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RESUMEN

La Escherichia coli ha sido asociada a grandes brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos, originando politicas de deteccion, control y prevencion basadas en estrategias de
vigilancia epidemiologica y en la implementacion de técnicas rapidas, sensibles y
especificas. En este trabajo se realizd la deteccion de Escherichia coli mediante el
desarrollo de un inmunosensor electroquimico, donde se ha elegido como material
transductor un electrodo de hilo de oro con 99,99% de pureza. Adicionalmente, se utiliz6
como electrodo auxiliar o contraelectrodo un hilo de platino y un electrodo de referencia
AgQ/AgCIl. En este trabajo se planted la inmovilizacion del biorreceptor inmunoldgico
(anticuerpos monoclonales especificos contra E. coli O 25:(K 11), O 78:(K 80),0 103:(K -),
O 118:(K -), O 124:(K 72), O 145:(K -), O 157:(K -), O 164:(K -).) mediante la formacion
de monocapas autoensambladas de tioles sobre la superficie de oro. Se realiz6 la formacion
de la monocapa autoensamblada de tiourea sobre la superficie limpia del electrodo de oro,
mediante un proceso de quimisorcién oxidativa. Una vez formada la monocapa, al incubar
el electrodo modificado (Au/TOU) en la solucion buffer de NaH,PO4/KCl a pH ligeramente
acido (6,20), los grupos amino terminales de la tiourea permitieron la unién del anticuerpo
a traves de los grupos COO™ del mismo, por simple atraccion electrostatica. Posteriormente,
al agregar a la solucion la cepa de Escherichia coli, ésta se uni6 al anticuerpo Anti-E. coli,
por un proceso de afinidad especifico de antigeno-anticuerpo. Los resultados obtenidos
permitieron estudiar un método para la inmovilizacion de moléculas bioldgicas en
superficies de oro modificadas. La inmovilizacion de los anticuerpos Anti-E. coli sobre la
superficie de los electrodos de oro modificados mostro una buena efectividad para la union,
inmovilizacion y deteccion de Escherichia coli.  Palabras claves: Biosensor, Escherichia

coli y antigeno-anticuerpo.
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I.-INTRODUCCION
1.1.- Historia

La innovacion y el desarrollo de la industria agroalimentaria se basa en dos ejes
fundamentales, la seguridad y la calidad de los alimentos. En este ambito, factores tales
como la legislacién sobre seguridad alimentaria unida al énfasis en los nuevos sistemas de
aseguramiento de la calidad y a la proteccion del medio ambiente, han desencadenado un
crecimiento de la demanda de sistemas de monitorizacion y control de materias primas,

procesos y productos finales (Gonzélez y col., 2005).

En consecuencia, se ha originado la necesidad de desarrollar e implantar sistemas de control
encaminados a aumentar la seguridad y la calidad de los alimentos y a mejorar los sistemas
de trazabilidad, los cuales deben priorizar el desarrollo de métodos de deteccion, analisis y
diagnostico que sean rapidos, de alta sensibilidad y que permitan rastreos automatizados
para un amplio espectro de agentes que amenazan la inocuidad de los alimentos (Gonzélez y
col., 2005).

En este aspecto, en 1920, se inicié la garantia o aseguramiento de la calidad de los
alimentos, inicialmente de la leche y de los productos lacteos y mas tarde de otros alimentos.
Este inicio, se basé en la aplicacion de sistemas que evitaran la ingestion de alimentos con
elementos toxicos (arsénico, mercurio y plomo) y que permitieran controlar su valor
nutritivo detectando la adicion de materias no nutritivas. Dicho sistema se llevo a cabo
mediante el control en el suministro y retiro de alimentos en los puntos de venta. Sin
embargo, este sistema fallé al aplicarlo en la microbiologia de los alimentos, debido a las
diferencias entre la quimica de éstos y la microbiologia, y al caracter dinamico de las

poblaciones microbianas en los alimentos (Jay, J., 1994).

Por tanto, se deduce que el inicio del analisis quimico de los alimentos se remonta a
principios del siglo diecinueve, sin embargo, los métodos selectivo-diagnésticos que son
necesarios en el control microbiolégico de los alimentos, fueron copiados de la

microbiologia clinica, aproximadamente en 1960 (Jay, J., 1994).



En este aspecto, la Comision Internacional sobre Especificaciones Microbioldgicas de los
Alimentos (ICMSF) creada en 1962 en el seno de la Asociacién Internacional de Sociedades
de Microbiologia (IAMS), nace como respuesta a la necesidad internacional de establecer
criterios adecuados sobre limites microbiologicos para los alimentos, con el fin de la
proteccion de la salud publica y comercializacion internacional de estos mismos. Por tanto,
el objetivo de ICMSF fue determinar mediante analisis comparativos detallados los métodos
mas eficaces para la identificacion y recuento de bacterias indicadoras y causantes de las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS); patologias definidas, en términos
generales, como afecciones de apariciéon esporédica y evolucién rapida, generalmente de
naturaleza entérica adquiridas por el consumo de alimentos y/o agua contaminada por

microorganismos y/o sus metabolitos (Jay, J., 1994).

Estos antecedentes dieron punto de partida a diversos estudios ecoldgicos realizados a partir
de 1970, lo cuales proporcionaron informacién acerca de la flora microbiana generalmente
asociada con las materias primas, el impacto del tratamiento en éstas, la formulacion o
fabricacion del producto y el almacenamiento. Estos datos proporcionados permiten realizar
el “Analisis de Riesgos o de Peligros e Identificacion y Control de los Puntos Criticos
(ARICPC)”, el cual se basa en la prediccion de los peligros probables asociados con el
producto e identificar los focos posibles de contaminacion o crecimiento microbianos, con el

fin de adoptar las medidas correctivas apropiadas (Jay, J., 1994).

1.2.- Alimentos y Salud Publica.

A pesar del inicio de los andlisis microbioldgicos en los afios 60 y todos los avances en el
control en la industria agroalimentaria de los afios 70, los alcances en la prevencion de las
enfermedades transmitidas por los alimentos no han sido significativos, incluso hasta la
actualidad. Esto se debe principalmente, a la falta de atencién a la higiene lo que origina la
recontaminacion de los productos inicialmente seguros, anulando todas las intervenciones

previas para fabricar y preparar el consumo de alimentos salubres (Jay, J.,1994).

No obstante, la falta de progreso en la prevencion de las enfermedades transmitidas por los
alimentos no debe interpretarse en el sentido de que las industrias, las administraciones

sanitarias y los organismos internacionales no se hayan esforzado en la tarea comdn de



conseguir un suministro de alimentos seguros o inocuos. Al respecto, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en enero del afio 2000, adopt6 una resolucion sobre la seguridad
o0 inocuidad de los alimentos y su importancia en la salud publica, sin embargo no solo esas
medidas son suficientes. Este hecho es corroborado al observar los continuos e importantes
brotes de infecciones e intoxicaciones transmitidas por alimentos en la actualidad (Jay, J.,
1994).

La incidencia real de las enfermedades de etiologia microbiana transmitidas por alimentos se
desconoce en gran parte. La principal razon radica en la declaracion insuficiente de las
enfermedades infecciosas en general y de los brotes y casos transmitidos por alimentos, en
particular, a las autoridades de salud publica. En este aspecto, se calcula que solo figuran en
las estadisticas oficiales entre 1 y 5% de los casos, mientras que los brotes que afectan
Unicamente a algunos miembros de la familia y los casos individuales permanecen sin
declarar (Jay, J.,1994).

Por consiguiente, la deficiencia en los datos epidemioldgicos sobre las enfermedades
transmitidas por los alimentos se debe a que pocas veces se identifica el alimento
responsable. Este hecho no debe sorprender, debido que a menudo, ni siquiera se tiene en
cuenta el papel etioldgico de los alimentos. Adicionalmente, cuando se trata de un grupo de
pacientes relacionados con el consumo de un determinado alimento, generalmente resulta
imposible confirmar esta sospecha, sino quedan restos del alimento que puedan ser
analizados o si éste ha sido expuesto a una contaminacién probable (alimentos arrojados a la
basura), u otras condiciones que hayan modificado considerablemente la estructura de su

comunidad microbiana (Jay, J., 1994).

En conclusion, la considerable falta de declaracion oficial y la escasez de datos
epidemiolégicos confiables, han dado origen a una serie de datos falsos sobre los brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos que pueden variar considerablemente entre los
diferentes paises y culturas. Esto no resulta sorprendente debido a que la eleccion del menu
y los habitos alimenticios varian notablemente en los distintos paises (Jay, J., 1994).

A pesar de todas estas dificultades planteadas, se han podido identificar los principales

agentes etiologicos relacionados con brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. En



la Tabla 1 se presentan algunos datos epidemioldgicos sobre las enfermedades transmitidas

por alimentos y sus principales agentes etiolégicos.

Tabla 1. Datos epidemioldgicos sobre las enfermedades transmitidas por alimentos y sus

principales agentes etiol6gicos.

Tipo de Alimento Microorganismo Lugar y Afio | Referencias

Ganado bovino. Escherichia coli O157:H7 Venezuela, Narvaez, C.y
2007. col., 2009.
Carne picada vy | Escherichia coli 0157:H7 Argentina, Roldan, M.y
hamburguesas 2007. col., 2007
Carne Fresca y | E. coli O157:H7 Argentina, Marzocca, M.
Hamburguesas 2003 -2004. y col., 2006
congeladas.
Cremas de leche no | Salmonellaspp. , Bacterias | Venezuela, Luigi-
pasteurizadas Aerobias Mesofilas, mohos y | 2003. Sandoval, T.y
levaduras. col., 2005

Productos carnicos | Aerobios mesdfilos, levaduras, | Venezuela, Zea, Z., y col.
cocidos (salami, | mohos , coliformes fecales, [ 1990-2000. 2004
mortadela, jamén vy [ Staphylococcus aureus
salchicha), crudos | (0,90%),  Salmonella  sp.
(hamburguesa), (0,51%), Escherichia coli
madurados (0,26%), Bacillus  cereus
(salchichén) y otros | (0,26%) y Clostridium
comercialmente perfringens
estériles
Carnes, quesos, | Salmonella Argentina, Di Pietro, S. y
fiambres y | spp (38%), Trichinella 1993-2001. col., 2004.
emparedados, postres, | spiralis (15%),Escherichia
helados y  platos | coli (13%) vy Staphylococcus
calientes. aureus (15%)

Continuga......




Continuacion....

Tipo de Alimento Microorganismo Lugar y Afo Autores
Leche no pasteurizada, | Escherichia Costa Rica, | Reuben, A.y
pollo. coli O157:H7, Listeria 2003. col., 2003

monocytogenes y
Salmonella spp.
Platos calientes, Queso | Salmonella spp. , Shigella spp. | Chile, Valeria, J. 'y
de cabra, pescados, | Staphylococcus aureus, E. coli | 1999-2000. col., 2002.
carne de aves, | enterohemorragico, E. coli
mayonesa, salsas, | enteropatdgeno,  Trichinella
cecinas, mariscos, | spiralis, Blastocystis hominis
carne de cerdo, carne
de bovino, quesos en
general.
Vegetales crudos y|E. coli, Salmoneila spp, [ Venezuela, Curtis, M.y
cocidos, carnes de res | Staphylococcus aureus (15%) | 2000. col., 2000
y cerdo, aves,
pescados y postres
Pescado Coliformes fecales (CF) y E. | Venezuela Villalobos, L.
coli. 1994 — 1995, | col. 2000
Salsas, huevos, | Salmonella enteritidis Brasil, Peresi, J. y
mayonesas, carne Yy 1993 — 1997. col., 1998.
charcuteria.
Pescado, Cerdo, Aves, | Staphylococcus aureus, | Cuba, Rodriguez, M.
Res, Dulces de Crema, | Salmonellas, E. coli, C. |1980—1994. y col., 1996.
Agua. perfringens, B. cereus,

Shigellas, E. histolytica




En concordancia con los datos epidemioldgicos descritos anteriormente, entre los principales
y mas frecuentes agentes etioldgicos se encuentran los de origen bacteriano, donde se
destacan por su frecuencia las diferentes cepas de Escherichia coli, Salmonella spp, Shigella

spp, Staphylococcus aureus, entre otros (Vidal, M. y col., 2002).
1.3.- Escherichia coli

La Organizacion Mundial de la Salud ha identificado a la Escherichia coli, como el mayor
microorganismo de interés por su gran capacidad como patégeno y supervivencia bajo
condiciones adversas, razones por lo que se ha establecido un programa continuo de
vigilancia sanitaria, especificamente en enfermedades transmitidas por alimentos.
Escherichia coli es una bacteria de la flora habitual del intestino y representa uno de los
microorganismos mas importantes en el humano, debido a que agrupa una gran variedad de
cepas que causan padecimientos extraintestinales e intraintestinales (Gutiérrez, M., 2005 ;

Koneman, E. y col., 1992).

El descubrimiento de Escherichia coli se remonta al afio de 1885, cuando Theodore
Escherich, un pediatra aleman, describié por primera vez una bacteria encontrada en las
heces de neonatos y nifios sanos la cual denomind Bacterium coli commune. Posteriormente,
en 1919, Castellani y Chalmers la denominaron Escherichia coli. La mayoria de las cepas de
esta especie son habitantes normales del intestino, aunque, a finales del siglo pasado, se
comenz6 a sospechar que algunas de estas cepas eran patdgenas entéricas, particularmente
en nifios (Donnenberg, M., 2002; Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

Para 1950, se comprobd esta hipotesis y en el afio 1988 estas cepas enteropatdgenas se
agruparon en el denominado grupo Escherichia coli enterovirulento (EVEC), que no solo
afectaba a bebes y nifios de corta edad, sino que también los adultos padecian con frecuencia
sindromes diarreicos originados por estas cepas. Escherichia coli es la especie de
enterobacterias mas comunmente recuperada en los laboratorios clinicos y ha sido
incriminada en enfermedades infecciosas que involucran todos los tejidos y drganos
(Donnenberg, M., 2002; Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).



De acuerdo a su morfologia, Escherichia coli es un microorganismo perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia, dentro de este género existen diversas
especies entre ellas E. coli, E. hermanni, E. fergusonii, E. vulneris y E. blattae. Sin embargo,
Escherichia coli, es la de mayor significancia clinica. Esta bacteria se caracteriza por ser Gram
negativa, oxidasa negativa, cilindrica con 1,1 a 1,5 um de didmetro y 2,0 a 6,0 um de largo,

la cual en diversas tinciones se dispone de forma aislada o en parejas (Blanco, J. y col., 2002)
1.3.1.-Estructura de Escherichia coli

Todas los serogrupos de Escherichia coli son bacterias Gram negativas, reconocidas asi por
no adquirir el colorante cristal violeta de la tincién de Gram y colorearse en un tono rojo o
rosado intenso. La coloracién que adoptan estas bacterias se debe a caracteristicas en su
morfologia. Las bacterias gram positivas y gram negativas poseen estructuras internas
similares, en lineas generales, una célula bacteriana internamente esta constituida por ADN
cromosomico, ARNm, ribosomas, proteinas y metabolitos. EI ADN cromosémico o
cromosoma bacteriano consiste en una Unica molécula circular de doble cadena que se
encuentra libremente ubicada en una region nuclear o nucleoide, es decir, no posee una
membrana nuclear y no esta contenido en un nicleo definido, por tanto carece de histonas
para mantener la conformacién del ADN y no forma nucleosomas, caracteristica que las

diferencia de las célula eucariotas (Gutiérrez, M., 2005).

La ausencia de la membrana nuclear, caracteristica principal de las células procariotas,
simplifica los mecanismos de sintesis de proteinas, debido a que los procesos de
transcripcion y transduccion del ADN estan acoplados, es decir, el ADN es transcripto a
ARNmM , el cual se fija a los ribosomas (organelos encargados de transduccion del ARNm a
proteinas, con una subunidad 30S y otra de 50S) , dando origen a la formacion de proteinas,
al mismo tiempo que se transcribe el ARNm adn unido al ADN cromosémico. El citoplasma
de E. coli contiene aproximadamente 15.000 ribosomas y cientos de copias de las diferentes
enzimas necesarias para realizar sus procesos metabdlicos (Gutiérrez, M., 2005; Laguna, J. y
col., 2002).

Dentro de la célula bacteriana, ademas del ADN en el nucleoide, pueden encontrarse unas

estructuras formadas por ADN extracromosémico de forma circular, llamados plasmidos.



Los plasmidos son fragmentos de ADN que parecen no ser esenciales a la vida celular,
aungue le confieren a la bacteria resistencia a algunos antibidticos y han resultado de gran

utilidad para la investigacion y manipulacion genética (Gutiérrez, M., 2005).

Otra de las estructuras resaltantes de la célula bacteriana es su membrana plasmaética o
citoplasmatica, cuya composicion aproximada es 50% de proteinas y 50% de lipidos. Esta
consiste en una estructura de doble capa lipidica que proporciona forma, transporte y
produccién de energia a la célula bacteriana. En el caso de los procariotas, la respiracion
celular necesaria para la produccién de ATP, es realizada a nivel de la membrana
citoplasmatica. De igual forma, la captacion de nutrientes y metabolitos y la liberacion de
iones o sustancias de excrecion se realiza a través de esta estructura (Gutiérrez, M., 2005;
Laguna, J. y col., 2002).

En relacion a los constituyentes externos de la célula bacteriana, la pared celular es la
principal estructura que diferencia a las bacterias gram positivas de las gram negativas. Las
paredes celulares de las células gram negativas, como E. coli, son estructural y
quimicamente mas complejas que las de las células gram positivas. Una pared gram negativa
esta constituida por dos capas externas a la membrana citoplasmatica. Una primera capa
conformada por peptidoglicano (carbohidratos ligados con aminoacidos), que representa
entre el 5y el 10% del peso de la pared celular, y se encuentra inmediatamente por fuera de
la membrana citoplasmatica dentro de una zona denominada espacio periplasmico
(Universidad Nacional del Nordeste., 2008; Gutiérrez, M., 2005) En la figura 1 se observa la

estructura de una célula bacteriana.
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Estructura de la célula procariota

citoplasma

flagelo

Figura 1. Estructura de la Célula Bacteriana.

Fuente: http://www.bioapuntes.cl/apuntes/images/celprocariota.jpeg

El peptidoglicano es una malla rigida formada por polisacaridos unidos mediante péptidos.
El polisacarido de la capa peptidoglicano esta conformado por repeticion de disacaridos de
N- acetilglucosamina y &cido N-acetilmurdmico. EI N-acetilmurdmico se encuentra fijado a
un tetrapéptido, que se caracteriza por contener aminoacidos en forma D y L, donde los dos
primeros aminoacidos van unidos al acido N-acetilmuramico y pueden variar dependiendo
de la especie del microorganismo. En la tercera posicion se encuentran aminoacidos tipo
diamino, que son esenciales para el entrecruzamiento de la cadena de peptidoglicano, entre
éstos pueden nombrarse la lisina, el acido diaminopimélico y el acido diaminobutirico. El
entrecruzamiento con el péptido se forma entre la amina libre del aminoacido tipo diamino
gue se encuentra en la tercera posicion y la D- alanina que se encuentra en la cuarta posicion
de otra cadena. El peptidoglicano en las bacterias gram negativas conforma una sola capa, y
su rigidez esta determinada por el nimero de entrecruzamientos y la longitud de éstos
(Murray, P., 2002). En la figura 2 se observa la estructura de un peptidoglicano de

Escherichia coli.
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Figura 2. Estructura de Peptidoglicano de Escherichia coli

Fuente: http://www.google.com/imgres?imqguri=http://pathmicro.med.sc.edu

Inmediatamente, a la capa de peptidoglicano se encuentra la membrana externa, esta es una
estructura que le proporciona forma a la célula bacteriana y constituye una barrera
impermeable de moléculas de gran tamafio y moléculas hidrofobas. Esta estructura es
caracteristica de las bacterias gram negativas, y les ofrece proteccion frente a condiciones
adversas como la accion de enzimas liticas (lisozimas), la resistencia a pH bajos,
evidenciada en especies de Enterobacterias que resisten el pH gastrico y la evasion de
mecanismos inmunologicos del huésped (Murray, P., 2002).

La membrana externa es una conformacion asimeétrica de bicapas lipidicas, esta estructura
esta constituida por dos zonas. La zona interna esta formada por fosfolipidos que se
encuentran normalmente en todas las membranas bacterianas. Sin embargo, la zona externa,
le proporciona a la membrana externa una singularidad, debido a que estd conformada en su
mayoria por una molécula anfipatica denominada lipopolisacarido (LPS) o endotoxina. El
lipopolisacarido se caracteriza por poseer terminaciones hidrofobicas e hidrofilicas, de alli
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su caracter anfipatico, que le permite ser un potente estimulador de las respuestas
inmunologicas del huésped (Murray, P., 2002).

Ademés del LPS de la bacterias gram negativas, existen una serie de proteinas que
conforman la membrana externa de estas bacterias, entre éstas se encuentran las porinas,
proteinas que permiten la difusion de moléculas hidrofilicas de menos de 700 Da de peso y
antibioticos hidrofilicos de pequefio tamarfio, sin embargo, estas proteinas impiden el paso de
antibioticos hidrofébicos, antibidticos de gran tamafio y lisozimas que afecten la célula
bacteriana. Adicionalmente, existen otras proteinas constituyentes de la membrana externa
que actian como proteinas estructurales o moléculas receptoras para ligandos y

bacteriofagos (Murray, P., 2002; Laguna, J. y col., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

Adicionalmente, la membrana externa se encuentra unida entre los fosfatos de las moléculas
de lipopolisacaridos mediante enlaces catidnicos divalentes (Mg™ y Ca*®) y mediante
interacciones hidrofobas entre las proteinas y el lipopolisacarido. Todas estas interacciones
le producen a la membrana caracteristicas como rigidez y fuerza. Sin embargo, la accion de
algunos antibidticos (polimixina) y la quelacion con &cido etilendiamino-tetraacético
(EDTA) mediante la eliminacion de los iones Mg*? y Ca*? puede ocasionar la ruptura de la
membrana, lo cual debilita a la célula bacteriana y favorece la penetracién de agentes

bactericidas (antibidticos y enzimas liticas) (Murray, P., 2002; Laguna, J. y col., 2002).
1.3.2.- Caracteristicas Bioquimicas de Escherichia coli.

En cuanto a las caracteristicas bioquimicas que distinguen E. coli de las demas especies del
genero Escherichia se pueden mencionar su capacidad de produccién de indol, reaccién
negativa para el citrato de Simmons, produccién de lisina descarboxilasa, y fermentacion de
glucosa, lactosa y D-manitol, caracteristicas y pruebas claves que se utilizan como métodos

para su identificacién microbioldgica en el laboratorio (Scheutz y col., 2005)
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1.3.3.- Habitat de Escherichia coli.

En relacién a su hébitat, E. coli es una de las especie predominantes de la microbiota aerobia
y facultativa del tracto gastro-intestinal de los animales de sangre caliente y se elimina por
las heces al exterior. Por tanto, debido a su presencia regular en el intestino y en las heces, E.
coli es utilizada como indicador de contaminacién fecal en los alimentos y el agua, en los
cuales es capaz de sobrevivir solo algunos dias, lo cual indica contaminacion reciente (Todar
y col., 2008; Blanco y col., 2002).

En el ser humano, el intestino es colonizado por Escherichia coli en las primeras 40 horas
después del nacimiento, debido a la ingestion de la bacteria mediante agua y/o alimentos u
obtenida directamente de otros individuos en contacto con el recién-nacido. Una vez dentro
del organismo, la bacteria se adhiere al moco que recubre el intestino grueso, se establece y
persiste indefinidamente. En general, la mayoria de las cepas intestinales de E. coli no son
patdgenas y coexisten en armonia con el hospedador, algunas incluso lo benefician
sintetizando cofactores que lo protegen de la invasién por microorganismos patdgenos
(Todar y col., 2008; Prescott y col., 2002)

La interaccion entre el microorganismo y el hospedador, permite clasificar las cepas de E.
coli como comensales avirulentos, patégenos oportunistas o patdgenos altamente
especializados. Las cepas patdgenas de E. coli a su vez son frecuentemente clasificadas en
patotipos de acuerdo con el tipo de enfermedad que causan y el conjunto de factores de

virulencia que poseen (Sousa y col., 2006)

Algunas cepas son capaces de causar enfermedades entéricas y diversos tipos de infecciones
extraintestinales en humanos y animales. Diversos autores han reportado a Escherichia coli
como involucrada en sepsis gram negativa, bacteremias o septicemias, peritonitis, abscesos,
mastitis, infecciones pulmonares, shock inducido por endotoxinas, infecciones de tracto
urinario, neumonia en pacientes hospitalizados e inmunosuprimidos, meningitis en neonatos,

gastroenteritis y otras patologias (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col.,1992).

14



1.3.4.- Estructura Antigénica de Escherichia coli

Los diversos patotipos de E. coli tienden a ser grupos clonales de cepas que son
caracterizados por compartir determinados tipos de antigenos. En cuanto a la estructura
antigénica de E. coli, existen cuatro antigenos: el antigeno H (flagelar), el antigeno K
(capsular), el antigeno O constituido por el lipopolisacarido (LPS) (somatico) y el antigeno
F (fimbrias/pili). De estos antigenos existen multiples variantes, que sirven para identificar
las diferentes cepas mediante su definicion antigénica. En la actualidad, se conocen 167
antigenos O, 103 antigenos K, 75 antigenos H y alrededor de 12 antigenos F (Kaper y col.,
2004)

Los patotipos a su vez se pueden clasificar en serogrupos y serotipos. Siendo los serogrupos,
un conjunto de cepas que comparten una variedad antigénica teniendo en cuenta sélo los
antigenos O (lipopolisacaridos); y por otro lado los serotipos, un conjunto de cepas definidas
por la combinacién de los antigenos O (lipopolisacaridos) y H (antigeno flagelar) y en
ocasiones por el antigeno capsular o K (Kaper y col., 2004) En la figura 3 se muestra la

estructura antigénica de Escherichia coli.
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Figura 3. Estructura Antigénica de Escherichia coli

Fuente: Journal of Endotoxin Research., 2001.
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1.3.5.- Cepas de Escherichia coli

En relacion a enfermedades como las enteritis, gastroenteritis, diarrea, disenteria, colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico, se ha reportado que E. coli provoca en seres
humanos alrededor de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y aproximadamente
775.000 muertes al afio, afectando fundamentalmente a la poblacion infantil de paises en
desarrollo. Adicionalmente, en los ultimos 20 afios, se han logrado identificar 40 serotipos
de E. coli enterovirulentos, sin embargo, solo seis serotipos se consideran causantes de
sindromes diarreicos en el hombre o agentes causales de estas patologias. Entre estas cepas
se encuentran: E. coli enterotoxigena (ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli enteroadherente (EAEC)
y E. coli enterohemorragica (EHEC); cada una de estas cepas produce sindromes clinicos
distintos utilizando mecanismos de patogenicidad diferentes (Murray, P., 2002; Blanco y
col., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

1.3.5.1.-Escherichia coli enterotoxigena (ETEC).

La enfermedad producida por E. coli enterotoxigena (ETEC) se encuentra con mayor
frecuencia en los paises en desarrollo, en nifios pequefios 0 en viajeros que van a estas zonas.
Su transmisiébn no ocurre persona a persona. Estas infecciones se adquieren
fundamentalmente a través del consumo de alimentos, principalmente productos lacteos y
ensaladas 0 agua contaminada con restos fecales. Su patogénesis se basa en que las cepas
enterotoxigenas (ETEC) forman enterotoxinas termolabiles (TL-I, TL-Il) y enterotoxinas
termoestables (TEa y TEb). Mientras que la TL-II no se asocia con la enfermedad en
humanos, TL-1 es funcional en patologia humana y estructuralmente similar a la toxina
colérica. Esta toxina esta conformada por una subunidad A y por cinco subunidades B
idénticas. Las subunidades B se unen al mismo receptor que la toxina colérica (gangliésidos
GM1) y a otras glicoproteinas de su superficie en las células epiteliales de intestino delgado
(Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

Una vez que las bacterias estan unidas a los enterocitos ocurre la endocitosis, y la sub-
unidad A de TL-I, ubicada dentro de las células, se transloca a través de la membrana de la
vacuola. La subunidad A tiene actividad ADP (adenosin bifosfato), ribosiltransferasa e
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interacciona con una proteina de membrana (Gs) que regula la adenilatociclasa. El resultado
de esta interaccién es un aumento de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), con un
incremento de la secrecion de cloro y una disminucién de la absorcion de cloro y de sodio.
Adicionalmente, la exposicion a la toxina estimula también la secrecion de prostaglandinas y
la produccion de citocinas inflamatorias, 1o que se manifiesta como una diarrea acuosa con

una gran pérdida de liquidos (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

De igual forma, TEa es una toxina termoestable pequefia y monomérica que se une a la
guanilato ciclasa, produciendo un aumento de los niveles de guanosina monofosfato ciclico
y la posterior hipersecrecion de liquidos. La produccion de todas estas toxinas estd mediada
por plasmidos y originan una diarrea secretora o también llamada diarrea de viajero que
ocurre tras un periodo de incubacion de 1 a 2 dias, y dura de 3 a 4 dias. Los sintomas
similares a los del colera pero méas leves, se caracterizan por espasmos abdominales,
nauseas, diarrea acuosa y fiebre de bajo grado. No se observan cambios histologicos de la
mucosa intestinal ni inflamacién, y en lactantes, ETEC a veces causa una enfermedad
conocida como “colera infantil”. Posteriormente, los pacientes se convierten en portadores y
eliminan el microorganismo con las heces después de desaparecer la sintomatologia
(Murray, P., 2002; Jay, J., 1994; Koneman, E. y col., 1992).

1.3.5.2-Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

Las cepas enteropatdgenas de E.coli son la principal causa de diarrea infantil en paises
pobres, principalmente en lactantes. La infeccidén causada por estas cepas en nifios mayores
y en adultos es poco frecuente, presumiblemente debido al desarrollo de una inmunidad
protectora. El origen de las cepas EPEC son los portadores humanos sintomaticos o
asintomaticos. La enfermedad producida por E.coli enteropatdégena generalmente se
adquiere de forma exodgena a través de la ingestion de alimentos contaminados. Sin
embargo, puede ser adquirida de forma enddgena debido a una alteracién de la flora

microbiana normal del paciente (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

E.coli enteropatégena son cepas en general no productoras de toxinas y no invasivas. Su
mecanismo de patogenicidad se caracteriza por la adhesion bacteriana a las células

epiteliales del intestino delgado (Murray, P., 2002; Jay, J., 1994; Koneman, E. y col., 1992).
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La enfermedad por E. coli enteropatdgena se caracteriza por fiebre, malestar, vomitos y
diarrea, con una cantidad importante de moco, pero no con mucha sangre. Adicionalmente,
se observan reacciones inflamatorias y cambios epiteliales degenerativos en cortes de tejidos

del epitelio intestinal (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).
1.3.5.3.- Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC).

Las cepas enteroinvasivas de E. coli, denominadas asi por su capacidad de invadir las
células epiteliales del colon, son capaces de producir una enfermedad similar a la causada
por especies de Shigella. Casi todos los brotes por estas cepas tienen su origen en los
alimentos y en menor frecuencia en el agua. Sin embargo, la transmisién puede ocurrir de
igual forma por contacto directo, de persona a persona, debido a que el hombre es el
principal reservorio (Jay, J., 1994).

Las cepas enteroinvasivas de E. coli constituyen un grupo seroldgico caracteristico
conformado por 11 serotipos, siendo el més frecuente el 0124. Igual que otras cepas de E.
coli, éstas pueden ser adquiridas de forma exdgena y enddgena. Sin embargo, su patogenia
se caracteriza por invasion y destruccion del epitelio del colon. Este proceso de destruccién
celular con infiltracion inflamatoria produce inicialmente una diarrea acuosa y puede

progresar a una ulceracion coldnica (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

La enfermedad causada por las cepas enteroinvasivas se caracteriza por diarrea acuosa que
puede evolucionar a la forma disentérica de la enfermedad, con fiebre, espasmos

abdominales, sangre y leucocitos en las heces (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).
1.3.5.4.-Escherichia coli enteroagregativa (EaggEC).

Las cepas de E. coli enteroagregativa se han visto implicadas en casos de diarrea acuosa,
persistente y con deshidratacién, especialmente en los nifios de paises en desarrollo. Estas
cepas bacterianas se caracterizan por su autoaglutinacion en forma de “ladrillos apilados”,
proceso mediado por unas fimbrias formadoras de haces llamadas fimbrias de adherencia-
agregacion | y Il transportadas por un plasmido (AAF/1 y AAF/1I) (Murray, P., 2002;
Koneman, E. y col., 1992).
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La patogenia de estas cepas se basa en estimular la secrecion de moco, que atrapa las
bacterias en una biopelicula que recubre al intestino delgado, lo que origina un acortamiento
de las microvellosidades, infiltracion mononuclear y hemorragia. La enfermedad producida
por E. coli enteroagregativa se caracteriza por diarrea acuosa, vomitos, deshidratacion y con

menor frecuencia dolor abdominal (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).
1.3.5.5.-Escherichia coli enteroadherente (EAEC).

Las cepas de Escherichia coli enteroadherente o también denominadas difuso adherentes se
han reconocido por su adherencia caracteristica en cultivos celulares. Las cepas estudiadas
presentan un patron caracteristico de adherencia a la superficie de las células Hep-2 y Caco-
2 originando protuberancias parecidas a dedos, en las que las células del microorganismo se
encajan o insertan. Por tanto, E. coli enteroadherente es una cepa adherente a las células
Hep-2 o Hela, que no produce toxinas termolabiles, termoestables o verotoxinas y no son
invasivas independientemente de los serogrupos. No se conoce con precision su
patogenicidad, pero se ha observado que estas cepas poseen fimbrias que son responsables
de la adherencia y cuya presencia viene codificada por genes cromosémicos y un plasmido
(Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

Adicionalmente, estas cepas estimulan el alargamiento de las microvellosidades intestinales,
lo cual origina la enfermedad causada por E. coli enteroadherente, que se caracteriza por
una diarrea acuosa que se observa principalmente en nifios de 1 a 5 afios (Jay, J., 1994,
Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

1.3.5.6.-Escherichia coli enterohemorragica (EHEC).

La importancia clinica de EHEC no se conoci6 hasta 1982, cuando estas cepas se asociaron
a dos condiciones de etiologia previamente desconocida como la colitis hemorragica y el
sindrome hemolitico urémico (SHU). En la actualidad, se conoce que EHEC ademas de estar
asociada a estas dos patologias puede causar casos esporadicos o brotes de diarrea y pdrpura
trombocitopénica trombética (Murray, P., 2002; Rivas, M y col., 1998; Koneman, E. y col.,
1992).
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Segun la epidemiologia, las cepas de EHEC causan con més frecuencia enfermedad en los
paises desarrollados, particularmente en los meses calidos y en nifios menores de 5 afios. Se
estima que en Estados Unidos estas bacterias producen mas de 100.000 infecciones y casi
100 muertes al afio, siendo necesaria la ingestion de menos de 100 bacilos para originar la
patologia. La mayoria de los casos de esta enfermedad se han atribuido al consumo de carne
de vaca u otros productos carnicos poco cocinados, agua, leche sin pasteurizar, vegetales sin

cocinar, frutas y zumos de frutas (Murray, P., 2002; Koneman, E. y col., 1992).

Se conocen mas de 50 serotipos de Escherichia coli enterohemorragica, dentro de este
grupo existen ciertos serotipos productores de toxinas Shiga, los cuales constituyen las
Ilamadas E. coli productoras de toxina Shiga (STEC), entre estos los serotipos 026:H11;
0103:H2; 0111:NM; 0113:H21; 0145:NM, destacandose la E. coli serotipo O157:H7 como
el principal representante del grupo debido a su especial virulencia, la cual se ve reflejada
por el elevado nimero de afectados en cada uno de los brotes reportados; este aspecto es
evidenciado en diversos estudios. En Argentina, Meichtri y col. en el 2004 evaluaron la
presencia de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) en terneros de un
frigorifico, obteniendo que el 38,5% de estas cepas eran serotipos no-0O157 y el 0,5% de
0157:H7 (Meichtri, L., 2004; Margall, N. y col., 1997).

En Venezuela para el afio 2007, se realiz6 un estudio en 100 muestras de queso telita
proveniente de los estados Aragua, Bolivar, Guarico y Miranda, donde se observo que el
100% de las muestras tenian presencia de E. coli, obteniendo que sélo dos cepas aisladas de
las muestras de queso telita del estado Bolivar eran E. coli O157:H7 (Villalobos, L. y col.,
2008).

Asi mismo, en el mundo y especialmente en nuestro pais, se ha observado en los ultimos
afios el aumento en la incidencia de infecciones por este patdgeno, debido a cambios en la
produccidn, procesamiento y distribucion de alimentos, en los habitos de consumo, y en la
utilizacion de métodos méas sensibles de deteccion. En el caso especifico de E.
coli O157:H7, ha sido de gran relevancia su estudio e identificacion debido a sus
caracteristicas bioguimicas distintivas que facilitan su deteccion, caracterizacién y a la

importancia en la comprension de su patogenia (Meichtri, L., 2004).
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1.3.6.-Escherichia coli serotipo O157:H7.

La Escherichia coli serotipo O157:H7 es el principal representante del grupo de E. coli
enterohemorragica productor de toxinas Shiga, esto se debe a que histéricamente ha
representado en muchas partes del mundo el serotipo prevalente en brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos y es uno de los mas estudiados en una gran variedad de productos
alimenticios (Chinen, 1., 2007).

En relacion a la epidemiologia de este patdgeno, a comienzos de 1993, ocurrié en varios
estados de Washington una de las mayores epidemias por envenenamiento alimentario. En
total se confirmaron 582 casos de enfermedad por E. coli O157:H7 que originaron 171
pacientes hospitalizados, 41 casos de Sindrome Hemolitico Urémico y 4 muertes, todas
derivadas de la ingestion de hamburguesas de una cadena de restaurantes de comida rapida.
En el 2005, en Estados Unidos se estim6 que las infecciones por E. coli O157:H7 fueron
responsables de al menos 20.000 casos de enfermedad y 250 muertes por afio (Chinen, 1.,
2007).

En el caso de América Latina, Argentina es el pais mas afectado, donde el Sindrome
Urémico Hemolitico originado por E. coli O157: H7 es considerado endémico, estimandose
400 casos anuales por las Unidades Hospitalarias de Nefrologia y mas de 7000 casos
notificados desde 1965. En la actualidad, la tasa anual de incidencia de SHU en este pais es
de 13,9 por cada 100.000 nifios menores de 5 afios. De igual forma, en paises como Uruguay
se estiman entre 10 y 15 casos por afio, obteniendo una tasa de incidencia de 4 a 5 por cada
100.000 nifios menores de 5 afios (Varela, G. y col., 2008; Chinen, 1., 2007).

En Venezuela, la incidencia de casos de patologias ocasionadas por E. coli O157: H7 no ha
sido muy estudiada. Estudios realizados en muestras bacteriol6gicas de carne molida y
chorizos del mercado municipal de Cumana, Edo. Sucre entre febrero de 1997 y marzo de
1998, mostraron un 3,15% de contaminacion por E. coli O157:H7 productoras de toxina
termoestable (Villalobos, L. y col., 2008).

A nivel mundial, el ganado bovino es reconocido como el reservorio primario de E. coli

O157:H7. Segun los estudios epidemiologicos, la mayoria de los casos relacionados con este
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microorganismo en los Estados Unidos estan asociados al consumo de carne, donde E. coli
O157:H7 esta presente en un 1 a 2,5% de las muestras de carne vacuna y de ave. De igual
forma en Europa, lo principales brotes han surgido del consumo de carne picada y
hamburguesas de carne de vacuno. En relacion a este aspecto, en un estudio realizado en
heces de ganado bovino de doble proposito del municipio Miranda, Edo. Zulia, Venezuela,
se hall6 que el 1,94% del ganado estudiado presentaba infeccion por E. coli O157:H7. Por
otro lado, en nuestro pais existen otras investigaciones que determinan que no sélo la carne
de bovino es el alimento predominantemente contaminado por esta bacteria. En una
investigacion realizada en comedores de empresas privadas se encontr6 una elevada
contaminacion por E. coli, en vegetales crudos (76,2%), vegetales cocidos (15,2%), carnes
de res y cerdo (15,9%), aves (16,7%), pescados (11,8%), postres (27,3%), equipos Yy
utensilios (57,9%) y en superficies y ambientes 53,6% (Narvéez, C. y col., 2009;
Villalobos, L. y col., 2008; Murray, P., 2002; Curtis, M. y col., 2000; Jay, J., 1994;
Koneman, E. y col., 1992).

Adicionalmente, en la literatura se han descrito maltiples brotes asociados a la ingestion de
carne picada poco cocida, lacteos y jugos de frutas sin pasteurizar, verduras, consumo de
agua contaminada en ambitos recreacionales, fuentes de contaminacién cruzada por
manipuladores, equipamiento y utensilios. Asi mismo, la transmisién persona a persona
también se ha documentado y se demostré la existencia de portadores asintomaticos entre 1
y 36 dias (Villalobos, L. y col., 2008; Curtis, M. y col., 2000).

Uno de los aspectos mas relevantes de la epidemiologia de E. coli O157:H7 es la dosis
infectiva, debido a que sélo se necesitan alrededor de 10 células bacterianas para causar
colonizacion e infeccion. Con respecto a este punto, algunas investigaciones determinan que
son necesarias al menos 2 células bacterianas por cada 25 g. de alimento para causar la
infeccion, esto sin que la bacteria se haya multiplicado sino simplemente sobrevivido al

proceso de preparacién del alimento (Rubeglio, E., 2007).

Una vez que la cepa de E. coli O157:H7 llega a un alimento y se logra adaptar a las
condiciones del mismo, puede ser introducida al organismo humano mediante la ingesta de

la dosis infectiva adecuada. Este hecho, origina una serie de patologias que van desde la
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aparicion brusca de colitis hemorrégica caracterizada por dolor abdominal, diarrea acuosa
con sangre, fiebre y postracion general, hasta otros sindromes méas graves como purpura
trombocitopénica, anemia hemolitica y sindrome urémico hemolitico (Rojas, T. y col.,
2006).

La aparicion de los sindromes ocasionados por las cepas de Escherichia coli O157:H7 se
debe a un importante numero de factores de virulencia, entre los cuales se encuentra la
produccién de dos potentes toxinas conocidas como toxinas del tipo Shiga, por su relacion
con la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo 1; estas toxinas también son
conocidas como verotoxinas por sus efectos citopaticos sobre las células VERO. Las
toxinas Shiga tipo | o tipo Il, clasificadas de esta forma de acuerdo a sus particularidades
antigénicas, a su vez poseen diferentes subtipos basados también en sutiles diferencias
antigénicas que hablan de la complejidad estructural de dichas toxinas (Rojas, T. y col.,
2006).

Por otra parte, recientemente investigadores informaron que algunas cepas de Escherichia
coli productora de toxina Shiga producen una nueva toxina, denominada citotoxina subtilasa
(Sub AB), la cual esta relacionada estructuralmente y funcionalmente con la serina proteasa
de la familia de la subtilasa, presente en Bacillus anthracis. Asi mismo, otros estudios
demuestran que Sub AB es capaz de producir mayor citotoxicidad que Stx-1l en células Vero

e inducir cambios patoldgicos semejantes al SHU (lIbarra, C., 2008).

23



1.3.6.1.- Sindromes ocasionados por E. coli serotipo O157:H7

Adicionalmente, se ha descrito que Escherichia coli O157: H7 puede mimetizar desordenes
no infecciosos como apendicitis, diverticulosis, colitis isquémica y ulcerativa, asi como
también colitis infecciosas causadas por Salmonella, Shigella, Campylobacter, Clostridium

difficile, Yersinia enterocolitica o Entamoeba histolytica (Rivas, M. y col., 1998).

Uno de los principales sindromes ocasionados por Escherichia coli 0157: H7, es la colitis
hemorragica conocida también como colitis isquémica, caracterizada por calambres
abdominales y diarrea acuosa, seguida por descarga hemorragica que se asemeja al sangrado
del tracto intestinal inferior, sin presencia de fiebre significativa ni células inflamatorias en
la materia fecal. Generalmente, esta patologia no ocasiona la muerte del paciente. La
infeccion por E. coli 0157:H7 puede complicarse con el Sindrome Hemolitico Urémico
(SHU), la cual es epidemiologicamente importante debido a que puede evolucionar y

culminar con la muerte del paciente (Rivas, M. y col., 1998).
1.3.6.2.-Sindrome Hemolitico Urémico (SHU)

El Sindrome Hemolitico Urémico (SHU), descrito por primera vez en 1955, es una patologia
caracterizada por una triada de hechos que involucran dafio renal agudo, trombocitopenia y
anemia hemolitica microangiopatica. Otras investigaciones han descrito la afectacién de
otros parénquimas como el sistema nervioso central, intestino, pancreas, etc. En su forma
mas comun, este sindrome es precedido por enfermedad diarreica que luego se vuelve
sangrante y se asemeja a una colitis hemorragica. Por tanto, el SHU es una complicacién que
generalmente se presenta en la poblacion infantil, adultos y ancianos, pero principalmente
se ha reportado en lactantes y nifios en la primera infancia. En lineas generales, las
manifestaciones mas comunes del SHU son palidez, petequias, hematomas, oliguria, edema,
hipertensién arterial y cambios neuroldgicos, como letargia o convulsiones (Murray, P.,
2002; Koneman, E. y col., 1992).

El sindrome hemolitico urémico se desarrolla inicialmente con un periodo de incubacion de

3 a 4 dias que da lugar a una diarrea no sanguinolenta con dolor abdominal y presencia de
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vomitos en el 50% de los pacientes. Posterior a este periodo, la enfermedad puede progresar
a una diarrea sanguinolenta con dolor abdominal grave. La resolucion total de los sintomas
en este sindrome ocurren generalmente entre los 4 y los 9 dias en la mayoria de los pacientes
que no reciben tratamiento, originando la muerte en un 3 a 5% de los pacientes con SHU o
la presencia de secuelas graves como insuficiencia renal, hipertension y manifestaciones del
Sistema Nervioso Central hasta en un 30% de los pacientes (Ibarra, C., 2008; Murray, P.,
2002; Koneman, E. y col., 1992).

Segun datos epidemioldgicos, el SHU constituye la primera causa de insuficiencia renal
aguda en la edad pediatrica y la segunda de insuficiencia renal cronica. Adicionalmente, es
identificado como responsable del 20% de los trasplantes renales en nifios y adolescentes. Al
inicio de la enfermedad, el 60% de los pacientes supera la fase aguda y se recupera sin
secuelas después de dos o tres semanas de hospitalizacién. Un 5% de los nifios desarrolla
una insuficiencia renal cronica que, en pocos afios, requiere procedimientos de hemodiélisis
permanente o trasplante renal. Sin embargo, el 30% continda con microhematuria y grados

variables de proteinuria que pueden durar décadas (lbarra, C., 2008).

El SHU se origina debido a la accién de los mecanismos de patogénesis de E. coli
enterohemorragica, los cuales se basan principalmente en la expresion de toxinas. Si bien
estas infecciones estan asociadas a Stx-1, Stx-11 0 a ambas, la produccién de Stx-Il aumenta
el riesgo de SHU. Las Stx-1l a nivel intestinal producen una inhibicion significativa del
transporte de agua a través de la mucosa col6nica humana y una destruccién importante de
la superficie intestinal. De igual forma, se produce una infiltracion de neutréfilos, motivo
por el cual, frecuentemente se encuentran leucocitos en materia fecal en los casos de SHU.
La migracién de neutréfilos hacia la luz intestinal puede promover el pasaje de la toxina a
través de la barrera intestinal originando su accion en tejidos extraintestinales (Rivas, M. y
col., 1998).

En el rifion la toxina Shiga inicia directamente las lesiones, produciendo tumefaccion de las
células endoteliales glomerulares, desprendimiento de la membrana basal y subsecuente
depdsito de trombos plaquetarios y fibrina en la microvasculatura renal, ademas ejerce

accion directa sobre las células epiteliales tubulares renales originando la insuficiencia renal
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aguda que desarrolla la enfermedad, donde el aumento en orina de N-acetil glucosaminidasa
y B-microglobina, sefialados como marcadores especificos de la funcion tubular, aporta

evidencias de dafio tubular renal en la fase aguda (lbarra, C., 2008).

Otro de los 6rganos afectados por la toxina Shiga es el cerebro, en autopsias de nifios
fallecidos por SHU se ha reportado la observacion de trombos en la microvasculatura,
edema endotelial e infartos en cerebro, que sugirieren que el episodio inicial de la
encefalopatia asociado al SHU es la lesion endotelial. De igual forma, numerosas
investigaciones describen un dafio selectivo de neuronas en las capas profundas de la corteza
cerebelosa y cerebral, cerebro medio y médula espinal donde la toxina se detect6 en la pared
de los vasos sanguineos de las zonas involucradas. Estos estudios concluyen que la toxina
Stx-1l atraviesa la barrera hematoencefalica y se ha hallado en células perivasculares del
cerebro, lo que sugiere que la toxina produce un dafio directo en las células del parénquima
del Sistema Nervioso Central (Ibarra, C., 2008).

En resumen, las infecciones por Escherichia coli O157:H7 pueden ser asintomaticas,
comenzando con una diarrea acuosa que progresa a diarrea sanguinolenta al cabo de 1-2 dias
de infeccion, colitis hemorragica (CH), purpura trombocitopénica trombética (PTT) vy, en
algunos casos, el desarrollo del sindrome hemolitico urémico. Desde el descubrimiento de
estas patologias hasta el presente no hay un modo de predecir como se desencadenara el
SHU. Sin embargo, una vez establecida la enfermedad, no existe un tratamiento especifico
que pueda impedir la progresion del dafio que causa la toxina Stx en los diferentes érganos
blanco. Por tal razon, el mejor modo de prevencion del SHU es impedir la infeccién
primaria por Escherichia coli 0157:H7 (lbarra, C., 2008).

Existen diversas estrategias para antagonizar los factores de virulencia de Escherichia coli
O157:H7, entre éstas el uso de probiodticos conocidos por su capacidad inhibitoria de
patdgenos entéricos, farmacos inhibidores de la sintesis de proteinasy anticuerpos

neutralizantes para que las bacterias no colonicen el colon humano (Ibarra, C., 2008).

Adicionalmente, existen otras estrategias destinadas a neutralizar la toxina para impedir que
atraviese la barrera intestinal o se fije a los 6rganos blanco. En concordancia con estas

estrategias, se realiza un estudio multicéntrico controlado en nifios con SHU, donde se
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ensaya la administracion oral de un analogo del receptor Gb3 con capacidad de unir la
toxina Stx (Synsorb-Pk), sin embargo, aun no arroja resultados concluyentes y diferentes
laboratorios de investigacion contindan sus estudios para encontrar analogos del receptor
Gb3 que puedan, efectivamente, tener una actividad protectora in vivo. De igual forma, hace
unos afios también se demostré que preparados vacunales génicos y proteicos que codifican
toxoides de Stx pueden inducir proteccion contra la accion de la toxina en ratas y conejos,

pero estos ensayos aun se encuentran en su fase experimental (Ibarra, C., 2008).

Finalmente, se ha demostrado la desaparicion del dafio tisular producido por Stx en un
modelo de raton genoprivo para la sintesis del Gb3, lo cual aporta evidencias en favor de
que una inhibicion de la sintesis de los receptores Gb3 en los drganos blanco de nifios
afectados por SHU, podria ser una intervencion farmacoldgica efectiva para protegerlos de

la accion de la toxina (Ibarra, C., 2008).

1.3.7.-Importancia de la Identificacion de Escherichia coli O157:H7 en la Vigilancia

Microbioldgica de los Alimentos.

Las enfermedades trasmitidas por los alimentos (ETA) constituyen uno de los problemas de
salud publica mas extendidos en el mundo, por lo cual, es necesario mantener una vigilancia
epidemioldgica de éstas y aplicar medidas oportunas que permitan su control y prevencion.
Para lograr la aplicacion de estas medidas se requiere del conocimiento de la distribucion y
ocurrencia de los factores de riesgo de los agentes patdgenos prevalentes y de los principales

alimentos involucrados (Di Pietro, S. y col., 2004; Rodriguez, M. y col., 1996).

En relacion a E. coli, se ha demostrado que este patdgeno proviene del tracto intestinal del
hombre y de animales de sangre caliente. La presencia de esta bacteria en un determinado
alimento indica contaminacion fecal, por tanto E. coli es considerado el microorganismo
marcador de eleccion en la comprobacion o vigilancia de los alimentos y de platos tratados
mediante calor, bien sea por encontrarse insuficientemente cocidos o que se les hayan
afiadido condimentos de ultima hora no tratados con calor, entre los que se incluyen el queso
rallado, salami, hortalizas frescas, etc. Al hallar un alimento contaminado con E. coli se
puede concluir que sufrié contaminacion fecal y que el consumidor podria estar expuesto de

igual forma a otros patogenos entéricos (Jay, J., 1994). .
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De igual forma, especificamente la Escherichia coli O157:H7 ha sido asociada
historicamente con grandes brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, este es el
serotipo de Escherichia coli productor de toxina Shiga prevalente en muchas partes del
mundo y uno de los mé&s estudiados en alimentos. ElI consumo de leche cruda,
inadecuadamente pasteurizada o contaminada después del proceso térmico, crema de leche y
de quesos elaborados con leche cruda ha sido asociado con brotes severos de enfermedades
causadas por E. coli O157:H7. Otros alimentos también han sido identificados como
vehiculo de este patdgeno entre estos: la carne, salami, yogurt, jugo de manzana no

pasteurizado, melon, papas, brotes de rdbanos y brotes de alfalfa (Jay, J., 1994).

Adicionalmente, la infeccion secundaria es comun y ha ocurrido en casas de familia,
hospitales, geriatricos, unidades de cuidados diarios y particularmente jardines maternales,
este factor refleja la baja dosis infectiva que es necesaria para instalarse la patologia
(Chinen, 1., 2007).

A nivel mundial, las politicas de control y prevencion del SHU se basan en estrategias de
vigilancia epidemiologica, politicas destinadas al control de la industria de la carne y
estrategias de prevencién que apuntan a la educacion de la poblacion, por tanto, la
determinacion de estas bacterias en diversos alimentos, mediante la implementacion de
técnicas sensibles es esencial para la evaluacion epidemioldgica de las patologias
provocadas por una posible infeccién y su impacto en la salud publica (Reuben, A. y col.,
2003).
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1.4.-Metodologia para el Analisis de Alimentos.

El anélisis de los alimentos es necesario para verificar las buenas practicas de fabricacion y
distribucion de los productos alimenticios. A nivel mundial, la prueba de calidad
microbiologica, solicitada por el comercio internacional de alimentos, se basa
principalmente en el andlisis de muestras, apoyada por la inspeccion metddica de las

instalaciones y equipos de la empresa alimenticia (Jay, J., 1994).

No existen normas oficiales, reproducibles, sensibles y sencillas para el aislamiento de
Escherichia coli O157:H7 en alimentos. Sin embargo, estan en desarrollo varios métodos
microbioldgicos, moleculares y electroquimicos con el fin de satisfacer esta necesidad de
diagndstico (Tesone, S., 2007; Jay, J., 1994).

Es importante mencionar que todo andlisis de alimentos debe tener una marcha analitica que
involucre desde la recoleccion de la muestra, su transporte y conservacion, hasta la
aplicacion de las técnicas analiticas necesarias para la identificacion de los microorganismos
en estudio. Por tanto, a continuacion se plantea en forma resumida la marcha analitica de las

principales técnicas de analisis de los alimentos (Tesone, S., 2007).
1.4.1.- Muestreo.

Los resultados del analisis de un producto alimentario son tan buenos como el método de
muestreo que se lleva a cabo. La muestra perfecta seria el 100% del material que se va a
analizar, sin embargo, es inadecuado, de manera que se necesitan métodos para obtener una

alicuota representativa del sistema como un todo (Cochran, W., 1982).

El muestreo se puede realizar por azar, submuestras y estratificacion. EI muestreo por azar
se basa principalmente en la recoleccion de un nimero representativo de la remesa o lote del
alimento a estudiar, lo cual se lleva a cabo mediante la asignacion de nimeros a todos los
sacos, cajas, cajones 0 envases y posteriormente retirar las unidades a muestrear en un orden
aleatorio, obteniendo porciones estadisticamente representativas. El tamafio de las porciones
retiradas depende del grado de estratificacion microbiana existente en el producto (Jay, J.,
1994).
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El muestreo por submuestras se basa en la extraccion de porciones provenientes de sitios
seleccionados al azar en el envase. Estas porciones deben tener un tamafo aproximadamente
cinco veces mayor que la que se tiene que examinar, debido a que posteriormente debe ser
reducida hasta el tamafio necesario mediante el denominado método de disminucién por
cuadrantes (utilizado solo en muestras sélidas). En el caso de que los alimentos han sido
preenvasados por el fabricante, no es necesaria la reduccion del material, un solo paquete
por caja es una muestra satisfactoria, a no ser que los paquetes tengan un peso mayor a 250
gramos. En el caso de alimentos liquidos para obtener la muestra se extrae el material

después de agitar cuidadosamente los recipientes (Jay, J., 1994).

Por ultimo, el muestreo por estratificacion también denominado muestreo por distribucién
irregular de la colonizacion se refiere a que la poblacion microbiana en los alimentos
frecuentemente es esporadica, heterogénea y localizada. Por tanto, se deben tomar en
consideracion el numero y tamafio de las muestras, las medidas apropiadas para evitar la
contaminacion ambiental, la extraccion e introduccion de las muestras en los envases
adecuados y la multiplicacion o la muerte microbiana durante el transporte de las mismas,
con el fin de hallar los microorganismos contaminantes y elegir el estrato mas adecuado
(Jay, J., 1994; Cochran, W., 1982).

1.4.2.- Transporte y Conservacion de las Muestras.

Las condiciones de conservacion y transporte de las muestras deben ser elegidas de forma
sistematica antes del analisis, debido a que en ningin caso se debe permitir el crecimiento
microbiano, ni causar la muerte de parte de la poblacion microbiana. En el primer caso, el
crecimiento microbiano indicaria una mala, erronea y falsa impresion del alimento. Por el
contrario, en el segundo caso, la muerte microbiana, sugeriria que el alimento se encontraba
en un mejor estado que el real. Por consiguiente, la colocacién de las muestras a
temperaturas cercanas a 0°C durante 24 horas, es la medida de conservacion mas aceptada
para evitar el cambio en la poblacion microbiana desde el momento del muestreo hasta la

realizacion del andlisis (Jay, J., 1994).
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1.4.3.- Métodos Microbiologicos.

En cuanto a los métodos microbiolégicos, la falta de una tradicion analitica minuciosa, ha
dado lugar a una gran variedad de técnicas. Sin embargo, antes de realizar cualquier analisis
microbiologico de un alimento se debe considerar la finalidad, las caracteristicas del
producto o alimento, el microorganismo objetivo y la sensibilidad del método a utilizar
(Tesone, S., 2007; Jay, J., 1994).

En relacion a la finalidad del analisis se debe especificar si se desea investigar la inocuidad
del alimento o si es una investigacion ecoldgica o tecnoldgica. De igual forma, dentro de las
caracteristicas del producto se debe considerar si el alimento es crudo, si se ha tratado para
asegurar su inocuidad, si ha sido obtenido por un proceso de fermentacion o si posee alguna

propiedad antimicrobiana (pH, concentracién de nitritos, etc) (Jay, J., 1994).

Otro aspecto importante en el andlisis de alimentos es el microorganismo objetivo debido a
que se deben separar microorganismos semejantes o afines pero no idénticos.
Adicionalmente, se encuentra la sensibilidad del método, la cual dependerd de las
concentraciones del microorganismo objetivo y variara si se encuentran por debajo de 10%/g
y por encima de 10%/g, permitiendo la seleccion de diferentes métodos de analisis con el fin
de lograr la mejor sensibilidad (Jay, J., 1994).

Por otra parte, en el analisis microbiolégico de alimentos se debe considerar la necesidad de
métodos muy selectivos debido a que los microorganismos buscados en las muestras, rara
vez se encuentran en un cultivo puro, tal como sucede en las muestras clinicas. Los
alimentos en buen estado estan colonizados escasamente, lo que exige la utilizacion de
métodos que permitan la determinacion de niveles de UFC (unidades formadoras de
colonias) del orden de 10?/g. Sin embargo, la mayoria de los microorganismos de interés
clinico o patogeno se hallan presentes en una proporcion muy baja en comparacion a la flora
microbiana total del alimento (~1 en 10’ de la poblacién microbiana viable total de un
alimento, también llamada flora de fondo o flora acompafiante). Esta proporcion representa
un factor determinante en la seleccion del método o técnica de cultivo, y exige el manejo de

inhibidores selectivos de la flora acompafiante que disminuyan la poblacion microbiana
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interferente. De igual forma, pueden ser utilizados medios diagndsticos o diferenciales del
microorganismo de interés, los cuales puedan diferenciar los microorganismos objetivos de
la flora de fondo en base a un actividad metabolica especifica y medios selectivos, que
estimulan el crecimiento mas rapido de una especie 0 grupo de microorganismos de manera
que pueda competir con ventaja frente a otras especies en ausencia de inhibidores (Jay, J.,
1994).

Por otro lado, existe una serie de factores que pueden ocasionar dafios en la poblacion
microbiana (calor, bajo pH, baja temperatura, etc); tales poblaciones afectadas deben ser
incluidas en los procedimientos de recuentos y pruebas de presencia-ausencia con el fin de
evitar resultados erréneamente tranquilizadores y no reproducibles. Por esta razon, las
técnicas selectivas de recuento deben incluir tratamientos de reparacion de las células
dafadas antes de que se utilicen medios de enriquecimiento o de aislamiento selectivo (Jay,
J., 1994).

Uno de los parametros méas importantes es la seleccién de los procedimientos de recuento
microbiano. En el caso de la microbiologia de los alimentos las principales técnicas
utilizadas son el recuento de colonias (RC), la determinacion del nimero mas probable
(NMP) y las pruebas de presencia-ausencia (P-A). Los recuentos de colonias generalmente
muestran un coeficiente de variacion entre 5y 20%, esto se debe a la gran variabilidad de los
microorganismos originada por el hecho de que tanto las células aisladas como las cadenas
cortas de células y los agregados de microorganismos, dan origen a una sola unidad
formadora de colonias. Por otra parte, los limites de confianza del nimero mas probable
(NMP) son aun mayores en comparacion con el recuento de colonias y a su vez son

superados por las pruebas de presencia-ausencia (P-A) (Jay, J., 1994).

Es de considerar que todas las técnicas y métodos a seleccionar en la identificacién de un
determinado microorganismo van a depender principalmente del tipo de alimento y
microorganismo de interés. En cuanto a Escherichia coli O157:H7 en la actualidad existe
una gran variedad de técnicas microbiologicas recomendadas para su deteccion en
alimentos; en relacion a este aspecto, maultiples instituciones han sugerido protocolos a

seguir en la busqueda de este patdgeno; entre estas se encuentran:
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e Standard Methods for the Examination of Dairy Products (APHA, 1992).

e Environmental Protection Agency of EE.UU.

e Food Safety Inspection Service, Departamento de Agricultura de los EE.UU.

e Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (1992).
e International Commission of Microbiological Specification of Foods (ICMSF).
e Association of Official Analytical Chemist International (AOAC).

e Bacteriological Analytical. (AOAC, 1992).

e American Association of Cereal Chemists (AACC).

e Organizacion Internacional de Normalizacion (1SO).

De igual forma numerosas investigaciones presentan diversos métodos de identificacion de
Escherichia coli O157:H7 basados en ensayos bioquimicos, seroldgicos, reacciones de latex,
etc. En relacién a este aspecto, Parr y col. en 1936 propusieron las pruebas IMViC para la
identificacion de E. coli, las cuales se basaban en la Produccion de Indol, Reaccion de
Voges-Proskauer, Reaccién de Rojo de Metilo, Utilizacion de Citrato y Produccion de Gas a
partir de Lactosa (Jay, J., 1994).

Posteriormente, Mushin y Ashburner en 1962 implementaron una versiéon modernizada de
IMViC hasta ahora denominada IMVEC, donde E representa la prueba de termotolerancia
de Eijman o ensayo de temperatura elevada. En la década de los 80, las técnicas
microbioldgicas para la identificacién de E. coli presentaron pocas variaciones, basicamente
los cambios consistieron en nuevos medios de cultivo y la adicién de pruebas bioquimicas
confirmatorias. En los afios 90 surgen otros métodos para el recuento selectivo de colonias
de E. coli, entre ellos, aquellos que contenian un sustrato fluorégeno para el ensayo de la p-
glucoronidasa y los basados en la glutamato descarboxilasa (Jay, J., 1994). En el 2002, el
Bacteriological Analytical Manual introduce un método mediante la incorporacion de 4-
methylumbelliferyl- beta- D- glucoronide (MUG) en Agar Rojo Neutro que permite la deteccion
de E. coli de entre otras colonias coliformes a través de la deteccion de la actividad beta-
glucoronidasa. E. coli produce la enzima beta-glucoronidasa la cual hidroliza el MUG
produciendo un compuesto fluorogénico detectable con luz UV a 366 nm. (Bacteriological
Analytical, 2002).
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Otros estudios muestran el aislamiento de Escherichia coli 0157:H7 mediante la utilizacién
de agar MacConkey sorbitol o agar Mac Conkey con suplemento de 4 metil umbeliferil 3 D
glucurénido (MUG) 0,2 ¢g/L, su posterior evaluacion bioquimica (pruebas TSI, urea,
oxidasa, catalasa, IMVIc, lisina descarboxilasa y APl 20E) y la confirmacion seroldgica por
aglutinacion en latex con antisueros monoclonales especificos para el antigeno 0157
(Reuben, A. y col., 2003).

La identificacion definitiva de Escherichia coli 0157:H7, mediante metodos
microbioldgicos se realiza principalmente por la utilizacién de antisueros especificos para
sus determinantes antigénicos. Este aspecto se ha evidenciado en multiples investigaciones
donde las muestras fueron analizadas usando técnicas bacteriol6gicas convencionales,
bioquimicas y seroldgicas, y posteriormente probadas con monovalentes somaticos 0157 y
H7, y pruebas de aglutinacion con latex para O157 (Narvéez, C.y col., 2009; Reuben, A. y
col., 2003; Villalobos, L. y col., 2000).

La aplicacion de los antisueros también se ha utilizado en técnicas como la separacion
inmunomagnética, donde con particulas sensibilizadas con anticuerpos anti-O157 se separan
las células bacterianas y se logra una muestra inmunoconcentrada, que posteriormente es
sembrada, probada bioguimicamente y serotipificada con antisueros especificos para 0157
y H7 (Otero, E., 2007).

En conclusion, existen numerosas técnicas microbioldgicas recomendadas para la deteccion
de Escherichia coli O157:H7, sin embargo, la mayoria convergen en el diagndstico
diferencial mediante la utilizacion de los antisueros especificos para detectar antigenos O y
H (Montiel, F. y col., 2000).

1.4.4.- Métodos Moleculares para de la Deteccion de E. coli.

Mullis en 1983 inici6 los métodos moleculares desarrollando una técnica denominada
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) correspondiente a un proceso de amplificacién
enzimatica in vitro del material genético de agentes infecciosos. En la actualidad, la PCR es
el método mas frecuente para amplificar acidos nucleicos basado en la repeticion de un
proceso de tres etapas: 1.- Desnaturalizacion del ADN de doble hebra (JADN) en ADN de
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hebra simple (SADN), 2.- Hibridacion de “primers” (pequefios fragmentos de ADN
complementarios a la secuencia de interés) y 3.- Extension enzimatica de los primers
(Montiel, F. y col., 2000).

Una vez que los primers se han unido con el ADN desnaturalizado, los segmentos de hebra
simple actian como moldes para la reaccion de extension. Los nucleétidos (A, T, Cy G)
presentes en la reaccion, se unen enzimaticamente para formar secuencias de ADN copia.
Este procedimiento se repite por varios ciclos, en el segundo ciclo tanto el ADN original
como el ADN copia pasan a ser moldes para las proximas reacciones. Por tanto, cada ciclo
de PCR aumenta al doble la cantidad de ADN especifico, estando una amplificacion tipica
constituida por 30 a 40 ciclos y originando un aumento aproximado de 10° veces del ADN
molde presente en una muestra clinica (Montiel, F. y col., 2000). En la figura 4 se observa la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El desarrollo de procesos automatizados ha facilitado la introduccion de la técnica de PCR al
diagnostico de laboratorio con un aumento creciente de sus aplicaciones, originando asi, el
desarrollo de numerosos ensayos sensibles y especificos para la deteccion de patdgenos de
importancia microbioldgica. EI mecanismo por el cual la reaccion de polimerasa en cadena
genera un aumento exponencial de ADN molde es teéricamente un concepto simple. Sin
embargo, requiere la optimizacion de multiples pardmetros quimicos como la concentracién
de reactivos inorganicos, de enzimas, de primers y del molde de ADN, o la optimizacién de
pardmetros fisicos como la temperatura, el nimero de ciclos, la transferencia de calor entre
el termociclador y en el tubo de reaccion. Cada una de estas variables debe ser
correctamente manejada con el fin de obtener un ensayo diagnostico eficiente, sensible y

especifico (Montiel, F. y col., 2000).
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Figura 4. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Fuente: http://scienceblogs.com

Hoy en dia, los métodos moleculares han sido ampliamente utilizados en la deteccion de
Escherichia coli O157:H7, se han realizado ensayos de PCR Mudltiplex independientes,
basados en la deteccidn de los genes que definen el serotipo O157:H7 (rfbE y fliC) y en la
deteccidn de los genes que codifican los factores de patogenicidad mas importantes en E.
coli O157:H7 (stx1, stx2 y eaeA) (Trevifio, R., 2009).
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De igual forma, estas técnicas han sido utilizadas para la identificacion de cepas productoras
de toxinas Shiga. Diversos estudios utilizan PCR de tamizaje para determinar si cada colonia
es 0 no productora de citotoxinas (Stxs), utilizando tamizaje para el gen stx y PCR multiple
para los genes stx1 y stx2 (Varela, G. y col., 2008; Carrefio, M., 2002). En contraste, otras
investigaciones caracterizan las cepas genotipicamente para la deteccion de los genes de
virulencia stx1, stx2, eaeA y EHEC-hlyA, por PCR e hibridacién con sondas genéticas
(Roldan, M. y col., 2007; Marzocca, M. y col., 2006; Gomez, D y col., 2005).

1.5.- Biosensores.

La busqueda de programas de calidad y seguridad alimentaria que recojan la necesidad de
implementar sistemas de control encaminados a mejorar los sistemas de trazabilidad, es uno
de los objetivos mas importantes de las empresas agroalimentarias, colocando como
prioridad, el desarrollo de métodos de deteccion, andlisis y diagndstico que sean rapidos, de
alta sensibilidad y bajo costo que permitan rastreos automatizados para un amplio espectro

de agentes que amenazan la inocuidad de los alimentos (Matheus, P., 2003).

En relacion a este aspecto, la tecnologia de los biosensores ha experimentado un notable
avance en los ultimos afios, especificamente en las areas de la  biomedicina,
medioambiental, y agroalimentaria, debido a que representa una importante herramienta de
analisis para la deteccién de microorganismos y otros analitos que afectan la inocuidad de
los alimentos (Matheus, P., 2003).

Los biosensores se definen como dispositivos analiticos en los que se integra un elemento
biolégico (acido nucleico, enzima, anticuerpo, receptor, tejido, célula) o biomimétrico
(PIMs, aptameros, PNAS), capaz de reconocer un analito e interaccionar especificamente
con él. Adicionalmente, se integra un elemento transductor, capaz de interpretar la reaccién
de reconocimiento biolégico que produce el receptor (interaccion analito-sensor) y
transformarla en una sefial fisicoquimica, procesable, cuantificable y almacenable (Wang,
L., 2008).
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El primer biosensor fue un analizador de glucosa desarrollado por Clark y Lyons en 1962, el
cudl se denomind “enzyme electrode”, pero fue en 1977 cuando se desarrolld el primer
dispositivo utilizando microorganismos vivos inmovilizados en la superficie de un electrodo
sensible a amonio, utilizado para la deteccion el aminoacido arginina. Este dispositivo fue
denominado sensor bio-selectivo. No obstante, se le denomind posteriormente “biosensor”,
término utilizado para designar la unién entre un material biologico y un transductor fisico.
A partir de ese momento se ha incrementado el disefio y las aplicaciones de los biosensores
en distintos campos, principalmente en el campo del diagnostico clinico (con un gran éxito
en los biosensores para glucosa) y mas recientemente en los campos medioambiental,

agroalimentario, quimico, farmacéutico y militar (Matheus, P., 2003).

El principio de deteccién de un biosensor se basa en la interaccion especifica entre el
compuesto 0 microorganismo de interés y el elemento de reconocimiento. Como resultado
de esta unién se produce la variacion de una o varias propiedades fisicoquimicas (pH,
transferencia de electrones, calor, cambio de potencial o de masa, variacion de las
propiedades oOpticas, etc) que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta del
elemento de reconocimiento en una sefial eléctrica indicativa de la presencia del analito, la

cual es proporcional a la concentracion de éste en la muestra (Valeria, J. y col., 2002).

Particularmente, en el campo agroalimentario, los biosensores se han utilizado en el anélisis
de la composicion de los alimentos, en la seguridad alimentaria (deteccion de compuestos
contaminantes, alérgenos, antinutrientes, toxinas y microorganismos patégenos) y en el
control de procesos en linea de las industrias agroalimentarias (Gonzalez y col., 2005). En
la tabla 2 se presentan las principales areas de aplicacién de los biosensores dentro del

campo agroalimentario.
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Tabla 2. Principales &reas de aplicacion de los biosensores dentro del campo

agroalimentario.

Seguridad Alimentaria Calidad Alimentaria
1. Compuesto xenobidticos 1. Composicion del alimento

e Aditivos

e Farmacos * Azlicares

e Plaguicidas y fertilizantes * Aminodcidos

e Contaminantes (dioxinas, * Alcoholes
metales pesados) e Acidos organicos

e Colesterol

2. Biotoxinas 5 Vida util

e Toxinas bacterianas

e Micotoxinas e Polifenoles y  &cidos  grasos

. . (enranciamiento)
e Toxinas marinas
e Az(Ocares 'y é&cidos  orgénicos

(madurez)

e Aminas biégenas (indice de frescura)

3. Microorganismos patogenos 3. Compuestos aromaticos
e Virus
e Bacterias * Aliina (ajo y cebolla).

e Protozoos

Fuente: Gonzélez y col., 2005.

1.5.1.- Caracteristicas de los Biosensores.

Las técnicas de andlisis de laboratorio mas habituales, ya sea de sustancias quimicas o
bioldgicas, suelen ser laboriosas, consumen mucho tiempo y en la mayoria de las ocasiones
requieren personal especializado para su manejo. En este particular, los biosensores aportan
una alternativa frente a los métodos clasicos, debido a que proporcionan una respuesta
rapida y en tiempo real, factores esenciales en la industria agroalimentaria, la cual necesita
controlar de manera confiable su materia prima y productos. Frente a las técnicas

convencionales, los biosensores ofrecen la posibilidad de obtener medidas directas,
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continuas, de forma répida, con alta sensibilidad, selectividad y especificidad (Wang, L.,
2008; Zacco, E., 2006).

Adicionalmente, estos dispositivos proporcionan la capacidad de realizar multi-analisis, en
muchos casos sin necesidad del pre-tratamiento de la muestra o la separacion del
componente de interés. De igual forma, estos dispositivos ofrecen ventajas de portabilidad y
pequefio tamafio, lo que significa que la cantidad de muestra para realizar un analisis es
relativamente baja, factor importante si se trata de analisis de sangre, ADN o si la muestra es

costosa o dificil de conseguir (Wang, L., 2008).

Asimismo, los biosensores deben tener un tiempo de vida largo que no obligue al empleo del
dispositivo s6lo en un corto periodo de tiempo ni a sustituciones frecuentes del mismo,
principalmente si esta integrado en la linea de producciéon de una industria. Este aspecto
depende principalmente de la estabilidad quimica, fisica y mecéanica del elemento de
reconocimiento, el cual condicionara la duracion del biosensor, lo que representa una gran
dificultad debido a que los componentes biologicos por su naturaleza cuentan con una vida
media limitada. Sin embargo, las moléculas biomiméticas, utilizadas en la nueva tecnologia

de biosensores no presentan este inconveniente (Matheus, P., 2003).

En el desarrollo de nuevos sistemas de deteccién, un aspecto a considerar es el tiempo de
analisis, muy importante en la industria farmacéutica y alimenticia, donde es crucial el
retirar materias primas o productos contaminados y/o deteriorados, interviniendo asi un
proceso industrial con el fin de corregir algun parametro antes del uso o venta del producto.
En relacion a este hecho, muchos biosensores consumen pocos minutos en cuantificar el
compuesto de interés y no precisan un periodo de espera largo hasta el siguiente analisis, lo
gue permite tomar las medidas oportunas y necesarias para garantizar la calidad e inocuidad
de un determinado producto (Wang, L., 2008; Matheus, P., 2003).

En la actualidad, existe una amplia variedad de biosensores y no todos poseen cada una de
las caracteristicas antes mencionadas. No obstante, la combinacién de varias de ellas podria
situar a estos dispositivos en una posicion ventajosa frente a las técnicas de analisis

convencionales (cromatografia, espectrometria, cultivo microbioldgico, etc), permitiendo su
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aplicacion en tiempo real en la monitorizacion de procesos industriales (Wang, L., 2008;

Matheus, P., 2003).

1.5.2.- Clasificacion de los Biosensores.

Los biosensores pueden clasificarse en funcién del tipo de interaccidn que se establece entre

el elemento de reconocimiento y el analito, el método utilizado para detectar dicha

interaccion, la naturaleza del elemento de reconocimiento, o del sistema de transduccion.

Existen multiples elementos de reconocimiento y sistemas de transduccion, sin embargo, la

eleccion del material bioldgico/biomimético (elemento de reconocimiento) depende de las

caracteristicas del compuesto o microorganismo a analizar. De igual forma, la escogencia

del sistema transductor esta condicionada por el tipo de elemento de reconocimiento elegido

y el analito, debido a que estos determinaran cual sera la variacion en las propiedades fisico-

quimicas que ocurra como consecuencia de su interaccion (Matheus, P., 2003). En la tabla 3

se presentan los criterios de clasificacion de los biosensores.

Tabla 3. Criterios de Clasificacion de los Biosensores.

Tipo de interaccién

Deteccion de

la

Elemento de

Sistema de

interaccion reconocimiento transduccion
e Biocatalitica e Directa e Enzima e Electroquimico
e Bioafinidad e Indirecta. *  Organulo, e Optico

tejido o célula

e Anticuerpo

e Acidos
nucleicos

e PIM,
aptamero

PNA,

e Piezoeléctrico
e  Termométrico

e Nanomecanico

Fuente: Gonzalez y col., 2005.
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1.5.2.1.- Tipo de Interaccion.
1.5.2.1.1.-Interaccion con Sensores Biocataliticos.

Los sensores biocataliticos son los biosensores mejor conocidos y los més aplicados. Se
basan en la utilizacion de biocatalizadores, que son elementos que favorecen que ocurra una
reaccion quimica en la cual a partir de uno o varios sustratos se forman uno o varios
productos, sin consumo del biocatalizador, que se regenera y puede ser utilizado de nuevo.
Estos biocatalizadores pueden ser sistemas que contienen enzimas o0 sistemas
multienzimaticos aislados, organulos celulares, células completas, tejidos animales o
vegetales en los que estos sistemas se encuentran en su medio natural. Este tipo de
dispositivos pueden utilizarse para detectar la presencia de alguno de los sustratos que
participan en la reaccion, mediante la deteccion de la desaparicion de algun co-sustrato
conocido, distinto de aquel que se quiere detectar o bien por la aparicién de alguin producto
conocido (Wang, L., 2008; Gonzélez, V. y col., 2005; Matheus, P., 2003).

1.5.2.1.2.- Interaccion con Sensores de Bioafinidad.

Estos dispositivos se basan en la interaccion del analito de interés con el elemento de
reconocimiento, sin transformacion catalitica. Esta interaccion origina un complejo analito-
receptor sin originar el consumo de sustratos ni generacion de productos, por lo cual suele
utilizarse un marcaje del receptor o bien de un elemento que compita con el analito por la

unién al receptor (Gonzalez, V. y col., 2005; Matheus, P., 2003).

Los sensores de bioafinidad son considerados muy utiles en la deteccion de material
genético de microorganismos patdgenos o de cualquier tipo de sustancias que puedan causar
una respuesta inmune, permitiendo el uso de técnicas inmunoldgicas en la fabricacion de los
denominados inmunosensores. Entre los distintos tipos de receptores de bioafinidad se
pueden encontrar anticuerpos, lectinas, receptores, ceélulas completas, acidos nucleicos,
polimeros de impresion molecular (PIMs), aptameros y &cidos nucleicos peptidicos (PNAS)
(Gonzalez, V. y col., 2005; Matheus, P., 2003).
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1.5.2.2.- Deteccidn de la Interaccién.

En algunos sensores de bioafinidad se utiliza un sistema de deteccion indirecta, donde una
enzima acoplada origina una reaccion biocatalitica complementaria que es la que se detecta
por el sistema de transduccion. El inconveniente principal de este tipo de sistema es que se
requieren pasos posteriores de lavado y separacion del exceso de moléculas marcadas y la
adicion de sustratos para que ocurra la reaccion que cataliza la enzima que se usa como
marcaje. También es posible el uso de un sistema de deteccion directa, que permita medir la
interaccion entre el receptor y el analito basandose en los cambios que se producen en la
masa de la superficie, en las propiedades de la luz, etc. (Wang, L., 2008; Gonzélez, V. y col.,
2005; Matheus, P., 2003)

1.5.2.3.-Elemento de reconocimiento.
1.5.2.3.1.-Enzimas.

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos. En una
reaccion enzimatica se produce una union del sustrato en una region concreta de la enzima
denominada centro activo, que comprende un sitio de union y un sitio catalitico. Una vez
formados los productos, la enzima se recupera pudiendo comenzar un nuevo ciclo de
reaccion. La estabilidad de las enzimas es un factor limitante para el tiempo de vida de un
biosensor de tipo enzimético y se utilizan distintas técnicas para aumentarla, como

estabilizacion quimica y/o inmovilizacién (Gonzalez y col., 2005).
1.5.2.3.2.- Orgéanulo, Tejido o Célula completa.

Algunos orgénulos celulares son utilizados en el desarrollo de biosensores, debido a que
contienen determinados sistemas enzimaticos completos, tal es el caso de los cloroplastos,
membranas tilacoides o mitocondrias. De igual forma, existen determinados tejidos
vegetales que debido a su funcion fisioldgica en el organismo son una fuente de
determinadas enzimas o sistemas enzimaticos que pueden ser utilizados en la deteccion de

diversos analitos (Gonzélez y col., 2005).
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En algunos casos, se utiliza como elemento bioldgico de reconocimiento una célula
completa, que posee multiples sistemas multienzimaticos en su medio natural. Pueden ser
células bacterianas, fungicas, protozoos o células procedentes de organismos superiores que
pueden ser viables o no viables. De igual forma, se pueden utilizar células modificadas
genéticamente que expresen enzimas determinadas que no se expresen normalmente o que

posean una actividad catalitica mayor (Gonzélez y col., 2005).
1.5.2.3.3.- Anticuerpos.

Un anticuerpo es una proteina que se une de manera selectiva a una molécula
complementaria denominada antigeno (analito). La mayor parte de los biosensores de
bioafinidad se basan en reacciones de union de antigenos a anticuerpos especificos. Existen
anticuerpos policlonales y monoclonales. Los policlonales son poblaciones diversas y
complejas de anticuerpos que reconocen diferentes regiones del antigeno, mientras que los
anticuerpos monoclonales son moléculas idénticas que poseen la misma especificidad. Los
anticuerpos policlonales poseen mayor sensibilidad y menor especificidad que los
monoclonales, de modo que en funcion de qué caracteristica se quiera potenciar se elegiran
unos u otros. En resumen, la especificidad y afinidad de la interaccion antigeno-anticuerpo
determinan la selectividad y la sensibilidad del inmunosensor asi como la posibilidad de

regeneracion (Gonzalez y col., 2005).
1.5.2.3.4.- Acidos nucleicos

Los biosensores para el analisis de ADN se basan en el proceso de hibridacién, que es la
union de una cadena de ADN con su cadena complementaria. Estos dispositivos, también
conocidos como “gene chips” se usan para el reconocimiento y cuantificacion de ADNs
diana en muestras de interés. La hibridacion puede hacerse en disolucion o en soportes
solidos y una vez que se ha realizado se utilizan marcajes especificos que se unen a las
secuencia hibridadas, como marcajes fluorescentes o enzimaticos. Este tipo de elementos de
reconocimiento pueden utilizarse para la deteccion de organismos modificados

genéticamente y microorganismos patdégenos (Gonzalez y col., 2005).
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1.5.2.3.5.- PIM, PNA, Aptadmero

Los polimeros de impresién molecular o PIM son matrices sintetizadas artificialmente que
presentan la capacidad de reconocer e interaccionar de forma especifica con determinados
compuestos. Los PIM son materiales biomiméticos que reproducen de un modo méas béasico
el mecanismo de reconocimiento de los sistemas biologicos (hormona-receptor, enzima-

sustrato, antigeno-anticuerpo) (Gonzélez y col., 2005).

Los &cidos nucleicos peptidicos o PNA (por sus siglas en inglés) son otro tipo de moléculas
sintéticas o biomiméticas semejantes al ADN-ARN. Estan conformados por un esqueleto de
monomeros (N-2-aminoetilglicina) unidos por enlaces peptidicos con bases nitrogenadas
paricas y pirimidinicas. Diferenciandose de los &cidos nucleicos, los PNA no contienen
pentosas ni grupos fosfato, factor que representa la principal ventaja de estas moléculas
frente a sus andlogos naturales debido a su gran afinidad para establecer enlaces con cadenas
de ADN vy a la falta de repulsion electrostatica entre ellas que hace que dichos enlaces sean
mas fuertes que los existentes entre dos hebras de ADN. Este elemento de reconocimiento se
ha utilizado en la deteccion de microorganismos patogenos junto a transductores épticos de
tipo SPR (Gonzélez y col., 2005).

Por ultimo, los aptdmeros son secuencias de oligonucleéticos (ADN o ARN) de cadena
sencilla sintetizada artificialmente, capaz de reconocer diversas moléculas diana con una
afinidad y especificidad elevadas. Estas moléculas biomiméticas se asemejan a los
anticuerpos, debido a que se pliegan en el espacio y adquieren una conformacién con

determinadas regiones a las que puede unirse el analito (Gonzélez y col., 2005).
1.5.2.4.-Sistema de Transduccion

El sistema de transduccion o transductor es el elemento que convierte las variaciones de las
propiedades fisicas o quimicas, que se producen por la interaccion entre el elemento de
reconocimiento y el analito, en una sefial que puede ser amplificada, almacenada y
registrada. En lineas generales los biosensores que han sido disefiados para detectar
microorganismos patogenos en alimentos, estan combinados con transductores

electroquimicos, opticos, piezoeléctricos, termometricos y nanomecanicos. Sin embargo, la
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eleccion del sistema transductor depende de la naturaleza de la interaccion entre el elemento

de reconocimiento y la especie de interés (Gonzalez y col., 2005).

En relacion a los biosensores, uno de los transductores mas utilizados son los
electroquimicos. Estos dispositivos transforman la sefial que se produce por la interaccion
entre el sistema de reconocimiento y el analito en una sefial eléctrica, que brinda
informacién analitica cuantitativa o semicuantitativa especifica. Existen cuatro tipos de
técnicas  electroquimicas:  conductimétricas, potenciométricas, amperométricas e
impedimétricas, estas se diferencian en funcion de la deteccion de cambios en la
conductividad, en el potencial, en una corriente generada o en la impedancia,

respectivamente (Gonzélez y col., 2005).

Entre las técnicas electroquimicas amperométricas se destacan las voltamétricas. Estas
técnicas consisten en la aplicacion de un potencial eléctrico a un electrodo, denominado
electrodo de trabajo, el cual se encuentra sumergido en una disolucion que contiene una
especie electroactiva (analito). La intensidad eléctrica que circula por este electrodo es
medida en funcion del potencial aplicado y de la concentracion de la especie electroactiva
presente. La respuesta en corriente depende del proceso electroquimico, de las condiciones
hidrodinamicas y del potencial aplicado (Vasgquez, M., 2007; Pavoni, S. y col., 2006;
Gonzélez y col., 2005). Existen diferentes técnicas voltamétricas que se diferencian
basicamente en funcion del potencial que se le aplica al electrodo de trabajo, entre éstas se

pueden mencionar:

X/
o

Voltametria de Barrido lineal

X/
o

Voltametria ciclica

X/
L X4

Voltametria de pulso normal

X/
L X4

Voltametria de pulso diferencial

>

« Voltametria de onda cuadrada

L)

En esta investigacion se utilizaron la voltametria ciclica y la voltametria de pulso diferencial,
por lo tanto se dard una breve informacion sobre ambas técnicas. La voltametria ciclica se
puede definir como una técnica electroquimica caracterizada por la aplicacion de un barrido

de potencial repetitivo al electrodo de trabajo, tanto en el sentido directo como en el inverso,
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es decir realizando lo que se denomina barrido de potencial en forma de diente de sierra.
Este barrido de potencial se inicia en un valor inicial (E;) hasta un valor final o de corte (E,),
y al llegar a éste, el sentido del barrido se invierte (Vasquez, M., 2007; Pavoni, S. y col.,
2006). En las figuras 5 y 6 se muestran la funcion de diente de sierra potencial-tiempo y la

respuesta de la voltametria ciclica, respectivamente.

[ (eg)

Figura 5. Funcion en forma de diente de sierra potencial-tiempo

Fuente: Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935.

El potencial aplicado al electrodo de trabajo varia entre dos valores, cuyo rango se denomina
ventana de potencial, dicho proceso puede repetirse por varios ciclos, por lo cual se
denomina a esta técnica voltametria ciclica. Estos ciclos se realizan a una determinada
velocidad de barrido, establecida de igual forma que la ventana de potencial, de acuerdo al

sistema electroquimico en estudio (Méarquez, O., 2012).

En los ciclos, el barrido de potencial puede ser iniciado en cualquier sentido (anodico o
catddico). Considerando que el barrido se inicia en el sentido anddico (reaccion de
oxidacion), al alcanzar el valor adecuado de potencial para que comience la reaccion de
oxidacion (potencial de pico anddico (Epa)), la corriente aumenta notablemente hasta

alcanzar un valor méximo (corriente de pico anddico (Ipa)). Posteriormente, la especie que
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reacciona es consumida en la superficie del electrodo lo que ocasiona una caida en la
corriente de oxidacion a medida que se aumenta el potencial (Vasquez, M., 2007; Pavoni, S.
y col., 2006).

De igual forma, una vez que se alcanza el valor de potencial anddico y posteriormente el
potencial final (Ef), el barrido de potencial es invertido y se obtiene una disminucion de
corriente catodica (corriente de pico catédico (Ipc)) (reaccidén de reduccion) a un valor
determinado de potencial denominado potencial de pico catédico (Epc). Este ciclo finaliza a
un valor de potencial que coincide con el potencial inicial (E;). Las corrientes obtenidas en
los puntos maximos, llamadas corriente de pico anddico (Ipa) y corriente de pico catodico
(Ipc), son dos valores importantes para el andlisis del proceso de 6xido reduccion de la

especie (Vasquez, M., 2007).

No obstante, en la voltametria ciclica no siempre se generan picos sino que puede
evidenciarse ondas. En este particular, el potencial de media onda (Ep;) es un parametro
importante correspondiente a un valor de potencial, al cual la corriente es igual a la mitad de
la corriente de pico (Ip/2 = ¥ Ip). Puede ser determinado un potencial de media onda tanto
anodico como catddico. Este parametro nos permite definir la forma de un pico voltametrico
mediante la diferencia entre el potencial de pico (Ep) y el potencial de media onda (Ep/2),
ayudando a determinar la reversibilidad o irreversibilidad de un proceso electroguimico.
(Mérquez, O., 2012; Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935). En la

figura 6 se muestra la respuesta de un voltamograma ciclico.
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Figura 6. Respuesta de la VVoltametria Ciclica.
Fuente: Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935.

Entre las ventajas que ofrece la voltametria ciclica se encuentran la posibilidad de
caracterizar el sistema electroquimico, estimar el potencial redox de dicho sistema,
proporcionar informacién acerca de la velocidad de transferencia electronica entre el
electrodo y el analito, estudiar la estabilidad del analito en sus diferentes estados de
oxidacion y resaltar las caracteristicas del electrodo de trabajo (Matheus, P., 2009;
Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935).

La Voltametria de Pulso Diferencial es una técnica basada en aplicar al electrodo de trabajo
una sefial de excitacion que consiste en un tren de pulsos de forma escalonada en el que el
potencial inicial que se aplica varia gradualmente con el tiempo. Inicialmente, se aplica un
potencial base de tal magnitud que no ocurra reaccion faradaica. A partir de este valor inicial
se incrementa la amplitud del pulso en valores iguales de AE. El potencial de base o inicial
aumenta gradualmente en intervalos entre 10 y 100 mV, ajustando la duracion de cada pulso
entre 5 y 100 ms., con intervalos entre pulsos de 2 a 4 segundos. Como consecuencia se
superponen pequefios pulsos de potencial a la rampa lineal de potencial (Figura 7).

Posteriormente, la corriente que se registra es producto de la sustraccion de la segunda
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corriente menos la primera, graficando esta diferencia en funcién del potencial aplicado
(Figura 8) (Menolasina, S., 2004).

El uso de pulsos escalonados minimiza los efectos de la corriente de carga capacitiva y
mejora la relacion sefial-ruido, mejorando a su vez el limite de deteccion. Cuando ambos
potenciales (los potenciales antes y después del pulso), estan lejos del potencial formal del
analito en solucidn, la corriente faradica sera la misma. Sin embargo, cuando al menos uno
de esos potenciales se encuentra en la porcion de crecimiento de la corriente de onda
voltamperométrica, se medird una corriente faradaica significativa (Menolasina, S., 2004;
Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935).

oo 1T
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Figura 7. Sefial de excitacion en pulsos de potencial en funcion del tiempo.

Fuente: Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935.
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Hp

Figura 8. Respuesta electroquimica de la VVoltametria de Pulso Diferencial.

Fuente: Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I., 1935.

1.6.- Técnicas de Inmovilizacion.

Una etapa fundamental en la construccién de un biosensor es la inmovilizacion del elemento
de reconocimiento sobre una membrana o matriz, que a su vez se fija a la superficie del
transductor. En este aspecto, se ha disefiado una serie de técnicas de inmovilizacion fisicas y
quimicas con el fin de lograr la inmovilizacién apropiada del componente biol6gico
(elemento de reconocimiento) y a su vez la deteccidon adecuada del analito. Es por ello que la
técnica de inmovilizacion elegida debe ser especifica y controlada. La eleccion de uno u otro
procedimiento de inmovilizacion depende de la naturaleza del elemento bioldgico, el tipo de
transductor, las propiedades fisico-quimicas del analito y las condiciones de trabajo del
biosensor (Matheus, P., 2003). En la tabla 4 se presentan las técnicas de inmovilizacion mas

comunes utilizadas en la fabricacién de biosensores.
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Tabla 4. Técnicas de inmovilizacion mas comunes en la fabricacion de biosensores.

matriz.

compositas rigidas:
grafito-teflén o
grafito-resina epoxi.

reconocimiento.
Sin modificaciones
en Elemento de
reconocimiento.
Proximidad entre
elemento de
reconocimiento 'y
el transductor

Técnica de Descripcion Matriz Ventajas Inconvenientes

Inmovilizacion

Adsorcion Unién del | 4  Celulosa. o Sencilla. o Union débil.

(Fisica) elemento de | ,  Geldesilice. . Bajo costo. . Pérdida de
reconocimiento a | | Colageno. . Matriz regenerable. elemento de
la matriz mediante |~ Hidroxiapatita | , Sin modificaciones reconocimiento
!rllte_raccmnes . Acetato. en Elemento de por condiciones
10nicas, puentes Reconocimiento. extremas.
de hidrégeno, o Control estricto
fuerzas de Van del proceso.
der Waals.

Atrapamiento en | Retencion fisica o Geles: agar, o Sencilla. o Union débil.

Geles o Fibras | del Elemento de | nylon, almiddn, « Bajocosto. o Control estricto

(Fisica) reconocimiento en | poliacrilamida. « Se necesita poca de la
las cavidades | ,  Matrices cantidad de polimerizacion
interiores de la | electrddicas Elemento de de la matriz.

No regenerable.

Entrecruzamiento

Uniones

Reactivos:

Costo moderado.

Tratamiento con

(Quimica) irreversibles entre | ,  Glutaraldehido | ,  Estable en | sustancias quimicas
los elementos de | ,  Hexametilen- condiciones toxicas.
reconocimiento, di-isocianato. extremas. . No regenerable.
mediante o 2Adinitrobence | , Minima  pérdida
reactivos no. del Elemento de
funcionales. Reconocimiento.

Unién covalente | Uniones e Manipulacion o Alteracion  del

(Quimica) covalentes del sencilla. elemento de
elemento de o Estableen Reconocimeinto
reconocimiento condiciones (centro activo en
con grupos extremas. enzimas).
quimicos o Inadecuado para
activados elementos de
de la matriz o Reconocimiento
directamente del muy  sensibles
transductor. (pH,temperatura)

e Noregenerable.

o Tratamiento con
sustancias
toxicas.

o  Costo elevado.

Afinidad por | Inmoviliza o Avidina Orientacion de las

Reconocimiento biomoléculas . ProteinaAyG biomoléculas.

Especifico mediante afinidad

(Quimica)

Nota: En ciertos

procedimientos de inmovilizacion de enzimas ocurre un proceso de adsorcion

(Fisica) seguido por un entrecruzamiento (Quimica).

Fuente: Matheus, P., 2009.




Adicionalmente, un elemento muy importante en el desarrollo de un biosensor es la
integracion del elemento de reconocimiento al electrodo con el fin de conseguir una
comunicacion optima entre ambos componentes. Algunos métodos como atrapamiento en
hidrogeles generados in situ, adsorcién mediante interacciones hidréfobas o idnicas, etc., son
de dificil control, poco reproducibles y no aseguran una orientacion adecuada del elemento
de bioreconocimiento con respecto a la superficie del electrodo. Sin embargo, “un método
de inmovilizacion ideal deberia dar lugar a un recubrimiento controlado de biomoléculas
unidas especificamente, reversiblemente y en determinadas circunstancias orientadas a
voluntad” (Matheus, P., 2007; Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, I.,
1935).

La reversibilidad de la union del elemento de reconocimiento al transductor permite la
sustitucion de moléculas inactivas por otras nuevas activas; la especificidad, permite la
inmovilizacion selectiva de una molécula determinada entre las presentes en una mezcla
compleja evitando las purificaciones previas; y la inmovilizacion orientada, elimina los
impedimentos estéricos para la accesibilidad del analito, exponiendo el sitio de unién del
mismo (Matheus, P., 2007; Nicholson, R. y col., 1964; Randles, J., 1952; Kolthoff, 1., 1935).

1.6.1.-Monocapas Autoensambladas

Las monocapas autoensambladas son entramados moleculares formados espontaneamente
por inmersion de una superficie apropiada en una disolucién de una molécula anfifilica que

se quimisorbe sobre el sustrato (Matheus, P., 2003).

Los atomos de azufre coordinan fuertemente con el oro, debido a un proceso de
guimisorcién oxidativa en el que tiene lugar la adicion del enlace S-H a la superficie del oro,
lo cual origina la eliminacion reductiva de hidrégeno (Matheus, P., 2003), segun la siguiente

reaccion:

R-S-H + AU° > R-S"Au" +%H, Ecuacién 1.

Las monocapas autoensambladas de tioles (SAM) generadas por simple inmersion de oro

limpio en una disolucion de un tiol adecuado han sido utilizadas para la inmovilizacion de

53



elementos de reconocimiento bioldgicos. En este aspecto esta metodologia ilustra la
versatilidad de las monocapas autoensambladas funcionalizadas en unién a la ingenieria
genética de proteinas, como plataforma para el disefio de arquitecturas supramoleculares
funcionales. Ademas, investigaciones previas han demostrado que estas monocapas son muy
apropiadas para la realizacion de estudios electroquimicos, dada su buena estabilidad y
permeabilidad a iones y moléculas de disolvente. Por tanto, este tipo de estrategia de

inmovilizacion serd utilizada en este trabajo (Matheus, P., 2008; Grigorenko, V., 1999).
1.7.- Inmunosensores.

Los inmunosensores 0 biosensores inmunoldgicos son sensores quimicos con una especie
inmunoldgica como elemento de reconocimiento. Estos dispositivos son capaces de dar una
sefial analitica a partir de la formacion del complejo inmunoldgico (union antigeno-
anticuerpo), por tanto, la especificidad y afinidad de esta interaccion determinan la
selectividad y la sensibilidad del inmunosensor asi como la posibilidad de su regeneracién
(Zacco, E., 2006).

Los componentes del complejo inmunolégico, fundamento de los inmunosensores, son el
antigeno y el anticuerpo. Los antigenos son agentes externos (virus, bacterias, parasitos, etc.)
que generan la activacion del sistema inmunolégico y consecuentemente la formacion de
anticuerpos que inhiban o neutralicen la accion del antigeno en el organismo (Zacco, E.,
2006).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas, elementos de reconocimiento utilizados en
inmunosensores, son glicoproteinas cuyo peso molecular aproximado es de 150 kD. Existen
cinco tipos de inmunoglobulinas: IgA, IgE, IgM, IgD e IgG. Las inmunoglobulinas G y M
son las mas utilizadas en inmunoensayos. La estructura basica de los anticuerpos o
inmunoglobulinas consiste en cuatro cadenas polipeptidicas; dos cadenas ligeras y dos

cadenas pesadas, unidas entre si por puentes disulfuro (Zacco, E., 2006).

En esta estructura proteica se distinguen regiones variables denominadas Fracciones o
Fragmentos Variables (Fab). Estos fragmentos corresponden al extremo N-terminal de las
dos cadenas pesadas y de las dos cadenas ligeras. Estas regiones varian de acuerdo al tipo de
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inmunoglobulinas y estan caracterizadas por estar ubicadas hacia el extremo amino terminal

de la proteina donde se ubican los centros de unién al antigeno (Zacco, E., 2006).

De igual forma, existen regiones relativamente constantes en todas las inmunoglobulinas, las
cuales son denominadas Fracciones o Fragmentos constantes (Fc). Estas se caracterizan por
estar ubicadas en el extremo carboxilico de la proteina, ser especificas de cada especie y
estar constituidas por la region constante de las dos cadenas pesadas. De estas regiones
dependen ciertas funciones de las inmunoglobulinas como la fijacion al complemento, la
union a macrofagos o en el caso de los inmunosensores, el punto de inmovilizacion de este

elemento de reconocimiento (Zacco, E., 2006).

Entre las fracciones variables y constantes, se encuentra una region denominada Region
Bisagra, la cual tiene la propiedad de conferirle al anticuerpo cierta flexibilidad requerida
para la union con el antigeno (Zacco, E., 2006). En la figura 8 se muestra la estructura

general de un anticuerpo.

parte variahle

HHy* \ A HHy*
HHy* V HHy*
\\
\> \?\\,
N, ¢
% ™ | cadena
cco-| | ligera
parte invariable ;
. ! cadena
i pesada
CO0-Co0-

Figura 9. Estructura general de un anticuerpo.
Fuente: Zacco, E., 2006.

La capacidad de reconocimiento de un anticuerpo por su antigeno correspondiente se basa
en las conformaciones de la region variable, debido a que la zona de enlace de un anticuerpo
consta de residuos de aminoacidos que interaccionan con la zona complementaria del

antigeno. Esta caracteristica hace de los anticuerpos una biomolécula altamente especifica,
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capaz de diferenciar pequefias variaciones en la estructura de su antigeno complementario
(Zacco, E., 2006).

La afinidad, resultante de las fuerzas de atraccién y repulsién entre un anticuerpo y su
antigeno correspondiente, se debe a fuerzas no covalentes tales como puentes de hidrogeno,
interacciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas y fuerzas de Van der Waals, por
tanto, pequefios cambios en la estructura del antigeno puede alterar la afinidad de la union

antigeno-anticuerpo (Zacco, E., 2006).

En la actualidad, diversas investigaciones reportan la elaboracion de inmunosensores para la
deteccion de Escherichia coli, entre éstas, un biosensor de reconocimiento inmuno-
especifico con deteccion de masa ultra-sensible mediante el uso de una microbalanza de
cristal de cuarzo (QCM). El fundamento de este dispositivo es la union de la bacteria con
anticuerpos inmovilizados, lo que ocasiona una disminucion en la frecuencia de resonancia
del sensor, correlacionada con un aumento de la concentracion bacterial (Zhu, P., 2005;
Matheus, P., 2003).

Asi mismo, existen biosensores que utilizan técnicas inmunoldgicas tipo sandwich para la
captura y deteccion de Escherichia coli; mediante un dispositivo se colocan e inmovilizan
anticuerpos en una superficie de un capilar de vidrio, realizando la deteccion y
cuantificacion de la bacteria mediante la medicion de la fluorescencia emitida desde el
capilar. Otras investigaciones, reportan la fabricacion de un biosensor conformado por un
electrodo de oro funcionalizado con anticuerpos policlonales contra E. coli O157:H7. (Zhu,
P., 2005; Radke, S., y col. 2005).

De igual forma, algunos autores han utilizado las técnicas electroquimicas e inmunoldgicas
para la deteccion simultanea de patdgenos, tal es el caso, de un dispositivo disefiado para la
deteccion de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella typhimurium. Este dispositivo se basa
en la utilizacién de un semiconductor de quantum, anticuerpos anti-E. coli 0157, anti-
Salmonella y medicién de los niveles de fluorescencia. En este ensayo se diferencian las
mediciones de fluorescencia de ambas especies, por lo cual este método puede ser utilizado
como principio para la deteccion de multiples especies bacterianas de manera simultanea
(Yang, L.y col., 2006).
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En resumen, las ventajas que poseen los inmunosensores frente a las técnicas clésicas de
diagndstico y otros biosensores provienen de la proximidad del material bioldgico y el
transductor, lo cual permite obtener una mayor sensibilidad, generar una sefial medible en un
menor tiempo de reaccion, simplificar el proceso de analisis, intervenir en la posible
regeneracion del inmunosensor, en la posibilidad de su miniaturizacion y en su uso en

trabajos de campo (Zacco, E., 2006).

Es importante resaltar el auge de una nueva tecnologia en los biosensores, basada en
métodos moleculares utilizando ADN o ARN para la deteccion de microorganismos
patdgenos. Esto consiste en la utilizacién de un biochip electroquimico para la deteccion de
Escherichia coli en carne, cuyo principio es la hibridacion de ARN-ADN. De igual forma,
se han fabricado sensores compuestos por una doble o simple cadena de ADN unida a un
electrodo y a determinadas proteinas, con el fin de la deteccion de mdultiples patdgenos
incluyendo Escherichia coli. Existen también biosensores que permiten una deteccion
indirecta de los microorganismos, entre los que se incluye deteccion mediante marcaje con
fluorescencia, deteccion de metabolitos microbianos, etc. (Heidenreich, B. y col., 2010;
Ricci, F. y col., 2009; Matheus, P., 2003). En la tabla 5 se presentan diversos biosensores

desarrollados para la deteccion de patdgenos de origen bacteriano.
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Tabla 5. Biosensores para la deteccion de patdgenos de origen bacteriano (Velasco, M. y
col., 2003; Leonard, P., 2003; Patel, P., 2002; Hall, R., 2002; Ivnitski, D., y col. 1999).

Sistema
de transduccion

Elemento

de reconocimiento

Microorganismo
(Antigeno)

Electroquimico

Anticuerpos

S. typhimurium, E. coli 0157:H7
Campylobacter, S. aureus

Light-addresable
potentiometric sensor
(LAPS)

Anticuerpos

S. typhimurium, E. coli 0157:H7
B. subtilis, Y. Pestis, Neisseria meningitidis,
Brucella melitensis

Impedimétrico

Salmonella, Proteus vulgaris

Piezoeléctrico (QCM)

Anticuerpos,
receptores
Proteina A

Vibrio cholerae, S. enteritidis,

S. typhimurium, Listeria monocytogenes,
Candida albicans, Campylobacter, E. coli,
Shigella dysenteriae, Yersinia pestis,
Proteus, Serratia, Klebsiella

Piezoeléctrico (SAW)

Anticuerpos

E. coli, Legionella, Salmonella

Nanoelectromecanico

Anticuerpos

E. coli 0157:H7

SPR

Anticuerpos

E. coli 0157:H7, Salmonella enteritidis,
Listeria monocytogenes, B. subtilis

Resonancia de espejos

Anticuerpos

S. Aureus

Bioluminiscencia

[Mycobacterium avium, M. paratuberculosis,
Salmonella, Listeria

FIA Anticuerpos S. typhimuriu, Yersinia, V cholerae, E. coli
Interferometria Optica Anticuerpos Salmonella typhimurium
Fibra optica Anticuerpos E. coli 0157:H7, S. aureus

QCM : Microbalanza de Cristal de Quarzo; SAW: Onda Acustica de Superficie; SPR: Resonancia de Plasmon

Superficial; FIA: Inmunoensayo de Fluorescencia.
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Por ultimo, se debe tener en cuenta que los biosensores no suponen una tecnologia de
sustitucion de las técnicas analiticas convencionales, sino que representan alternativas
interesantes para demandas concretas. Frente al cardcter general de tecnologias
convencionales, los biosensores son especificamente disefiados para la deteccion y/o
cuantificacion de uno o pocos analitos, como respuesta a problemas concretos, combinando
asi las diferentes tecnologias implicadas en los elementos de reconocimiento, los sistemas de

inmovilizacion y los sistemas de transduccion de sefial (Matheus, P., 2003).
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Il.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Escherichia coli ha sido asociada a grandes brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos. En los Ultimos afios, se presentd uno de los brotes mas importantes a nivel
mundial y el mas grande en Europa, continente donde se infectaron mas de 270 personas con
este patogeno, originando diez fallecimientos a causa del Sindrome Hemolitico Urémico
(SHU). En este brote, el pais mas afectado fue Alemania, sin embargo, se presentaron casos
aislados en Suecia, Dinamarca, Holanda y Gran Bretafia. La Escherichia coli O157:H7
representa el serotipo prevalente en muchas partes del mundo y uno de los mas estudiados
en alimentos. Se ha comprobado la presencia de este patdgeno en diversos productos como
leche cruda, crema de leche, quesos elaborados con leche cruda, carnes y aguas de consumo
humano siendo asociado a diversas patologias desde diarreas esporadicas, colitis
hemorragica, parpura trombocitopénica trombotica y sindrome urémico hemolitico (Centro
Europeo de Prevencion y Control de las Enfermedades., 2011; Reuben, A. y col., 2003; Jay,
J., 1994).

Existen politicas de deteccidn, control y prevencion de brotes ocasionados por diferentes
serotipos de Escherichia coli, las cuales se basan en estrategias de vigilancia
epidemioldgica, politicas destinadas al control de la industria de la carne y lacteos
principalmente, e implementacién de estrategias de prevencion que apuntan a la educacion
de la poblacion. De igual forma, como estrategia epidemioldgica es de gran importancia la
determinacion de estas bacterias en diversos alimentos, mediante la implementacion de
técnicas rapidas, sensibles y especificas (Reuben, A. y col., 2003). Por consiguiente, en
nuestro trabajo nos planteamos el disefio y la construccion de un inmunosensor
electroquimico para la deteccion de Escherichia coli y su aplicacién en muestras de aguas de

uso humanao.
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I11.- OBJETIVOS
3.1.-Objetivo General.

Disefiar, Construir y Caracterizar un inmunosensor electroquimico para la deteccion de

Escherichia coli en muestras de aguas de uso humano.
3.2.-Objetivos Especificos.

1. Examinar la afinidad de las biomoléculas (antigeno y anticuerpo) sobre superficies
de electrodos de oro limpias y modificadas con tiourea.

2. Optimizar y caracterizar las monocapas autoensambladas de tioles como mecanismo
de inmovilizacion de anticuerpos.

3. Optimizar los diferentes pardmetros fisicos y quimicos para la utilizacion de métodos
electroquimicos en la deteccidn de Escherichia coli.

4. Detectar la presencia de Escherichia coli en muestras de aguas (de rio y potable).
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IV.- MATERIALES Y METODOS.
4.1.-Microorganismo y Medio de cultivo.

Se utilizaron cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y medio de cultivo nutritivo. Se
sembraron las muestras certificadas por triplicado en el medio de cultivo y se incubaron por
24 horas, para su posterior utilizacion. Las muestras fueron preparadas en el Laboratorio de
Medios de Cultivo de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes.

4.2.-Disefio y Preparacion del Inmunosensor para la Deteccion de Escherichia coli.

En la actualidad, son requeridas técnicas sensibles, rapidas y econémicas cuyo resultado sea
utilizado como alarma para la deteccion de algunos microorganismos. La deteccién
inmunoldgica de bacterias, virus, parasitos y toxinas ha demostrado ser mas sensible,
especifica y reproducible, debido en gran parte a la produccién de anticuerpos especificos de
manera rapida y econdmica. En este aspecto, el desarrollo de biosensores, especificamente
inmunosensores, ha favorecido la deteccion de diversos microorganismos en el area

alimentaria, bioanalitica y medioambiental (Zacco, E., 2006).

Por consiguiente, el disefio de inmunosensores se ha basado en una serie de pasos que

permitan la deteccion del microorganismo de interés; estos pasos implican:

e Laseleccion y preparacion del transductor.
e Seleccidn del Biorreceptor Inmunologico (anticuerpo).
e Inmovilizacion del Biorreceptor inmunolégico en la superficie del transductor.

e Transduccion del evento de Bioreconomiento (union antigeno-anticuerpo).
4.2.1.-Seleccién y Preparacion del Transductor.

Como principales criterios de seleccion del transductor electroquimico se consideran
aspectos fundamentales como el comportamiento electroquimico del material y su capacidad
para inmovilizar el biorreceptor (anticuerpo) preservando su estructura y su funcién
bioldgica (Zacco, E., 2006).
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Para esta investigacion seleccionamos como material transductor un electrodo de hilo de oro
con 99,99% de pureza, 0,50 mm de diametro y 15 mm de longitud. Este tipo de material ha
sido utilizado ampliamente para inmovilizar inmunocomplejos debido a su gran capacidad
de adsorber moléculas que contengan compuestos con azufre, nitrégeno y oxigeno.
Adicionalmente, se ha seleccionado como electrodo auxiliar o contraelectrodo un hilo de
platino con 99,99% de pureza y un electrodo de referencia Ag/AgCl en solucion saturada de
KCI 3M (Matheus, P., 2007; Sanchez, J., 2007; Jung, B. y col., 2005; Zhu, P., 2005).

4.2.1.1.- Preparacion de los Electrodos de oro.

Para la preparacion de las superficies de oro, se realizd una limpieza con diferentes lijas
(desde la gris (15 micras y grano 600), azul ( 9 micras y 1200 grano) hasta la rosa ( 3 micras
y 4000 grano)), se pulié con gamma-alumina 3 (0,05 micrén) sobre una almohadilla de
pulido de metal y seguidamente se lavd con agua de 18 MQ. Por ultimo, se realizd una
limpieza en bafio ultrasénico durante 20 m. en medio etanol-H,0 (2:1) y se dejo secar al aire
(Sanchez, J., 2007). En la figura 9 se muestra el esquema de preparacion de la superficie de

oro.

/ Limpieza de los electrodos con lijas
desde la gris (15 micras y grano 600),

azul (9 micrasy 1200 grano) hasta la
rosa ( 3 micras y 4000 grano)

Pulir con gamma-aldmina 3
(0,05 micrén)

Lavar con agua de 18 MQ

Limpieza con Bafio Ultrasénico

Preparacion de la Superficie
de oro

durante 20 minutos en medio etanol-

\_ H,0 (2:1)

Figura 10. Esquema de Preparacion de la Superficie de Oro.
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4.2.2.-Seleccion del Biorreceptor Inmunolégico.

El principio de deteccion de un biosensor se basa en la interaccion especifica entre el
compuesto o microorganismo de interes y el elemento de reconocimiento. En la practica, la
eleccion del material bioldgico o biomimético depende de las caracteristicas del compuesto a
analizar (Gonzaélez y col., 2005).

En este trabajo se planted la deteccion de Escherichia coli mediante el desarrollo de un
inmunosensor electroquimico, donde se ha elegido como elemento de reconocimiento una
mezcla de anticuerpos monoclonales especificos contra E. coli O 25:(K 11), O 78:(K 80), O
103:(K -), O 118:(K -), O 124:(K 72), O 145:(K -), O 157:(K -), O 164:(K -) (Enteroclone
Anti-coli, Sifin).

4.2.3.-Inmovilizacién del Biorreceptor inmunolégico en la superficie del transductor.

Existen diversas técnicas de inmovilizacion de elementos de reconocimiento en la
preparacion de los biosensores (Tabla N° 4, pag. 51), sin embargo, en el caso especifico de
los inmunosensores es necesaria una inmovilizacion que oriente adecuadamente al elemento
de reconocimiento para realizar su funcién bioldgica, lo que garantiza sensibilidad y
selectividad en el inmunoensayo y la posterior orientacion del antigeno para lograr la
reaccion de bioreconocimiento (union antigeno-anticuerpo). Por tanto, la inmovilizacion
debe estar orientada a lograr la mejor interaccion especifica del tipo ligando-receptor.
(Matheus, P., 2007; Zacco, E., 2006).

En este trabajo se planted la inmovilizacién del biorreceptor inmunoldgico (anticuerpo
especifico contra E. coli) mediante la formacion de monocapas autoensambladas sobre la
superficie de oro. Para formar las monocapas orientadas y ordenadas sobre la superficie del
metal, se planted el uso de compuestos anfifilicos con atomos de azufre en uno de sus

extremos y grupos aminos en el otro.

Al unir los atomos de azufre a la superficie de oro, el extremo con los grupos aminos de la
molécula anfifilica queda libre para fijar el fragmento constante (Fc) de los anticuerpos

conformados por grupos carboxilicos de la proteina. De esta forma, se plantea inmovilizar el
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elemento de reconocimiento mediante la preparacion de monocapas autoensambladas de
tioles sobre superficie de oro. Esta metodologia permite exponer al medio, ligandos con
afinidad especifica (anticuerpos) por un analito particular (antigeno), proporcionando una
estructura molecular ordenada bidimensional que se obtiene tras la quimisorcion oxidativa
de tioles sobre superficies de oro, la cual permitira la inmovilizacién de los anticuerpos que

interaccionaran con la Escherichia coli (antigeno) (Matheus, P., 2008; Matheus, P., 2007).
4.2.3.1.-- Formacion de monocapa de tioles (SAMs).

Para la formacién de las monocapas autoensambladas de tioles se utilizd la tiourea
(compuesto tiolado con un atomo de azufre). Una vez que los electrodos de oro fueron
limpiados, se sumergieron durante 24 horas en una disolucion 5 mM de tiourea preparada en
etanol-H,0 (2:1). Posteriormente, se lavaron con una mezcla etanol-H,0 (2:1) durante 5
minutos y se secaron al aire (Figura 11) (Sanchez, J., 2007; Matheus, P., 2003).

_‘ 1

MNH-

Tiourea ~ 5=
MNH-

—

Etapa 1 MH;

~ 5=
MNH-

Figura 11. Formacion de una monocapa de tiourea. (SAM/TOU).

65



4.2.3.2.- Inmovilizacion de los anticuerpos contra Escherichia coli.

Para la inmovilizacion del elemento de bioreconocimiento se incubaron los electrodos de oro
modificados con tiourea en disoluciones de anticuerpos contra Escherichia coli durante 1
hora, a temperatura ambiente, con el fin de formar una monocapa tiourea — anti E. coli.

Posteriormente, los electrodos se secaron al aire (Ver Figura 12).

NH; MNHs ~ Anti - E.coli
~ H== Anti — E.coli ~ 5 :<
Tiourea
NH; MNH3 ~ Anti - E.coli
Etapa 1 NH; NH, ~ Anti— E.coli
~ 5 — Etapa 2 ~ 8 :<
MNH- MHs; ~ Anti — E.coli
L d i

Figura 12. Inmovilizacion de los anticuerpos contra Escherichia coli.
4.2.4-Transduccién del evento de Bioreconomiento.

El sistema de transduccion del inmunosensor disefiado en esta tesis, se baso en técnicas
amperometricas especificamente las voltametrias. Una vez modificados los electrodos y
antes de medir la respuesta de la Escherichia coli se optimizaron las condiciones de trabajo
con respecto a pH, ventana de potencial, velocidad de barrido y tiempo de burbujeo de

nitrégeno.

Luego de la optimizacién de los pardmetros, se realizaron voltametrias ciclicas para
comprobar la inmovilizacién del anti-E. coli y la posterior deteccion de la Escherichia coli.
En la figura 13 se presenta el esquema metodoldgico para la fabricacién del inmunosensor

para la deteccion de Escherichia coli.
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Preparacion de los
electrodos de oro

Formacion de las Monocapas

Autoensambladas con Tiourea
(SAMs)

Inmovilizacion de los anticuerpos
contra E. coli

pH
Velocidad de

Barrido
Optimizar Parametros Ventana de
Potencial

Burbujeo de
nitrégeno

Voltametrias Ciclicas Voltametrias de Pulso Diferencial

Deteccion de Escherichia coli.

Figura 13. Esquema metodoldgico en la fabricacién de un Inmunosensor para la deteccion

de Escherichia coli.
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4.3.- Materiales.

e Celda Electroguimica.

Se utilizé un celda construida en vidrio que consta de un sélo compartimiento, en donde se
ubicaron los diferentes electrodos y la solucion electrolitica. Esta celda fue conectada a una
bomba de nitrégeno y al potenciostato.

e Electrodos.
Se utilizaron tres electrodos:

a.- Electrodo de trabajo: un hilo de oro con 99,99% de pureza, de 0,50 mm de diametro y

una longitud de 15mm.
b.- Electrodo auxiliar (contraelectrodo): electrodo de platino con 99,99% de pureza.
c.- Electrodo de referencia: hilo de plata en solucion saturada de KCI 3M.
e Equipos.
Se utiliz6 un potenciostato, el cual es un analizador Autolab conectado a un PC.

e Reactivos.
o Tiourea 5mM.

Se prepar6 a partir del compuesto comercial (Merck, 99% de pureza), disolviendo 0,002 g.

en 5mL de solucion etanol-agua 18 MQ (2:1).
o Anticuerpo Anti-Coli.

Se prepar0 a partir del compuesto comercial (Enteroclone Anti-coli, Sifin) reconstituyendo
el liofilizado en SmL de agua 18 MQ.
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o Soluciones Electroliticas:
» Tampdn Fosfato 50 mM en KCI 0,1 M.

Se prepar6 a partir del compuesto comercial (Sigma, 99,0% de pureza), disolviendo 1,72 g.
de NaH,PO4.H,0 y 1,86 g. de KCI (Anala R, 99,8% de pureza) en 250 mL de agua 18 MQ.

= Cloruro de Potasio (KCI) 0,1 M.

Se prepar0 a partir del compuesto comercial (Anala R, 99,8% de pureza), disolviendo 1,86
g. en 250 mL de agua 18 MQ.

= Acido Sulfarico (H,SO,) 0,5 M.

Se preparé a partir del compuesto comercial (Sigma Aldrich, 96-98% de pureza) diluyendo
6,9 mL en 250 mL de agua 18 MQ.

o Soluciones reguladoras de pH.
= Hidroxido de potasio (KOH) 0,1 M.

Se preparo a partir del compuesto comercial (Merck, 85% de pureza), disolviendo 0,28 g. en
50 mL de agua 18 MQ.

= Acido Sulfarico (H,SO,) 0,1 M.

Se prepard a partir del compuesto comercial (Sigma Aldrich, 96-98% de pureza), diluyendo
0,3 mL en 50 mL de agua 18 MQ.

o Otros materiales y reactivos.
= Gamma alimina 3 (0,05 micrén)
= Cilindro de nitrogeno.
= Lijas (gris (15 micras y grano 600); azul ( 9 micras y 1200 grano) y
rosa ( 3 micras y 4000 grano)).

= Almohadillas.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1.- Preparacion y Caracterizacion electroquimica de los electrodos de oro.

La preparacion de los electrodos de oro se llevé a cabo segun el procedimiento descrito en el
apartado 4.2.1.1 (p. 62). La voltametria ciclica en H,SO4 0,5 M de un electrodo de hilo de
oro se presenta en la figura 14, donde se observan los picos anddico y cétodico, del 6xido.
Estos picos se encuentran proximos a +1,3 V y +0,93 V respectivamente, caracteristicos de
una superficie de oro policristalina limpia. A partir del pico de reduccion a 0,9 V, se puede
cuantificar el area de los electrodos empleados en este trabajo, obteniéndose para los hilos
de oro un valor de 0,24 + 0,10 cm? (Abad, 2002).

3000

2000 -

1000 -
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- 1000

Carrlente 1A

-200.0 -

-300_0 T T T T T T T T u
o4 o6 o 10 12 14

Polendial EfV vz AglAgC |

Figura 14. Voltamograma ciclico en H,SO4 0,5 M de un electrodo de hilo de oro. Ventana
de potencial +0,4 a +1,4 V vs Ag/AgCI. Velocidad de barrido 100 mV/s. Atmosfera de N2.
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5.1.1.- Optimizacion del tiempo de burbujeo de N2.

Con el fin de eliminar cualquier interferencia producto de una atmdsfera saturada de O, se
procedio a optimizar el tiempo de burbujeo de Nitrdgeno necesario, para lo cual se
realizaron voltametrias ciclicas en KCI 0,01 M en una ventana de potencial desde -1,0 hasta
+ 1,0 V para los electrodos de hilo de oro. En la figura 15 se muestra: (a) sin burbujeo de No,
(b) 10 min. de burbujeo de N, (c) 15 min. de burbujeo de N, y (d) 20 min. de burbujeo de
N,.

El tiempo de burbujeo necesario para que la atmésfera en la celda electroquimica alcance la
saturacion de N, fue establecido a los 10 minutos (voltamograma b) debido a que se elimina
la interferencia producto de la presencia de O, (voltamograma a) y se observa la
disminucion de las corrientes picos de oxidacion y reduccién del oro aproximadamente a 0,4

V'y 0,2 V respectivamente.

0.700x10*

0.450x10*

ilA

0.200x10*

(a)
(b)
()
(d)

-0.050x10*

-0.300x10* T T T T T T T T T
-1.250 -1.000 -0.750 -0.500 -0.250 0 0.250 0.500 0.750 1.000 1.250

E/V

Figura 15. Voltamogramas ciclicos en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro. Para (a)
sin burbujeo de N2, (b) 10 min. de burbujeo de N, (c) 15 min. de burbujeo de N, y (d) 20
min. de burbujeo de N,. Ventana de potencial — 1,0 a +1,0 V vs Ag/AgCl. Velocidad de
barrido 100 mV/s.
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5.1.2.- Optimizacion de la Velocidad de Barrido.

Con el objetivo de seleccionar la velocidad de barrido se realizaron voltametrias ciclicas en
KCI 0,01 M para los electrodos de hilo de oro. Para (a) 20 mV/s., (b) 50 mV/s. y (c) 100
mV/s. en atmdsfera de N, (Figura 16). A mayores velocidades de barrido se observo mejor
definicién de las ondas, por lo tanto, seleccionamos como velocidad de barrido 100 mV/s,

donde se obtuvo una respuesta voltametrica bien definida.

0.096x10°
0.071x10°
0.046x10°

<
= 0.021x10°

(@)
(b)

()

-0.004x10%

-0.029x103

-0.054x107° T T T T T T T T T
-1.263 -1.013 -0.763 -0.513 -0.263 -0.013 0.237 0.487 0.737 0.987

E/V

Figura 16. Voltamogramas ciclicos en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro. Para (a)
20 mV/s., (b) 50 mV/s. y (c) 100 mV/s. Ventana de potencial desde — 1,0 hasta +1,0 V vs
Ag/AgCI. Atmosfera de No.

5.1.3.- Afinidad de los electrodos de hilo de oro por los Anticuerpos anti - E.coli.

Una vez determinado el tiempo de burbujeo de N, y la velocidad de barrido, se procedié a
analizar la afinidad del oro por las moléculas bioldgicas en estudio. Como se menciond en el
apartado 4.2.1 (p. 61), los complejos de oro se han utilizado en diversas metodologias para
obtener moléculas oro-proteina u oro-ADN, facilitando asi la deteccion y cuantificacion de
las mismas. Diversos autores realizaron diferentes ensayos de afinidad detectando antigenos

0 anticuerpos de interés bioldgico o bien secuencias de ADN determinantes de un patégeno.
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En conclusidn, cualquier molécula bioldgica que pueda actuar como antigeno o anticuerpo,
puede ser utilizada como analito en estudio (Costa, A. y col., 2005; Annapurna, J. y col.,
1998 Coffer, MIN. y col., 1986).

En nuestro caso para comprobar la afinidad del oro en relacion al anticuerpo seleccionado
contra la E. coli, se realizaron voltametrias ciclicas en KCI 0,01 M (30 mL) en oro limpio
agregando concentraciones determinadas de anticuerpo a la solucion electrolitica, donde se
pudo observar que a medida que se aumentaba la concentracion de anticuerpo, la sefial de
oxidacion del oro aproximadamente a 0,25 V fue disminuyendo como se observa en los
voltamogramas (a) oro limpio, (b) oro limpio con 200 pL de Anticuerpo, (c) oro limpio con
500 pL de Anticuerpo y (d) oro limpio con 1000 puL de Anticuerpo (Figura 17). Este
fendmeno se evidencia en diversas investigaciones donde los autores reportan que los
complejos de oro pueden marcar o unirse a cualquier molécula bioldgica proteica (antigeno
0 anticuerpo), principalmente si contiene en su secuencia de aminodcidos grupos tiol o
puentes disulfuro. Sin embargo, este factor no es excluyente, ya que los complejos de oro se
pueden unir a otros aminoacidos como el grupo imidazol de las histidinas y a los grupos
amino o carboxilos, aunque presentando una menor afinidad (Costa, A. y col., 2005;
Annapurna, J. y col., 1998; Coffer, MIN. y col., 1986).

Como se describio en el apartado 1.7 (p. 53), los anticuerpos poseen una fraccion constante,
que representa el punto de inmovilizacién ideal de este elemento de reconocimiento. De
acuerdo a lo observado en la Figura 17, se puede asumir que existe una afinidad entre el
electrodo de oro y el anticuerpo contra E.coli permitiendo que ocurra la adsorcién a la
superficie de dicho electrodo, haciendo que éste bloquee al electrodo e impida el flujo de
electrones con tanta facilidad, por lo que la corriente de oxidacion disminuye a medida que

la concentracion del anticuerpo aumenta.
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro. Para (a)
oro limpio, (b) oro limpio con 200 pL de Anticuerpo, (c) oro limpio con 500 pL de
Anticuerpo y (d) oro limpio con 1000 pL de Anticuerpo. Ventana de potencial — 1,0 a +1,0
V vs Ag/AgCI. Velocidad de barrido 100 mV/s. Atmosfera de No.

5.1.4.- Afinidad de los electrodos de hilo de oro por Escherichia coli.

De igual forma se evalu6 la afinidad del oro con respecto a la Escherichia coli, realizando
voltametrias ciclicas en oro limpio mientras se agregaban diversas concentraciones de la
cepa en estudio (Figura 18). Inicialmente, se pesé la cantidad de cepa agregada y se disolvid
directamente en la solucidn electrolitica de KCI 0,01M, obteniendo que a pesar de aumentar
la cantidad de E. coli no hubo una diferencia significativa en los voltamogramas (b), (c) y
(d). Este fenébmeno puede deberse a que al disolver la cepa directamente en la celda de
trabajo, utilizando un poco de agitacion y el burbujeo de Nitrégeno, no se obtuvo una
disolucién completa de la cepa, factor importante para la deteccion electroquimica de una
determinada especie. De igual manera, podria atribuirse a que las cantidades de E. coli en las
voltametrias (b), (c) y (d), sean muy semejantes entre si y que incluso, se haya alcanzado en

todas ellas la méxima solubilidad.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro. Para (a)
Au limpio, (b) Au limpio con Escherichia coli (6,95 x 10 ™ g/ml), ¢) Au limpio con
Escherichia coli (14,6 x 10 * g/ml), y d) Au limpio con Escherichia coli (22,1 x 10 ** g/ml).
Ventana de potencial desde -1,20 hasta 0,0 V vs Ag/AgCl. Velocidad de barrido 100 mV/s.

Atmosfera de N..

Con el objetivo de corroborar que la solubilidad puede afectar la deteccién de la Escherichia
coli, se procedi6 a diluir previamente la cepa antes de ser agregada a la disolucion
electrolitica. Se realizaron voltametrias ciclicas en oro limpio, disolviendo previamente
E.coli mediante la elaboracion de un patron Mac Farland (0,5) en solucidn electrolitica, que
posteriormente fue agregada a 30 mL de solucién electrolitica contenidos en la celda
electroquimica, obteniendo (a) voltamograma de oro limpio, (b) oro limpio agregando 1 mL
de disolucién de E. coli (3,0 x10® UFC/mL), (c) oro limpio agregando 2 mL de disolucién de
E. coli (6,0 x108 UFC/mL) y (d) oro limpio agregando 3 mL de disolucién de E.coli (9,0
x10® UFC/mL), todos ellos obtenidos bajo atmésfera saturada de N,. Comparando los
voltamogramas (b), (c) y (d) de la Figura 19, se puede observar que a medida que aumenta la
concentracion de E. coli hay una reduccién de la sefial de oxidacién del oro, semejante a la

observada en la Figura 17 producto de la adsorcion del anticuerpo, por lo cual suponemos
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que la cepa de Escherichia coli disuelta, se adsorbe de igual forma sobre la superficie del

electrodo de oro.

Tal como se describio en el apartado 1.3.1 (p. 9), Escherichia coli posee una capa de
peptidoglicano (carbohidratos ligados con aminodcidos), conformada por repeticion de
disacaridos de N- acetilglucosamina y &cido N-acetilmuramico unidos mediante péptidos
(Figura 2). Por tanto, la interaccidn que ocurre entre el electrodo de oro y la Escherichia coli
puede deberse a la presencia de péptidos que puedan contener secuencia de aminoacidos con
grupos tiol, puentes disulfuro, grupos imidazol o grupos aminos que interaccionen con la
superficie de oro produciendo el fenémeno de adsorcién (Universidad Nacional del
Nordeste., 2008; Costa, A. y col., 2005; Gutiérrez, MIN., 2005; Murray, P., 2002;
Annapurna, J. y col., 1998; Coffer, MIN.y col., 1986).
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Figura 19. Voltametrias ciclicas en KCI 0,01 M en ventana de potencial desde -1,0 a 1,0 V.
vs Ag/AgCI. Para (a) voltamograma de oro limpio, (b) oro limpio agregando 1 mL de
disolucién de E. coli (3,0 x10® UFC/mL), (c) oro limpio agregando 2 mL de disolucién de E.
coli (6,0 x10® UFC/mL) y (d) oro limpio agregando 3 mL de disolucién de E.coli (9,0 x10®
UFC/mL) Velocidad de barrido 100 mV/s. Atmdsfera de Na.
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5.1.5.- Afinidad de los electrodos de hilo de oro por el Anticuerpo anti-E.coli y la
adicion posterior de Escherichia coli.

Con el fin de comprobar si la adsorcién del anticuerpo a la superficie del electrodo de oro
seria influenciada por la adicion posterior de su antigeno correspondiente (Escherichia coli),
se realizaron voltametrias ciclicas agregando a la solucion electrolitica un volumen
constante de anticuerpo y diferentes volimenes de antigeno, para (a) oro limpio con 1000
uL de anticuerpo, (b) oro limpio con 1000 pL de anticuerpo agregando 1mL de disolucién
de E. coli (3,0 x108 UFC/mL), (c) oro limpio con 1000 pL de anticuerpo agregando 2 mL
de disolucion de E. coli (6,0 x108 UFC/mL), (d) oro limpio con 1000 pL de anticuerpo
agregando 3mL de disolucién de E. coli (9,0 x10® UFC/mL), y (e) oro limpio con 1000 pL
de anticuerpo agregando 4mL de disolucién de E. coli (1,2 x10° UFC/mL) (Figura 20). Al
observar los voltamogramas, podemos suponer que al agregar el anticuerpo (1000 pL)
ocurrio la adsorcion inicial del mismo sobre la superficie del electrodo de oro limpio.
Posteriormente, al agregar la cepa en estudio ocurre la formacion del inmunocomplejo, es
decir, union antigeno-anticuerpo, disminuyendo la sefial eléctrica a 0,25 V y siendo

adsorbidos ambos en la superficie del electrodo.

Este fendmeno fue descrito por Keel y colaboradores en el 2010 al observar la interaccién
del antigeno PSPB (Proteina B Especifica de la Prefiez) con los anticuerpos coinmovilizados
con una enzima sobre la superficie de un electrodo de oro. Al formar grandes complejos
antigeno — anticuerpo, estos limitaban el acceso del sustrato especifico al sitio activo de la
enzima, provocando por tanto una disminucion en la sefial eléctrica medida producto de una
inhibicidn de la corriente catodica proporcional al aumento de concentracion de la proteina
(Keel, K., 2010). En nuestro caso, disminuyen ambas corrientes de pico (anddica y

catddica).
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro. Para (a)
oro limpio con 1000 pL de anticuerpo, (b) oro limpio con 1000 pL de anticuerpo agregando
1mL de disolucién de E. coli (3,0 x10* UFC/mL), (c) oro limpio con 1000 pL de anticuerpo
agregando 2 mL de disolucion de E. coli (6,0 x10° UFC/mL), (d) oro limpio con 1000 pL de
anticuerpo agregando 3mL de disolucién de E. coli (9,0 x108 UFC/mL), y (e) oro limpio
con 1000 pL de anticuerpo agregando 4mL de disolucién de E. coli (1,2 x10° UFC/mL)
Ventana de potencial — 1,0 a +1,0 V vs Ag/AgCl. Velocidad de barrido 100 mV/s.
Atmosfera de No.

5.1.6.- Afinidad de los electrodos de hilo de oro por Escherichia coli y la adicion

posterior del Anticuerpo anti-E.coli.

De acuerdo a lo observado en las figuras 17, 19 y 20, tanto el anticuerpo, la Escherichia coli
y el inmunocomplejo anticuerpo-antigeno se adsorben sobre la superficie de oro limpio. Con
el fin de estudiar la adsorciéon del inmunocomplejo agregando en primer lugar el antigeno
(Escherichia coli) y luego el anticuerpo, se realizaron voltametrias ciclicas en oro donde
inicialmente se agregaron a la solucion electrolitica 3 mL de disolucién de Escherichia coli
(9,0 x10® UFC/mL) y posteriormente determinadas cantidades de anticuerpo. Para (a) oro
limpio con 3 mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x108 UFC/mL), (b) oro limpio con 3
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mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x10® UFC/mL) agregando 200 pL de anticuerpo,
(c) oro limpio con 3 mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x10® UFC/mL) agregando
400 pL de anticuerpo y (d) oro limpio con 3 mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x10®
UFC/mL) agregando 600 uL de anticuerpo (Figura 21), todos ellos obtenidos bajo atmosfera
saturada de N,. Comparando los voltamogramas obtenidos, se puede observar que no hay
diferencia significativa, excepto el desplazamiento de la sefial de oxidacion hasta
aproximadamente 0,38 V (con respecto a la Figura 20). Suponemos que un factor
condicionante para que el inmunocomplejo se pueda adsorber a la superficie del electrodo,
es que inicialmente se adsorba el anticuerpo y posteriormente se una a éste la Escherichia

coli.
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Figura 21. Voltametrias ciclicas en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro. Para (a) oro
limpio con 3 mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x108 UFC/mL), (b) oro limpio con 3
mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x10® UFC/mL) agregando 200 pL de anticuerpo,
(c) oro limpio con 3 mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x10® UFC/mL) agregando
400 pL de anticuerpo y (d) oro limpio con 3 mL de disolucién de Escherichia coli (9,0 x10°
UFC/mL) agregando 600 pL de anticuerpo.Ventana de potencial — 1,0 a +1,0 V vs
Ag/AgCI. Velocidad de barrido 100 mV/s. Atmosfera de No.
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5.2.- Formacién de monocapa de tioles (SAMS).

Existen problemas de estabilidad que presentan los electrodos modificados quimicamente
por fisisorcion, los cuales pueden resolverse mediante la preparacion de monocapas
autoensambladas por quimisorcion. Como se mencioné en el apartado 1.6.1 (p.52), las
monocapas autoensambladas de tioles (SAM) obtenidas por inmersion de oro limpio en una
disolucién de un tiol han sido utilizadas para inmovilizar elementos de reconocimiento
biolégico. Con esta metodologia se han preparado superficies de oro y de otros materiales,
recubiertas con monocapas que exponen al medio ligandos con afinidad especifica por un
motivo, estos sistemas permiten obtener superficies modificadas altamente ordenadas,
compactas y estables (Matheus, P. y col., 2009; Parra, MIN., 2009; Matheus, P. y col., 2008;
Ataka, K. y col., 1990).

Con el objetivo de mejorar las respuestas electroquimicas obtenidas y verificar la deteccion
de Escherichia coli se procedio a modificar la superficie de los electrodos de hilo de oro
mediante el pretratamiento con tioles, obteniendo la formacion de una monocapa para la

posterior captacion del anticuerpo (Apartado 4.2.3.1, p.64).

5.2.1.- Modificacién de la superficie de oro con Monocapas Autoensambladas de

Tioles.

Para la formacion de las monocapas autoensambladas de tioles se utilizo la tiourea como
compuesto tiolado. Una vez que los electrodos de oro fueron limpiados, mediante la
utilizacion de diferentes lijas (desde la mas gruesa hasta la mas fina), se pulieron con
gamma-alimina 3 (0,05 micrén) y seguidamente se lavaron con agua 18 MQ.
Posteriormente, se limpiaron los electrodos de oro en bafio ultrasénico durante 20 min. en
medio etanol-H,0 (2:1) y se dejaron secar al aire. Por ultimo, se sumergieron durante 24
horas en una disolucion 5 mM de tiourea preparada en etanol-H,0 (2:1) (Sanchez, J. y col.,
2007).

Con el fin de comprobar la formacion de la monocapa de tioles en los electrodos de hilo de
oro se realizaron voltametrias ciclicas en KOH 0,5 M en una ventana de potencial desde
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-1,25 hasta +1,00 V vs Ag/AgQCI bajo corriente de N,. En la figura 22 se muestra la
desorcion de la monocapa de tiourea para (a) primer barrido y (b) cuarto barrido.

La aparicion de una onda de desorcién a potencial de aproximadamente — 0,9 V (desorcion
reductiva) se tom6 como evidencia de la existencia de la monocapa. A partir de la carga
correspondiente al pico y asumiendo un valor de un electron consumido en la reduccion de
cada atomo de azufre, se estim6 un recubrimiento de la superficie por &tomo de azufre de
15,7 x 10 " mol.cm? para los electrodos de hilo de oro. Este valor coincide con los datos
publicados de recubrimiento de superficies de oro con tioles (Sanchez, J. y col., 2007; Abad,
J. ycol., 2000).
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Figura 22. Voltamograma ciclico de desorcién en KOH 0,5 M de un electrodo de hilo de
oro modificado con tiourea (Au/TOU). (a) primer barrido, (b) cuarto barrido. Velocidad de
barrido 100mV/seg. Atmosfera de No.

5.2.2.- Modificacion de la superficie de oro con Monocapas Autoensambladas de Tioles
y anticuerpos anti-E.coli.

Posterior a la formacién de la monocapa de tiourea se procedié a seleccionar el tiempo de
incubacion en la solucién del anticuerpo, para lo cual se realizaron voltametrias ciclicas en
KCI 0,01 M en una ventana de potencial desde — 1,0 a 0,0 V vs Ag/AgClI bajo corriente de

81



N2. Donde se puede observar (a) electrodo oro/tiorea (Au/TOU), (b) electrodo de oro/tiourea
incubado en anticuerpo durante una hora (Au/TOU/Ac 1 hora), c) electrodo de oro/tiourea
incubado en anticuerpo durante dos horas (Au/TOU/Ac 2 horas), y d) electrodo de
oro/tiourea incubado en anticuerpo durante cuatro horas (Au/TOU/Ac 4 horas) (ver figura
23).

La inmovilizacion del anticuerpo gener6 una pequefia elevacion de la corriente en
comparacion con los valores de corriente obtenidos con el electrodo oro/tiourea
(voltamograma a). Este efecto fue observado por Zuzuaregui y colaboradores, en la
inmovilizacion de polimixina B donde se origind un aumento de la corriente respecto a la
curva base de oro, lo cual atribuyeron a las cargas presentes en la molécula peptidica
(Zuzuarregui, A., 2013). En relacion a los voltamogramas (b), (c) y (d) de los electrodos
incubados en anticuerpo, no se observaron diferencias significativas, por tanto se selecciond
el tiempo de incubacion de una hora, ya que fue el menor tiempo establecido para la

inmovilizacion del anticuerpo (Figura 23).
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Figura 23. Voltamograma ciclico en KCI 0,01 M de un electrodo de hilo de oro/ tiourea.
Para (a) electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/Ac 1 hora, ¢) Au/TOU/Ac 2 horas, vy d)
Au/TOU/Ac 4 horas. Ventana de potencial desde — 1,2 a 0,0 V vs Ag/AgCl. Velocidad de
barrido 50 mV/s. Atmosfera de No.
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5.2.3.- Voltametrias ciclicas de electrodos de oro modificados con tiourea/anticuerpo en
solucion de NaH,PO4/KCI 0, 1 M.

Con el objetivo de mejorar las respuestas obtenidas, se disefiaron tres metodologias para los
electrodos de hilo de oro modificados con la monocapa autoensamblada de tiourea,
utilizando como solucién electrolitica NaH,PO4/KCI 0, 1 M. Teniendo como referencia el
tiempo de incubacion del anticuerpo (1 hora) determinado segun la figura 23, se

desarrollaron tres protocolos de inmovilizacion del anticuerpo:

e Protocolo A: Electrodo de oro/tiourea incubado por una hora en una mezcla
de solucion buffer NaH,PO4/KCI 0, 1 M (1 mL) y una gota de anticuerpo.

NH, MNHy ~ Anti - E.coli
NaH,PO,/KCI 0, 1 M (1 mL)
~5— + Anti — E.coli (1 gota) ~ L=
IH MNH2 ~ Anti - E.coli
MNH- 1 hora NHs ~ Anti - E.coli
NH- MH; ~ Anti — E.coli

Figura 24. Protocolo A.
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Protocolo B: Electrodo de oro/tiourea sumergido durante 20 minutos en 1mL
de solucién buffer NaH,PO4/KCI 0, 1 M en atmdsfera saturada de N, y

posteriormente colocando una gota de anticuerpo sobre la superficie del

electrodo dejando secar durante una hora.

en atmosfera de N,.

NaH,PO,/KCI 0, 1 M (1 mL)

MNH,

»

20 minutos

Etapa 1

MH-
R —
NH5
Anti — E.coli
(1 gota)
hH4
Ti= 1 hora
NH;
Etapa 2

MNH; ~ Anti - E.coli
~5 ==

MNH3~ Anti — E.coli

NH,~ Anti — E.coli

~5 :<
MH;~ Anti — E.coli

Figura 25. Protocolo B.
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e Protocolo C: Electrodo de oro/tiourea sumergido durante una hora en 1 mL
de solucion buffer NaH,PO4,/KCI 0, 1 M y posteriormente colocando una gota

de anticuerpo sobre la superficie del electrodo dejando secar durante una

hora.
MNH-
i ~5= MNH, ~ Anti - E.coli
~ 5= — <
~5 =
MH-
MH 5 | |
Anti — E.coli MNH;~ Anti — E.coli
NaH,PO,/KCI 0,1 M (1 mL) (1 gota)
HH: " NH; NH,~ Anti — E.coli
~a— ~5 = o
5= 1 hora 1 hora ~§ =
. Nz MNH3~ Anti — E.coli
—1 L
Etapa 1 Etapa 2

Figura 26. Protocolo C.
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Protocolo A:

En relacién al protocolo A, se realizaron voltametrias ciclicas del electrodo de oro/tiourea
incubado por una hora en una mezcla de solucion buffer NaH,PO,/KCI 0, 1 M y una gota de
anticuerpo, agregando posteriormente Escherichia coli en concentraciones determinadas
Para: (a) electrodo oro/tiourea, (b) oro/tiourea en mezcla NaH,PO,/KCI 0,1 M/anticuerpo
durante 1 hora, c) oro/tiourea en mezcla NaH,PO,/KCI 0,1 M/anticuerpo durante 1 hora
agregando 1mL de E.coli (3,0 x10® UFC/mL), d) oro/tiourea en mezcla NaH,PO4/KCI 0,1
M/anticuerpo durante 1 hora agregando 2 mL de E.coli (6,0 x10° UFC/mL), y e) oro/tiourea
en mezcla NaH,PO,/KCI 0,1M/anticuerpo durante 1 hora agregando 3mL de E.coli (9,0
x10® UFC/mL).

En la figura 27, se puede evidenciar la deteccion del anticuerpo en el electrodo
AU/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac (voltamograma b). De acuerdo a lo observado podemos suponer
que al poner en contacto los electrodos de oro/tiourea con el anticuerpo ocurre la deteccion
del mismo en la superficie electrolitica, evidencidndose un aumento de la respuesta
electroquimica, es decir, en la corriente del pico de reduccion en comparacion al electrodo

de oro/tiourea (voltamograma a).

Una vez que se agregd el antigeno (Escherichia coli) a la solucion electrolitica, se pudo
evidenciar que la respuesta electroquimica del inmunocomplejo (corriente de pico anddica)
fue disminuyendo, a medida que se incrementaba la concentracion de la cepa hasta llegar
casi a la saturacién (voltamogramas c, d y e). Los picos de corrientes catdédicas mostraron el
mismo comportamiento. Podemos suponer que la inmovilizacion del anticuerpo en el
electrodo de oro/tiourea no es estable y al agregar el antigeno correspondiente, se produce la
unién antigeno-anticuerpo y se adsorbe el inmunocomplejo en la superficie del electrodo,
evidenciandose una disminucion de la respuesta electroquimica ocasionada por el bloqueo
del electrodo por parte del anticuerpo inmovilizado, este fendmeno impide el flujo de
electrones normal, por lo que la corriente del pico de reduccion disminuye en comparacion

al electrodo de oro/tiourea/anticuerpo (voltamograma b).
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Por tanto, es detectado el inmunocomplejo inmovilizado en la superficie del electrodo
modificado a medida que se aumenta la concentracion de Escherichia coli hasta que el

anticuerpo llega a saturarse (Figura 27).

Este efecto es reportado en estudios realizados en electrodos de carbon vitreo modificados
con Zeolita tipo “A”, donde el material fue sujeto a intercambio catiénico con iones calcio y
posteriormente modificado con el surfactante cationico CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) & con el surfactante no idnico Triton X-100 (octilfenoxi-
polietoxietanol). La presencia de estas peliculas conllevaron a una disminucion en los picos
de oxidacion-reduccién en comparacion con la sefial obtenida para el electrodo desnudo,
efecto producido debido a que material obstruye el libre acceso de la especie electroactiva a

la superficie electrddica (Molina, A. y col., 2009)

Compare with standard plot
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Figura 27. Protocolo A. Voltamograma ciclico en NaH,PO,/ KCI 0,1 M de un electrodo de
hilo de oro/tiourea. Para (a) electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac durante 1
hora, ¢) Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac durante 1 hora agregando 1mL de E.coli (3,0 x10°
UFC/mL), d) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac durante 1 hora agregando 2 mL de E.coli (6,0 x10°
UFC/mL), y e) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac durante 1 hora agregando 3mL de E.coli (9,0
x108 UFC/mL),. Ventana de potencial desde +0,136 a +0.936 V vs Ag/AgCl. Velocidad de
barrido 100 mV/s. Atmosfera de N.
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Protocolo B:

En cuanto al protocolo B, se procedié a colocar el electrodo de oro/tiourea durante 20 min
en la solucion buffer NaH,PO4/KCl 0,1 M en atmdsfera saturada de N,, posteriormente se
coloco una gota de anticuerpo sobre la superficie del electrodo dejando secar durante una
hora. En la figura 28, se puede evidenciar al comparar los voltamogramas, que no existen
diferencias significativas entre éstos (voltamograma (a) y (b)), lo que indica que no se
efectio inmovilizacién del anticuerpo sobre la superficie del electrodo de oro. Esto puede
deberse a la pérdida parcial o completa de la monocapa de tiourea producto del burbujeo con
nitrégeno. Posteriormente, al agregar la Escherichia coli en disolucién (voltamogramas c, d
y €) se evidencia una respuesta eléctrica posiblemente producto de la unién anticuerpo-
antigeno en la disolucidn electrolitica y no en la superficie del electrodo (Figura 28), lo que

quiere decir que no ocurrié la inmovilizacion del inmunocomplejo.
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Figura 28. Protocolo B. Voltamograma ciclico en NaH,PO4/ KCI 0,1 M de un electrodo de
hilo de oro/tiourea. Para (a) electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/NaH,PO4KCI/Ac (1 gota) y
secar 1 hora, ¢) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac (1 gota) y secar 1 hora agregando 1mL de E.coli
(3,0 x10® UFC/mL), d) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac (1 gota) y secar 1 hora agregando 2 mL
de E.coli (6,0 x10® UFC/mL), y e) Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac (1 gota) y secar 1 hora
agregando 4 mL de E.coli (1,2 x10° UFC/mL),. Ventana de potencial desde + 0,153 a + 0,
953 V vs Ag/AgCI. Velocidad de barrido 100 mV/s. Atmdsfera de No.

88



Protocolo C:

Por ultimo en el protocolo C, el electrodo de oro/tiourea fue incubado durante una hora en la
solucion buffer NaH,PO,/ KCI 0,1 M y posteriormente le fue colocado una gota de
anticuerpo sobre la superficie del electrodo dejandolo secar una hora. Al observar la figura
29, se puede evidenciar que no ocurri6 la inmovilizacion del anticuerpo en la superficie del
electrodo, suponemos que este hecho ocurrié debido a la pérdida parcial o completa de la
monocapa de tiourea al igual que en el protocolo B, sin embargo, en este caso atribuimos la
pérdida de la monocapa a la incubacién prolongada en la solucién buffer, ocurriendo el
desprendimiento de ésta, por efecto de disolucion. En cuanto a los voltamogramas ¢ y d no
se observd diferencia significativa al agregar la Escherichia coli (antigeno), por tanto

tampoco se evidencio la union del anticuerpo-antigeno en la disolucién (Figura 29).
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Figura 29. Protocolo C. Voltamograma ciclico en NaH,PO4/ KCI 0,1 M de un electrodo de
hilo de oro/tiourea. Para (a) electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI 1 hora mas Ac.
1 hora, ¢) Au/TOU/NaH,PO4/KCI 1 hora mas Ac 1 hora agregando 1mL de E.coli (3,0 x10°
UFC/mL) y d) Au/TOU/NaH,PO4/KCI 1 hora mas Ac 1 hora agregando 3 mL de E.coli (9,0
x10® UFC/mL),. Ventana de potencial desde + 0,048 a + 1,0 VV vs Ag/AgCl. Velocidad de
barrido 100 mV/s. Atmosfera de N.

89



Algunos autores refieren que ciertos factores afectan la funcionalizacion adecuada de la
superficie del electrodo de oro, por tanto, el péptido a inmovilizar no queda firmemente
unido a la superficie y es posible que se desprenda de la misma durante un proceso de
lavado prolongado o al aplicar el potencial a los electrodos (Zuzuarregui, A., 2002; Ulman,
1996). En consecuencia, seleccionamos el protocolo A como la metodologia mas apropiada
para mantener la estabilidad de la monocapa y la posterior inmovilizacion del anticuerpo.

5.2.4.- Voltametrias de pulso diferencial en solucion de NaH,PO,/KCI 0, 1 M en
electrodos de oro modificados con tiourea/Anticuerpo a diferentes valores de pH.

En concordancia con los experimentos realizados para la inmovilizacion del anticuerpo en
los electrodos de oro/tiourea, donde se selecciond el protocolo A como el més apropiado
para la deteccidn de Escherichia coli, es bien conocido que las reacciones de inmovilizacion
0 marcaje estan determinadas por ciertas condiciones que determinan la estabilidad de las
uniones. Algunos autores sugieren que dichas condiciones deben ser semejantes a las
fisioldgicas en cuanto a temperatura, fuerza idnica y pH, es decir, temperatura de 37°C,
fuerza idnica 0,15M y pH 7,5. En base a lo antes expuesto, una vez definido el protocolo de
trabajo, se procedié a realizar voltametrias de pulso diferencial a diferentes pH con el fin de
mejorar la calidad de la respuesta electroquimica, mejorar la relacion sefial-ruido y mejorar
la sensibilidad del método (Costa, A., 2009).

5.2.4.1.- Voltametrias de pulso diferencial a pH ligeramente Acido.

En la figura 30, se presentan voltametrias de pulso diferencial realizadas a electrodos de
oro/tiourea en NaH,PO4/KCI 0,1 M a pH 6,20 (medio ligeramente acido) preparados segln
el protocolo antes descrito (Protocolo A) . En esta figura se observa la respuesta asignada a
la inmovilizacion del anticuerpo (aproximadamente a + 0,33 V) sobre la superficie del
electrodo oro/tiourea (voltamograma b) y la disminucién de esta respuesta electroquimica a
medida que se agrega mayor concentracion de Escherichia coli (voltamogramas c, d, e y f),
asumiendo que la misma es producto de la unién anticuerpo-antigeno adsorbida a la

superficie del electrodo de oro modificado.
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Este fendmeno fue observado en la elaboracion de un biosensor para la deteccion de prefiez
bovina, mediante el desarrollo de superficies modificadas oro—anticuerpo anti-PSPB
(Proteina B Especifica de la Prefiez), donde la superficie de oro fue modificada con acido
mercaptoundecanoico (MUA) para luego inmovilizar anticuerpos anti-PSPB y peroxidasa de
rdbano (HRP). Una vez agregado el antigeno correspondiente, la formacion de complejos
antigeno—anticuerpo limitaban el acceso del sustrato al sitio activo de la enzima
(peroxidasa), provocando una disminucion en la sefial eléctrica. Por tanto, el electrodo
modificado de oro -anti-PSPB — HRP responde de forma inversamente proporcional a la
concentracion de PSPB. Esto se observd tanto en las voltametrias ciclicas como en
experimentos realizados a potencial constante (Keel, K., 2010).
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Figura 30. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 6,20. Para: (a)
electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1lhora, (c) Au/TOU/NaH,PO4,/KCI/Ac
1hora agregando 1mL de E.coli (3,0 x108 UFC/mL), (d) Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac lhora
agregando 3 mL de E.coli (9,0 x10®° UFC/mL), () Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac 1hora
agregando 4 mL de E. coli (1,2 x10° UFC/mL), y (f) Au/TOU/ NaH,PO,/KCI/Ac 1hora
agregando 5 mL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL),. Ventana de potencial desde -0,6 hasta +0,75

mV/s. Atmosfera de No.
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Figura 31. Mecanismo a pH ligeramente Acido.

5.2.4.1.2.- Estabilidad de la uniéon Anticuerpo-Antigeno al electrodo modificado a pH

ligeramente Acido.

Una vez realizadas las voltametrias agregando hasta 5 mL de antigeno, se procedi6 a renovar
la solucién electrolitica (sin concentraciones de E. coli), y se realizaron barridos
secuenciales al electrodo de oro/tiourea/NaH,PO4/KCI pH 6,20/Ac. 1hora/ 5mL de E.coli
(1,5 x10° UFC/mL), con el fin de corroborar la estabilidad de la unién anticuerpo-antigeno
en la superficie del electrodo de oro modificado. Se pudd evidenciar que no hubo diferencia
significativa entre los barridos consecutivos (voltamogramas d, e, f y g), ni se observd
desprendimiento del inmunocomplejo inmovilizado, por tanto se corrobord la estabilidad de
la union anticuerpo-antigeno en la superficie del electrodo de oro modificado hasta por

cuatro barridos consecutivos (Figura 32).
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Figura 32. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 6,20. Para:
(@) linea discontinua electrodo Au/TOU, (b) linea discontinua Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac
1hora, (c) linea discontinua Au/TOU/NaH,PO4KCI/Ac lhora/5mL de E.coli (1,5 x10°
UFC/mL), (d) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL) (Primer
barrido), (€) Au/TOU/ NaH,PO4/KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL) (segundo
barrido) (f) Au/TOU/ NaH,PO4/KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL) (tercer
barrido) y (g) Au/TOU/ NaH,PO./KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL) (cuarto
barrido). Ventana de potencial desde -0,6 hasta +0,75 mV/s. Atmosfera de No.

5.2.4.2.- Voltametrias de Pulso Diferencial a pH Neutro.

De igual forma, con el fin de evaluar la inmovilizacion del anticuerpo a pH neutro se
realizaron voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M a pH 7,00. A este pH, el
anticuerpo no fue inmovilizado en la superficie del electrodo oro/tiourea (Figura 33,
voltamograma b), observandose un aumento de la sefial electroquimica que se atribuye a que
el anticuerpo no se inmovilizd, sino que su presencia fue detectada en la solucién
electrolitica. Una vez que se procedié a agregar la Escherichia coli (voltamogramas c, d, e y
f) se observé una disminucion de la corriente de pico a medida que se aumentaba la

concentracion de ésta, por lo cual se evidencia la deteccion del inmunocomplejo
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(anticuerpo-antigeno) posiblemente inmovilizado en la superficie del electrodo modificado

(Mecanismo ver Figura 34 y 35).
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Figura 33. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,KCI 0,1 M pH 7,00. Para:
(@) electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac  1lhora, (c) Au/TOU/
NaH,POJ/KCI/Ac 1lhora agregando 1mL de E.coli (3,0 x10° UFC/mL), (d)
AU/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac 1hora agregando 3 mL de E.coli (9,0 x10® UFC/mL), (e)
Au/TOU/NaH,PO,/KCl/Ac 1lhora agregando 4 mL de E. coli (1,2 x10° UFC/mL) y (f)
Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac 1hora agregando 5 mL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL). Ventana
de potencial desde - 0,60 hasta +0,75 mV/s. Atmosfera de N..
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Figura 34. Mecanismo a pH Neutro.
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Figura 35. Mecanismo de inmovilizacion del inmunocomplejo anticuerpo-antigeno a pH

Neutro posterior a la saturacion con Escherichia coli.
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5.2.4.2.1- Estabilidad de la union Anticuerpo-Antigeno al electrodo modificado a pH
Neutro.

Con el objetivo de corroborar la union del inmunocomplejo a la superficie del electrodo
modificado, se realizaron barridos consecutivos en solucion electrolitica NaH,PO./KCI 0,1
M a pH 7,00 al electrodo de Au/TOU/Ac (Lhora)/E.coli.(5 mL) (1,5 x10° UFC/mL),
observando que a medida que se realizaban los barridos no se evidenciaron cambios
significativos (a partir del segundo barrido) en los voltamogramas, por tanto es posible
suponer que la unién del inmunocomplejo se mantuvo, y que la unién inmunocomplejo-

monocapa es estable (Figura 36).
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Figura 36. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 7,00. Para:
(@) linea discontinua electrodo Au/TOU, (b) linea discontinua Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac
1hora, (c) linea discontinua Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac lhora/smL de E.coli (1,5 x10°
UFC/mL), (d) Au/TOU/NaH,PO.KCI/Ac 1lhora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(segundo barrido), (e) Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(tercer barrido) (f) Au/TOU/ NaH,PO4/KCI/Ac lhora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(cuarto barrido) y (g) Au/TOU/ NaH,PO./KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(quinto barrido). Ventana de potencial desde -0,6 hasta +0,75 mV/s. Atmosfera de No.
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5.2.4.3.- Voltametrias de Pulso Diferencial a pH ligeramente Alcalino.

Por ultimo se evalué el comportamiento del electrodo de oro/tiourea a pH ligeramente
alcalino (pH 8,04). En la figura 37 se evidencia que no ocurrié la inmovilizacion del
anticuerpo en la superficie del electrodo (voltamograma b), y que posteriormente al agregar
la Escherichia coli ocurre la disminucién de la respuesta electroquimica a medida que
aumenta la concentracion de ésta, por lo cual suponemos que la union anticuerpo-antigeno
ocurre en la solucién electrolitica (voltamogramas c,d,e y f), observandose una disminucion
de la corriente de pico. Una vez que el anticuerpo se satura con la Escherichia coli (a partir
de 5 mL de Escherichia coli (1,5 x10° UFC/mL)) el inmunocomplejo formado se puede
inmovilizar en la superficie del electrodo evidencidndose una mayor disminucion de la

corriente de pico en el voltamograma f.
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Figura 37. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 8,04. Para: (a)
electrodo Au/TOU, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1lhora, (c) Au/TOU/NaH,PO4,/KCI/Ac
1hora agregando 1mL de E.coli (3,0 x108 UFC/mL), (d) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac lhora
agregando 3 mL de E.coli (9,0 x10®° UFC/mL), (e) Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac 1hora
agregando 4 mL de E. coli (1,2 x10° UFC/mL)y (f) Au/TOU/ NaH,PO./KCI/Ac 1lhora
agregando 5 mL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL). Ventana de potencial desde -0,6 hasta +0,75
mV/s. Atmosfera de No.
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Figura 38. Mecanismo a pH ligeramente Alcalino.
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Figura 39. Mecanismo de inmovilizacion del inmunocomplejo anticuerpo-antigeno a pH

ligeramente Alcalino posterior a la saturacion con Escherichia coli.
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5.2.4.3.1- Estabilidad de la unién Anticuerpo-Antigeno al electrodo modificado a pH
Alcalino.

Para verificar la union del inmunocomplejo a la superficie del electrodo modificado, se
realizaron barridos consecutivos en solucién electrolitica NaH,PO,/KCI 0,1 M a pH 8,04 al
electrodo de Au/TOU/Ac (Lhora)/E.coli.(5 mL) (1,5 x10° UFC/mL), observando un
aumento en los valores de corriente de pico que pueden indicar que el inmunocomplejo va
siendo desorbido a medida que se realizan los barridos, hasta alcanzar valores de corriente

aproximados al electrodo de oro/tiuorea (Figura 40).

0.10x10%

4 (@)
0.08x10 [ b
n (b)
L)
; 0.05x10°
(e)
/ 1
0.03x10° / | (f)
0.750 0.500 -0.250 0 0.250 0.500 0.750
E/V

Figura 40. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 8,04. Para: (a)
linea discontinua electrodo Au/TOU, (b) linea discontinua Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac
1hora, (c) linea discontinua Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac lhora/smL de E.coli (1,5 x10°
UFC/mL), (d) Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac lhora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(segundo barrido), (e) Au/TOU/NaH,PO./KCI/Ac 1hora//smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(tercer barrido) (f) Au/TOU/ NaH,PO4/KCI/Ac lhora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(cuarto barrido) y (g) Au/TOU/ NaH,PO./KCI/Ac 1hora/smL de E.coli (1,5 x10° UFC/mL)
(quinto barrido). Ventana de potencial desde -0,6 hasta +0,75 mV/s. Atmosfera de No.
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5.2.5.- Variaciones de la Intensidad de Corriente a diferentes pH.

La inmovilizacion del anticuerpo y su posterior unién a la Escherichia coli en la superficie
del electrodo de oro modificado, se evidencié por una disminucion de la corriente de pico.
Al analizar las variaciones de la intensidad de corriente con respecto a los diferentes pH en
estudio, se puede evidenciar que a pH 6,20 (ligeramente &cido) cuando se observo una
inmovilizacion del anticuerpo y la posterior deteccion de la Escherichia coli se obtiene el
menor valor de intensidad de corriente (0,11 x 10 * A). Sin embargo, a pH 7,00 y 8,04 no se
observd la inmovilizacién del anticuerpo ni la deteccién de la Escherichia coli obteniendo
valores de intensidad de corriente de 0,30 x 10 * A 'y 0,45 x 10 * A, respectivamente (Figura
41).
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Figura 41. Intensidad de Corriente vs pH en un electrodo de Au/TOU/NaH;PO,/KCI/Ac
1hora/ImL de E.coli.

Una vez que se utilizé mayores volimenes de Escherichia coli se observé la inmovilizacion
del inmunocomplejo a todos los pH en estudio. Suponemos que producto de la saturacion
del anticuerpo con la Escherichia coli se produjo la unién antigeno-anticuerpo y luego su
posterior inmovilizacion en el electrodo de oro modificado, evidenciandose valores de

intensidad de corriente similares en los tres pH en estudio (Figura 42).
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Figura 42. Intensidad de Corriente vs pH en un electrodo de Au/TOU/NaH;PO,/KCI/Ac
1hora/5 mL de E.coli.

5.2.6.- Estabilidad de la inmovilizacion del Inmunocomplejo a diferentes pH.

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de la inmovilizacion del inmunocomplejo en el
electrodo de oro modificado, se analizaron los valores de intensidad de corriente a los
diferentes pH después de realizar barridos sucesivos en la solucién electrolitica renovada.
De acuerdo a lo observado podemos suponer que al ocurrir la inmovilizacion del
inmunocomplejo por medio de su adsorcion sobre la superficie del electrodo, se impide el
flujo normal de electrones y se produce una disminucion de la respuesta electroquimica, por
tanto despues de sucesivos barridos se observé mayor estabilidad en la adsorcion del
inmunocomplejo a pH 6,20 (0,09 x 10 * A), y la permanencia de la inmovilizacién hasta
después de cuatro barridos (Figura 43).
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Figura 43. Intensidad de Corriente vs pH en un electrodo de Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac
1hora/5 mL de E.coli después de cuatro barridos consecutivos.

5.2.7.- Relacion entre la Intensidad de Corriente y la concentracion de Escherichia coli
a pH 6,20.

De igual forma fue analizada la relacion entre la intensidad de corriente y las cantidades de
Escherichia coli agregadas a la solucién electrolitica, donde se pudo observar que a medida
que se aumentaron los volumenes de ésta, disminuyeron los valores de intensidad de
corriente hasta llegar a la saturacion del electrodo (a partir de los 3 mL de Escherichia coli)
(9,0 x10® UFC/mL). Por tanto, reiteramos que a medida que ocurre la adsorcion del
inmunocomplejo en el electrodo de trabajo, éste se bloquea impidiendo el flujo de electrones

con tanta facilidad y produciendo la disminucion de la corriente de pico (Figura 44).
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Figura 44. Intensidad de Corriente vs volumen de Escherichia coli en un electrodo de
Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac 1hora a pH 6,20.

5.2.8.- Mecanismo de Inmovilizacion del Inmunocomplejo.

Un proceso de inmovilizacién adecuado debe cumplir con ciertos requisitos de importancia:
la retencion de la actividad bioldgica de las biomoléculas después de la inmovilizacién sobre
la superficie del sensor, poseer un enlace reproducible, duradero y estable con el sustrato,
frente a las variaciones de pH, temperatura, fuerza ionica y a la naturaleza quimica del
microambiente, ademas debe proporcionar una localizacién de las biomoléculas de manera
uniforme, densa y orientada (Ocampo, A., 2007). De acuerdo a estos requerimientos hemos
seleccionado el protocolo de trabajo a pH 6,20 debido a que representa la mejor opcion de

estabilidad de inmovilizacion del anticuerpo y deteccion de la Escherichia coli.

De acuerdo a lo observado a pH &cido, podemos suponer las siguientes interacciones en el
mecanismo de inmovilizacion del anticuerpo: inicialmente se realizé la formacion de la

monocapa autoensamblada de tiourea sobre la superficie limpia del electrodo de oro,
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mediante un proceso de quimisorcion oxidativa en el que tiene lugar la adicion del enlace
S-H a la superficie del oro, lo que origina la eliminacion reductiva de hidrégeno (Sanchez,

J., 2007; Matheus, P., 2003), segun la siguiente reaccion:

R-S-H + Au°

v

R-SAu” + %H, Ecuacién 1.

Una vez formada la monocapa de tiourea, al incubar el electrodo modificado (Au/TOU) en
la solucion buffer de NaH,PO,/KCI a pH ligeramente &cido (6,20), los grupos amino
terminales de la tiourea se protonan, permitiendo su union al anticuerpo a través de los
grupos COO™ del mismo, por simple atraccion electrostatica. Posteriormente, al agregar a la
solucion la cepa de Escherichia coli, ésta se une al anticuerpo Anti-E. coli, por un proceso
de afinidad especifico de antigeno-anticuerpo. Esta afinidad viene determinada por la zona
de enlace del anticuerpo, la cual consta de residuos de aminoécidos que interaccionan con la
zona complementaria del antigeno, proceso resultante de las fuerzas de atraccion y repulsion
entre el anticuerpo y su antigeno correspondiente, debido a fuerzas no covalentes tales como
puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas y fuerzas de
Van der Waals (Zacco, E., 2006).

5.3.- Aplicaciones del Biosensor (Au/TOU/Ac).

Una vez elaborado el inmunosensor se planteé someter a prueba el electrodo modificado
(Au/TOU/Ac) utilizando muestras reales, que presentan matrices complejas con multiples
analitos y que pueden causar problemas de interferencias al momento de realizar las
medidas. Se procedié a analizar muestras de agua potable. En la figura 45, se observan las
voltametrias de pulso diferencial realizadas a muestras de agua de chorro, donde no se
observo diferencia significativa en la corriente de pico anddica (aprox. a potencial de 0,35
V) de los voltamogramas b,c y d, caracteristica de la deteccién de Escherichia coli, por
tanto, es de suponer que al agregar los primeros 5 mL de agua de chorro (voltamograma b)
la cantidad de Escherichia coli contenida en la muestra se uni6 al anticuerpo inmovilizado
hasta ser saturado, por ende al seguir adicionando mayor volumen de muestra no se observé

variacion significativa en los siguientes voltamogramas.
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Figura 45. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 6,20. Para: (a)
Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora agregando 5mL de
Agua de chorro, (¢) Au/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac lhora agregando 10mL de Agua de chorro
d) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1lhora agregando 15mL de Agua de chorro. Ventana de
potencial desde -0,5 hasta +0,75 V. Atmdsfera de No.

De igual forma se analizaron muestras de agua del rio Albarregas del Municipio Libertador
del Estado Mérida, observandose que a medida que se agregaban cantidades determinadas
de la muestra de agua, disminuia la corriente de pico anddica (ubicada aprox. a potencial de
+ 0,35 V) con cada adicion (voltamogramas b, ¢ y d). Podemos decir que el agua del rio
Albarregas posee Escherichia coli y al ser agregada, se uni¢ al anticuerpo formando el

inmunocomplejo en la superficie del electrodo de oro modificado (ver figura 46).
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Figura 46. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 6,20. Para: (a)
Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora agregando 5mL de
Agua de rio, (c) Au/TOU/NaH;PO4/KCl/Ac lhora agregando 10mL de Agua de rio d)
AU/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1lhora agregando 15mL de Agua de rio. Ventana de potencial
desde -0,5 hasta +0,75 V. Atmosfera de No.

5.3.1.- Especificidad de la Uni6n Anticuerpo-Antigeno.

Con el fin de comprobar la especificidad del electrodo modificado con el Anti-E.coli, se
realizaron voltametrias de pulso diferencial agregando cantidades determinadas de solucion
de Klebsiella pneumoneae la cual no es especifica para el anticuerpo utilizado (ver figura
47). Se puede observar que a medida que es agregada la cepa Klebsiella pneumoneae, no
hay disminucion de la corriente de pico anddica, es decir, ésta no se ve afectada por la
adiciones de Klebsiella pneumoneae, suponiendo que la Klebsiella pneumoneae no se une al
anticuerpo y por tanto, no es inmovilizada en la superficie del electrodo. Sin embargo,
observamos que a medida que se agregan volumenes de Klebsiella pneumoneae, las

corrientes de pico anddicas aumentan, pudiendo concluir que ademas de ser un biosensor
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especifico para la unién anticuerpo-antigeno (Anti-E.coli), también puede ser selectivo para
reconocer la presencia o ausencia de E. coli en un medio, asi como para saber si un

anticuerpo es especifico o0 no para un determinado antigeno.

0.3x10*

0.2x10+

0.2x10*

0.2x10*

il A

0.2x10*

0.1x10* (a)
010 (b)
. 1x10
(c)
0.1x10*
0.1x10* ‘ ‘ — ‘ :
-0.750 -0.500 -0.250 0 0.250 0.500 0.750

Figura 47. Voltametrias de pulso diferencial en NaH,PO,/KCI 0,1 M pH 6,2. Para: (a)
AuU/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora, (b) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1hora agregando 1mL de
Klebsiella pneumoneae (3,0 x10° UFC/mL), (c) Au/TOU/NaH,PO4/KCI/Ac 1lhora
agregando  2mL  de  Klebsiella  pneumoneae (6,0 x10®° UFC/mL) d)
AU/TOU/NaH,PO,/KCI/Ac 1lhora agregando 3mL de Klebsiella pneumoneae (9,0 x10°
UFC/mL). Ventana de potencial desde -0,5 hasta +0,75 V. Atmosfera de No.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a las experiencias obtenidas en el desarrollo de esta tesis se puede concluir:

1.- Las monocapas autoensambladas de tiourea sobre oro, representan un medio ideal para la
inmovilizacion de biomoléculas, mostrando ser una excelente herramienta para la

inmovilizacion de anticuerpos Anti-E.coli.

2.- La inmovilizacion de los anticuerpos Anti-E. coli sobre la superficie de los electrodos de
oro modificados mostro una buena efectividad para la union, inmovilizacién y deteccion de

Escherichia coli.

3.- Los evaluacién de pH demostrd que con el fin de obtener mayor estabilidad y
permanencia de la unién antigeno-anticuerpo, se deben utilizar pH ligeramente acidos (pH

6,20), de alli la importancia del pH de la solucion electrolitica en la respuesta obtenida.

4.- La utilizacion de anticuerpos especificos permite diferenciar y detectar especifica- y

selectivamente Escherichia coli mediante la unién antigeno-anticuerpo.

5.- La voltametria ciclica fue utilizada como técnica de diagnéstico en la caracterizacion de

los soportes de oro y de las monocapas autoensambladas de tiourea.

6.- La voltametria de pulso de diferencial fue utilizada para mejorar la sensibilidad del
método utilizado y permitié la observacion mas detallada de la inmovilizacion del
inmunocomplejo, debido a que esta técnica disminuyé los efectos de la corriente de carga

capacitiva y mejord la relacion sefial-ruido, mejorando a su vez el limite de deteccion.

7.- El tiempo requerido para el analisis de muestras utilizando el biosensor disefiado en esta
investigacion  (previamente preparado con la monocapa toiurea/anticuerpo),
aproximadamente 30 minutos, representa una ventaja frente a las técnicas microbidlogicas
clasicas (aproximadamente 48 horas), simplificando el proceso de analisis de muestras

complejas con el fin de detectar este patdgeno en particular.
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8.- La metodologia utilizada en esta investigacion puede ser recomendada para la
elaboracion de un biosensor selectivo a Escherichia coli y para reconocer especificamente

este patdgeno en muestras complejas con maltiples microorganismos.

9.- Los resultados obtenidos permitieron sugerir un método para la inmovilizacion de
moléculas bioldgicas en superficies de oro modificadas. De igual forma, el método utilizado
en esta investigacion permitié analizar la especificidad de la unidn anticuerpo-antigeno
(Anticuerpo-E.coli), al agregar concentraciones de Klebsiella pneumoneae, demostrando la
capacidad de reconocer la presencia o ausencia de E. coli en un medio, asi como conocer si
un anticuerpo es especifico o no para un determinado antigeno, resultados alentadores en el

desarrollo de biosensores para la deteccion de patdgenos.
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