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GLOSARIO

Aptameros: Son secuencias de acido nucleico de cadena sencilla compuesta
por ADN o RNA que adoptan la forma de estructuras tridimensionales Unicas que
permiten reconocer a un blanco Unico con alta especificidad y afinidad, se

obtienen por método “SELEX” a partir de genotecas de oligonucledtidos.

Aptasensor: Es un tipo de biosensor que tiene como elemento de

reconocimiento a un aptamero.

Coliformes: Se definen como bacterias Gram-negativas, en forma de bacilos,
no formadoras de esporas, oxidasa negativa, que fermentan la lactosa a 35-37

°C en 48 H, con produccion de &cido y gas.

Coliformes fecales: Son bacterias que habitan el tracto intestinal de humanos y
de animales de sangre caliente, estos son E. coli, Klebsiella y enterobacter, se
caracterizan porque pueden crecer a 44.5-45.5 °C y producir gas en medio EC
500 G.

Composites: Son materiales hechos por combinacién de dos o mas materiales,

resultando en una mezcla mas resistente.

CNT: Son nanomateriales al6tropos del carbono como: el diamante, los
fullerenos y el grafito.

Elemento dereconocimiento: Es unreceptor que reconoce de manera selectiva

y especifica a un blanco o analito.

Nanomateriales: Son materiales con propiedades morfolégicas menores a 1 um

en, al menos, una dimension.

SWCNT: Consta de una lamina de grafeno enrollada en forma de tubo hueco de

aproximadamente 0.5 nm y 2.0 nm de diametro.

Transductor: Es el responsable de transformar la sefial producida por la

interaccién del bioreceptor y el analito (blanco) especifico en el biosensor.

MWCNT: Se componen de dos o mas laminas de grafeno enrolladas
concéntricamente con una separacion de 0.35 nm aproximadamente entre las

capas adyacentes y pueden alcanzar un diametro de 100 nm.

) NV

15



RESUMEN

El agua para uso y consumo humano debe de estar libre de Escherichia coli, tal como
lo establece la Norma Oficial Mexicana (NOM-127-SSA1-2021), la cual garantiza su
calidad microbioldgica; por tal motivo, se requiere de analisis constantes para
identificar contaminacion bacteriana que pudiese afectar la salud de la poblacion
mexicana. El objetivo de este proyecto de investigacion fue disefiar y fabricar un
aptasensor (NASECc) que permita detectar E. coli, de forma simple y directa en agua
potable. Para ello, se construy6d un dispositivo que utiliza electrodos de oro, carbono
y latén. Posteriormente se modificaron cada una de las superficies de los electrodos
formando una nanopelicula de nanotubos de carbono de multi-pared (MWCNT), con
la finalidad de aumentar la superficie de contacto e inmovilizar un aptamero (AE10)
con afinidad por E. coli. EI NASECc se basa en mediciones de conductividad eléctrica
entre dos pares de electrodos con y sin modificacion. La construccion de la
nanopelicula con (MWCNT-AE10) permite que E. coli se fije en el electrodo por la
afinidad al AE10 de modo que, al fijarse la bacteria satura el area del electrodo y
provoca una disminucion en la lectura de la conductividad del agua, lo que indica la
presencia de E. coli en niveles de hasta una sola unidad formadora de colonia
(UFC/100 mL). Durante el proceso de construccion del dispositivo fue necesario
evaluar las modificaciones nanotecnoldgicas, para ello se emplearon técnicas de
caracterizacion avanzadas: AFM (microscopia de fuerza atomica), SEM
(microscopia electronica de barrido), espectroscopia Raman y UV-vis. Este NASEc
se construyd de manera portatil, simple, reutilizable, con alta selectividad, alta
afinidad y una deteccion rapida (3 min), ofreciendo una ventaja sobre los métodos
convencionales para determinar la calidad microbiolégica del agua. NASEc esta
disefiado para mediciones directas sin ningun tratamiento previo de la muestra y se
puede usar en agua potable que tiene un rango de conductividad de 50 a 1300
puS/cm. El uso de NASECc es una alternativa rapida que puede estar al alcance de la

poblacién en general para determinar el agua que se consume.
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ABSTRACT

Water designated for human consumption must be free of E. coli bacteria,
according to the Official Mexican Standard NOM-127-SSA1-2021, which ensures
its microbiological safety. Continuous monitoring is crucial for detecting bacterial
contamination, which poses a risk to the health of the Mexican population. This
research project aimed to develop an aptasensor (NASECc) for direct detection of
E. coli in drinking water. A device was constructed using gold, carbon, and grass
electrodes for this purpose. The electrode surface was modified to create a large
contact surface area by attaching. nanotubes (MWCNT) and immobilizing an
aptamer (AE10) with a strong affinity for E. coli. NASECc relies on measuring
electrical conductivity between two pairs of electrodes, with and without
modification. The nanofilm constructed with (MWCNT-AE10) enables E. coli to
adhere to the electrode due to its affinity to (AE10). As a result, when the bacteria
attach to the electrode, they cover the area, leading to a reduction in water
conductivity reading. This decrease indicates the presence of E. coli at levels as
low as a single colony forming unit (CFU) per 100 mL. For the device’s
development, it was essential to assess the nanotechnology knowledge.
Advanced characterization techniques were employed, including atomic force
microscopy (AFM), scanning electron microscopy (SEM), Raman spectroscopy,
and UV-vis spectroscopy. NASEc was developed in a portable, simple, and
reusable manner with high selectivity, high affinity, and rapid detection (3 min),
providing an advantage over conventional methods for assessing microbiological
water quality. NASEc is designed for direct measurement without any sample be
used in pre-treatment and can be used in drinking water with a conductivity range
of 50 to 1300 pS/cm. The used of NASEc is a quick alternative that can be

available to the general population to determine the water quality.
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1.INTRODUCCION

En la Ciudad de México, la situacién del abastecimiento y calidad del agua se
presenta como un reto. Con una poblacion de alrededor de 9200 millones de
habitantes (sin contar la zona conurbada) de acuerdo con el INEGI 2020. Para cubrir
las necesidades de agua, para uso doméstico y urbano de estos habitantes, se
requieren aproximadamente 380 litros diarios por persona, los cuales provienen en
un 70% de los acuiferos y 30% de fuentes externas como el sistema Cutzamala, de
acuerdo con lo sefialado por el Sistema de Aguas de la Ciudad de México (SACMEX
2024). La Ciudad de México se considera como una zona critica desde el punto de
vista ambiental por la poblacién que tiene, la cantidad de agua que requiere y por el
tipo de suelo donde se ubica. El abastecimiento de agua para uso y consumo
humano debe de estar garantizado y ademas cumplir con los estandares de calidad
sefalados por la norma oficial mexicana, para prevenir enfermedades relacionadas

con el agua.

La NOM-127-SSA1-2021 establece los limites estrictos en cuanto a los
parametros microbiolégicos y quimicos. La norma sefiala la ausencia/100 mL de E.
coli o coliformes termotolerantes, ademas de 3 especificaciones fisicas (turbiedad,
pH y color verdadero), dos radiactivas y 35 pardmetros mas, entre los que destacan
cadmio, arsénico y productos clorados de desinfeccion. Estos son aspectos
prioritarios para garantizar la salud de la poblacion y prevenir enfermedades; por lo
anterior, se requiere de un monitoreo efectivo y continuo del agua potable todos los
dias, principalmente para detectar coliformes fecales y E. coli. Trabajos como los de
Mazari-Hiriart et al.,, 2019, sefialan zonas de la ciudad (Iztapalapa, Tlahuac,
Xochimilco y Coyoacan) donde la calidad del agua del acuifero (antes de la
cloraciéon), no cumple con la norma oficial mexicana, de acuerdo con datos
proporcionados por SACMEX (2002-2017). Algunos elementos nocivos para la
salud son sustancias toxicas y microorganismos coliformes y fecales que alteran la
calidad del agua y la vuelven incompatible para el consumo humano. Las causas
diversas para la contaminacion microbiologica del agua en este contexto son:

cuando la fuente primaria (agua subterrdnea) de abastecimiento presenta:
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contaminacion cruzada derivada de fracturas en la red de distribucion y en el
drenaje; cuando hay fallas en el proceso de cloracion o cuando el manejo en la

fuente de almacenamiento en las cisternas o tinacos en las viviendas es inadecuado.

De cualquier modo, si bien la calidad del agua en México puede no ser la
Optima, una cloracién adecuada y el consumo de agua embotellada son medidas
para evitar enfermedades (salmonelosis, shigelosis, célera, hepatitis y amebiasis
principalmente). Si consideramos esta opcion, habria que tener en mente que el
consumo de agua embotellada no es viable a largo plazo porque representa costos
que podrian evitarse, al igual que la contaminacién al medio ambiente por los
desechos plasticos de las botellas desechables. Estudios como los de Ramirez
(2018) y Montero (2015) sefialan que México es uno de los principales
consumidores de agua embotellada en el mundo. A pesar de ello, aqui se plantea
la posibilidad de que estos consumidores puedan usar el agua de la red de
distribucién publica de manera directa sin poner en riesgo su salud, una vez que
sean capaces de conocer la calidad microbiologica del agua en tiempo real en sus
casas, de manera directa, rapida y segura, ademas que pueda ser utilizado por los
usuarios. En esta tesis se propone desarrollar un aptasensor para detectar E. coli,
mediante conocimientos de nanotecnologia y biologia molécula. Este dispositivo
constituye una invencion destinada a promover el bienestar de los usuarios
potenciales al evitar costos de salud relacionados con el consumo del agua, debido
a que les permite conocer las condiciones de potabilidad del agua que podrian
consumir de manera rapida, simple y de bajo costo, considerando que E. coli es un
tipo de bacterias del grupo de coliformes fecales que se usa como el marcador
principal de contaminacion fecal. Por ser eliminada en la materia fecal y por ser la
ruta de transmision fecal-oral y el agua uno de los principales vehiculos de
exposicion, es de vital importancia detectarla para evitar enfermedades de origen
hidrico. De la misma manera, se considera que el efecto positivo sobre el bienestar
se extiende a los ahorros sobre el ingreso personal disponible, debido a que una
practica de consumo comun durante los ultimos afios en el mercado de agua
embotellada de México se asocia con la falta de confianza en relacion con la calidad

del agua proveniente de los sistemas publicos de abastecimiento.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Calidad microbioldgica del agua potable
La calidad del agua se refiere a las caracteristicas quimicas, fisicas o bioldgicas del

agua y es una medida de la condicion del agua en relacién con su impacto en una
0 MAas especies acuaticas 0 en usos humanos, que puede ser para consumo 0 en
actividades recreativas. Rock & Rivera (2014). El agua para uso y consumo humano
debe estar libre de patdgenos. Para detectar esa condicion se han desarrollado
meétodos de control de calidad microbiolégica del agua (Lipps et al.,2022). El origen
de muchas de estas enfermedades es causado por bacterias, virus, protozoarios y
parasitos que tienen origen fecal. En muchos de esos casos, el agua es el vector de
transmision y los patdgenos entéricos son los que se encuentran en ella con mayor
frecuencia. También, el grupo de bacterias coliformes, mas especificamente E. coli,
es un indicador de contaminacién fecal del agua potable, por lo que su presencia
debe ser considerada una posible amenaza y/o un indicativo de la mala calidad
microbiolégica del agua. Del mismo modo, algunas bacterias entero-patdgenas
como E. coli O157: H7 estan en concentraciones muy bajas, mientras que los
coliformes pueden estar en mayor nimero en el agua. Esto se debe a que provienen
de la contaminacién con materia fecal de humanos o de animales de sangre
caliente, en la cual la concentracion de coliformes es méas alta a la de bacterias
patégenas (Rompré et al., 2002, Edberg, 2000).

2.2 Indicadores de la calidad microbioldgica del agua
Los indicadores pueden ser de dos tipos: microorganismos como: coliformes

fecales, coliformes totales o estreptococos fecales, o la cuenta viable de bacterias
heterétrofas, que es una medida general y de control. Estas estan presentes en
todos los cuerpos de agua y constituyen un grupo de bacterias ambientales de
amplia distribucion, ya que son indicadoras de la desinfeccion del agua,
principalmente. De acuerdo con los métodos estandar para el Analisis de Aguas y

Aguas Residuales (Lipps et al.,2022), se definen como:

2.2.1 Coliformes totales
Se conoce como coliformes a las bacterias Gram negativas en forma de bacilos, no

fermentadores, no formadoras de esporas y oxidasa negativa que fermentan la
lactosa a 35-37°C en 48 H, con produccién de &cido y gas (Lipps et al., 2022). Este

grupo de coliformes esta representado por cuatro géneros de la familia
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Enterobacteriaceas: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella (Davis et
al.,1996). La determinacién de la presencia de coliformes ha sido utilizada
tradicionalmente como prueba de control microbiolégico de calidad de agua durante

décadas en todo el mundo.

2.2.2 Coliformes fecales
Este grupo fecal se separa del resto del grupo de coliformes, incubando a una

temperatura mas elevada entre 44.5-44.5 °C y produccion de gas. Esta prueba
permite esencialmente la deteccion de E. coli. No obstante, algunas cepas de
Citrobacter y Klebsiella se ajustan a esta definicion (Koneman et al., 2008). Por otro
lado, el grupo de coliformes fecales incluye a los coliformes que habitan en el tracto
intestinal de humanos y animales de sangre caliente, esto es E. coli, Klebsiella y
Enterobacter. (Goldman & Green. 2005), aunque solo se le atribuye un origen fecal
a E. coli, las especies de los otros géneros ya citados se pueden encontrar en el
suelo contaminado. Por lo tanto, se considera a E. coli como el mejor indicador de
contaminacion fecal, y su presencia en agua implica la posibilidad de que existan
otros organismos del mismo origen (patdégenos entéricos) y algunas cepas de E. coli

enteropatogénica.

Enla Figura 1 se muestran los indicadores de calidad de agua microbiolégica
y la relaciéon que existe entre ellos en cantidad, asi como la proporcion entre la
poblacion de coliformes totales y coliformes fecales. Dentro de este conjunto
notamos también la presencia de E. coli y, dentro de este subgrupo, la posible
presencia de E. coli enteropatogénica O157:H7. Por otra parte, se considera que la
cepade E. coliO157:H7 es un microorganismo nocivo para la salud que puede estar
presente en los alimentos y agua contaminada. Por ejemplo, se ha reportado que
es la responsable de 73,000 casos de infeccion y 61 muertes en Estados Unidos
cada afio, lo cual implica un costo de salud publica, por lo que es importante su
deteccién (Varshney & Li, 2007). Los métodos mas utilizados para la deteccion de
E. coli se basan en técnicas microbioldgicas clasicas, moleculares e inmunolégicas
que hacen la determinacion tardada y especializada. En la siguiente seccion se

describen brevemente los métodos de deteccién mas usados.
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Deteccion en linea de la calidad microbiologica del agua potable m‘w

Coliformes

totales

a)
b)

Coliformes
fecales

Figura 1. Indicadores de contaminacion de agua potable: a) coliformes totales =
contaminacion ambiental, b) coliformes fecales + E. coli = contaminacion de
origen fecal, c¢) E. coli. - contaminacion fecal Water--Eph-Dw (2016).

2.3 Métodos de deteccion

2.3.1 Clasicos
Los métodos tradicionales para determinar la calidad microbiolégica del agua para

consumo humano son métodos que se han usado por décadas y se basan en
métodos que dependen del cultivo. Cada uno de ellos incluye los siguientes pasos
para la deteccion de bacterias: pre-enriquecimiento en medios complejos,

enriquecimiento selectivo, cribado bioquimico y confirmacion seroldgica.

La interpretacion de estas pruebas es a menudo compleja, lo que genera que
el método sea lento, ya que se requieren de dos a tres dias para obtener los
resultados iniciales y, al menos, de siete a dieciséis dias para obtener la
confirmacion de un resultado positivo (De Boer & Beumer, 1999). Otros
inconvenientes asociados con los métodos de cultivo son: la baja sensibilidad, el
riesgo de contaminacién microbiana que resulta en la inhibicion del crecimiento de

bacterias de interés, y la presencia de bacterias cultivables viable pero no cultivables
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(VBNC); ademas de requerir personal capacitado para ejecutar esta serie de pasos.
Asimismo, las consecuencias de la presencia de VBN son la de subestimar células
viables, el nimero de patégenos y/o dificultad para aislar los patdégenos de la
muestra (Paniel & Baudart, 2013).

Cabe destacar que las técnicas reportadas por Lipps et al. (2022) son
meétodos en los que se basa la horma oficial mexicana para agua potable y en otros
paises como: Canad4, la Comunidad Europea, Estados Unidos, etc. La finalidad de
establecer estas normas es para garantizar la calidad microbiolégica del agua
potable, ya que los valores permitidos deben tener cero presencia de E. coli. Los

métodos clasicos mas utilizados son los que se enumeran en seguida:

2.3.1.1 La cuenta en caja de bacterias heterotrofas (HPC)
Se determina como una medida general de la calidad del agua, para estimar la

cantidad de bacterias vivas en el agua y poder monitorear los cambios que ocurren
durante el tratamiento y cambios de temperatura. La cuantificacion indica una
primera prueba de que hay un crecimiento alto de bacterias. De acuerdo con la
NOM-110-SSA1-1994, se deben de contar cajas con 50 a 250 UFC. Las bacterias
heteroétrofas incluyen a todas las bacterias que utilizan como fuente de carbono
compuestos organicos, lo que incluye un amplio grupo de bacterias. Patégenos no
patégenos, oportunistas (Lipps et al., 2022).

2.3.1.2 Tubo multiple fermentado
La técnica de enumerar coliformes por medio de la fermentacién multitubo (MTF) se

ha utilizado por mas de ochenta afios como método de monitoreo para la calidad
del agua. El método consiste en inocular una serie de tubos con diluciones
decimales apropiadas a la muestra de agua. Después, las muestras se consideran
presuntivamente positivas cuando se observa crecimiento, produccion de gas y
acido después de 24 H a temperatura de 35 °C. Finalmente, una prueba de
confirmacion positiva es la formacion de gas en un tubo de fermentacion de caldo
de lactosa bilis verde brillante en cualquier momento dentro de las 48 H a
temperatura de 35 °C. El resultado de MTF se expresa como numero mas probable
(NMP). Este numero es una estimacion estadistica del promedio del nimero de

coliformes en la muestra. adicionalmente, esta técnica ofrece un enfoque
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semicuantitativo de los coliformes presentes en la muestra. Sin embargo, la
precision es baja y depende del nimero de tubos utilizados para el analisis. Por
ejemplo: si solo se examina 1 mL en una muestra que contiene 1 UFC/mL, alrededor
del 37% de los tubos de 1 mL se espera que arroje resultados negativos debido a
la distribucion aleatoria de las bacterias en la muestra (Rompré et al., 2002). Por
tanto, este método requiere de 48 H para la obtencion de resultados presuntivos v,
posteriormente, los tubos positivos requieren de un subcultivo en medios selectivos
para confirmacion; este Ultimo proceso requiere de 48 H adicionales. Se puede
concluir que este método clésico es tedioso por el alto volumen de diluciones y por
el nUmero de tubos por muestras de agua procesada. De cualquier manera, hay que
tener en cuenta que es un método econdmico y relativamente facil de llevar a cabo
después de concluir el entrenamiento microbiolégico adecuado que aparece en las

normas internacionales.

2.3.1.3 Filtracion en membrana
La técnica del filtro de membrana (FM) es una técnica aceptada y aprobada como

procedimiento de monitoreo microbiolégico para agua potable (NOM-127-SSA1-
2021; Rompré et al., 2002). Este método consiste en filtrar una muestra de agua
utilizando un filtro estéril que tenga el tamafio de poro de 0,45 mm con el propdsito
de retener las bacterias. Acto seguido, se incuba en un medio selectivo y se
seleccionan las colonias tipicas. Es importante mencionar que los medios mas
utilizados para el analisis de agua potable son los medios M-Endo en América del
Norte (Lipps et al., 2022) y el medio Tergitol-TTC en Europa (AFNOR, 1990). Las
bacterias coliformes forman colonias rojas con un brillo metélico en un medio tipo
Endo que contiene lactosa (incubacién 24 H a 35 ° C para CT) o colonias amarilla-
naranja en medio Tergitol-TTC (incubacion 24°C y 48 °C a 37 °C y 44 °C para
coliformes totales y coliformes fecales, respectivamente). Para concluir, este
método, por si solo, no es suficiente para identificarlas de manera especifica y su
procedimiento es mas lento, ya que para identificarlas requiere de 24 H mas en un

medio selectivo.

2.3.2 Rapidos
Los métodos rapidos requieren un tiempo reducido para la obtencion de resultados.

Algunas de sus cualidades son que permiten procesar un numero elevado de

muestras por unidad de tiempo y son faciles de usar, pero requieren de dos pasos.
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El primero es la concentracion de la muestra, que consiste en realizar la captura de
los microorganismos de interés mediante método de concentracion de la muestra
por alguno de los siguientes métodos. 1) fisico (centrifugacion vy filtracién) o por la
identificacion de reconocimiento por inmunoensayo o sondas especificas, 2) por
técnicas de ADN, como es la PCR en tiempo real (q PCR) cuantitativo y
secuenciacion, 3) mediante enzima/sustrato (cromogénicos o fluorescentes). El
segundo paso se dedica a la deteccion de la respuesta, la cual puede ser por
fluorescencia, por métodos electroquimicos, o0 piezoeléctricos, entre otros.
Relacionado a ello, existen dos factores fundamentales para tener en cuenta.
Primero, que los resultados positivos obtenidos por métodos alternativos deben de
ser confirmados con métodos de referencia (normalizados). Segundo, al igual que
cualquier método microbiolégico, la toma de muestra es fundamental para obtener

buenos resultados (buenas practicas de laboratorio).

En la Figura 2 se muestra un resumen de los métodos mas importantes que
pueden utilizarse para la deteccidon de bacterias en el agua con base en el tiempo
de analisis y de la sensibilidad de varios de ellos, y también su importancia. La
citometria de flujo es una técnica que detecta E. coli en cinco minutos con una
sensibilidad de 1050 UFC/100 mL. La técnica de PCR dura 4 H y la sensibilidad
reportada es 1030 UFC/100 mL, el método inmunoldgico dura dos minutos y detecta
100 UFC/100 mL; algunos aptasensores detectan 100 UFC/100 mL en un minuto
aproximadamente; por otro lado, la técnica enzimatica requiere mayor tiempo;
aproximadamente de treinta a sesenta minutos, mientras que la técnica de cultivo

en placa necesita aproximadamente 48 H (Wu et al.,2017).
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Deteccion en linea de la calidad microbiologica del agua potable I)M
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complejidad de la medicion

5 min

Figura 2. Métodos que se pueden usar para la deteccion de bacterias en agua,
organizados de acuerdo con el tiempo de analisis.

2.3.2.1 Enziméticos
Estos métodos se basan en las propiedades enzimaticas de las bacterias coliformes

y para lograrlo se usa un sustrato definido. Mientras tanto, durante el proceso de
incubacion de los microorganismos especificos (coliformes totales y E. coli) se utiliza
sustrato, un compuesto cromégeno o un fluorocromo, adicionado en el medio sélido
o liquido para permitir que reaccione con un producto de la reaccion enzimatica que
permita formar un complejo colorido. Esto seria indicativo de la presencia de
coliformes o E. coli, segun sea el caso. También es importante tener en cuenta que
esta presencia dependera del sustrato utilizado y la enzima presente. Asimismo, la
actividad enzimatica se mide por la aparicion del producto de la hidrdlisis obtenido

mediante diferentes técnicas electroquimicas, tales como la amperométrica
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(Pérez-Lopez & Merkogi, 2011), colorimétricas, fluorométricas y luminométricas
(Fiksdal & Tryland, 2008).

1. El método de presencia/ausencia con mlultiples tubos fermentados
consiste en tener caldo de cultivo de Lauril Triptosa para después adicionarse una
combinacion de sustratos ONPG (4-metil-umbeliferil-beta-D-glucurénido) para la
enzima constitutiva B-galactosidasa en todos los coliformes totales y la MUGgIu (4-
metillumbelliferril-B-D-glucuronido), que es el sustrato cromogénico especifico para
la identificacion de E. coli de forma rapida. En este sentido, la reaccion consiste en
la hidrdlisis del MUG por la enzima constitutiva 3-D-glucuronidasa que lo hidroliza
para producir un producto fluorogénico que se puede detectar bajo la luz UV de
onda larga (366 nm). Este método presenta una sensibilidad de 1 UFC/100 mL en
18-24 H. Se tienen resultados positivos sin requerir confirmaciéon por pruebas
bioquimicas o seroldgicas. Verdaderamente, esta es una alternativa para los
meétodos clasicos porque elimina el paso de cultivo, adicionando la ventaja de
ahorrar tiempo en comparacién a los métodos clasicos de MTF y MF anteriormente
revisados. Estas pruebas enziméticas son la base para métodos comerciales como
Colilert, (INDEXX, Portland ME, USA), Colisure, (INDEXX; USA) y ColiQuick (Hash,
Co UK), entre otros. Numerosos estudios se han realizado para comparar los
métodos clasicos con estos otros métodos automatizados. De tales estudios no han
resultado diferencias significativas entre los dos métodos. Las pruebas de Colisure
han sido aprobadas por la U.S. EPA e incluidas en el estandar para analisis de agua

potable y agua residual.

2. La filtracibn en membrana conjugada con deteccién de actividad
enzimatica en coliformes funciona con base en la cuenta de bacterias en medio
sélido que incluye en su formulacion un sustrato cromogeno y/o fluorégeno. Esta
filtracion facilita el analisis de la presencia de E. coli y de coliformes totales en
muestras de agua potable. Los resultados se obtienen en 24 H, lo que
es un tiempo mas corto si lo comparamos con los métodos clasicos de deteccion
con una sensibilidad de 1 UFC/100 mL.

Existen diferentes medios comerciales que se utilizan para medir la presencia
de coliformes y E. coli, para el analisis de muestras de agua. Estos pueden ser los
medios especificos para este grupo de bacterias adicionados con sustratos
cromogénicos o/y sustratos fluorogénicos que detectan (3-D- glucoronidasa y/o 3-D-
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galactosidasa. Sobre esto, los que se utilizan con mayor frecuencia son: Agar
Cromocult coliforme (Merck-Millipor, Darmstadt, Alemania), Fluorocult para E. coli
(Merck) y m-Coliblu 24 caldo (Hach). Cabe destacar que estos métodos estan
aprobados por US EPA para hacer un analisis del agua potable y de agua residual
(Lipps et al., 2022). Estos medios pueden ser usados en el laboratorio sustituyendo
a los medios clasicos de deteccidn, pero hay que tener en cuenta que son costosos
y que no satisfacen el cultivo de bacterias no cultivables ya que requieren de un

laboratorio con equipo especializado y de personal capacitado.

2.3.3 Moleculares e inmunolégicos
Por otro lado, los métodos moleculares han sido adaptados para el analisis de agua

potable en respuesta a la necesidad de tener métodos mas rapidos, mas sensibles
y especificos que eliminan el cultivo en medios tradicionales; incluyendo el mismo
tiempo de incubacion y el tiempo de andlisis. Son métodos que pueden identificar
bacterias cultivables y no cultivables en un tiempo corto de 4 H, asi como la
posibilidad de una deteccion especifica de coliformes y de E. coli en agua potable.

Los métodos mencionados se describen a continuacion.

2.3.3.1 Inmunologicos
Los métodos inmunolégicos basados en antigeno/anticuerpo permiten identificar

familias, géneros, especies y serotipos especificos dependiendo del nivel de
taxonomia del antigeno blanco que incluyan. También, los anticuerpos pueden ser
de dos tipos: policlonales y monoclonales; estos ultimos son los mas especificos.
Pero, si vamos por partes, podemos decir que el complejo antigeno/anticuerpo
puede ser detectado y cuantificado por los siguientes métodos: 1) por
inmunocaptura de células o antigenos resultante de unirse a enzimas, IMS -por sus
siglas en inglés- (Separacion immunomagnético), o ELISA (Enzimoinmuno ensayo
de adsorcién), que genera un complejo que puede ser detectado por una sefal
fluorescente; 2) deteccion de la célula por inmunoensayo. Cabe destacar que los
meétodos inmunologicos se han usado para detectar microorganismos indicadores
de la calidad del agua mediante ELISA con anticuerpos monoclonales especificos

para detectar coliformes.

Asimismo, trabajos como el método descrito por (Hubner et al., 1992)
proponen realizar un ensayo de ELISA -tipo sandwich- con anticuerpos especificos
para enterobacterias G2a898 en combinacion con un precultivo de la muestra en

meétodo selectivo. Esta union permitio tener resultados en veinticuatro H sin
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necesidad de confirmar los resultados por pruebas serolégicas, lo cual lo vuelve un
método mas rapido, que el convencional de cuantificacion de enterobacterias en
agua. En este sentido, es importante mencionar otras de las bondades del método
ELISA, como lo es la alta sensibilidad con la que trabaja ya que es facil de realizar
y detecta 10° g de antigeno-proteina. Por el contrario, una de sus limitantes es la
especificidad de los anticuerpos que pueden dar reacciones cruzadas con otras
bacterias presentes en la muestra de agua (Rompré et al., 2002). Otra desventaja
por considerar si se usa este método es la concentracion del anticuerpo que seria
altay el bajo numero de microorganismos presentes en la muestra de agua potable;
resultado de filtrar gran cantidad de muestras para concentrar los microorganismos
presentes y poder detectarlos. Por ultimo, la presencia de microbiota y otros
materiales pueden estar presentes en la muestra y eso puede derivar en una

interferencia en la deteccién deseada.

Dentro de la misma linea metodoldgica hay que tener presente el ensayo
Immunofluorescente por ser otro método inmunoldgico que se ha utilizado para la
identificacion de E. coli y coliformes en agua potable. Su principal cualidad es que
se puede usar de forma directa o indirecta en la célula blanco. El procedimiento
directo consiste en marcar un anticuerpo especifico con un fluorocromo para
observarse al microscopio epifluorescente. Este método se usé para la evaluacion
de contaminacion fecal en muestras de agua; cabe destacar que estas muestras
reportaron muy buenos resultados ya que se encontré mayor sensibilidad que en
los métodos tradicionales de cultivo de cuenta en caja y con una deteccion de E.
coli de 102 UFC/100mL, (Zaccone et al.,1995). Por el contrario, el método indirecto
consiste en usar un anticuerpo especifico para E. coli -que puede ser comercial-, y
un segundo anticuerpo marcado con un fluorocromo para que reconozca al primer
anticuerpo. Esta accion sucede con gran exactitud y precision al observarse la
florescencia en el microscopio, aunque también puede cuantificarse en el citbmetro
de flujo por ser un método rapido una vez que se filtr6 la muestra de agua. Esta
rapidez recae también en la posibilidad de marcar directamente la membrana con
inmunofluorescencia para cuantificar coliformes fecales. Es importante mencionar
gue este método equivale al de filtracibn en membrana y que una desventaja es que
no puede distinguir entre bacterias vivas y muertas; ni tampoco dar informacién

sobre el estado fisiolégico de las bacterias.

En conclusién, la limitante de los métodos inmunoldgicos como se sefiald

anteriormente recae principalmente en la necesidad de usar un gran volumen de
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muestra porque contiene un bajo niumero de bacterias blanco. Sin embargo, esta
limitante se puede resolver al usar esferas magnéticas con anticuerpos
monoclonales, o policlonales, ya que pueden atrapar a las bacterias si
concentramos la muestra y las identificamos por medio de un ensayo
inmunofluorescente de forma directa; o mediante la forma quimioluminiscente-Elisa.
Asimismo, con este método se puede detectar rapidamente la presencia de E. coli
en agua potable, una vez hayamos concentrado la muestra al ser incubada con ECA
unido a NMP (nanoparticulas de fierro) previamente sintetizadas. Después de ello,
se hace pasar por una columna magnética para separar las nanoparticulas unidas
a E. coli separacion (inmunomagnética). Por ultimo, posterior a la realizacion del
ELISA tipo sandwich tendremos una deteccién de E. coli de 5 x 108 células/mL en

un tiempo de analisis de tres a cuatro H (Pappert et al., 2009).

2.3.3.2 Basado en acidos nucleicos
La introduccion de las técnicas moleculares para determinar la calidad

microbiolégica del agua son una alternativa para reducir el tiempo de analisis y la
sensibilidad, principalmente. La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés) (Igbal et al., 1997) consiste en replicar un segmento
DNA junto a una enzima DNA polimerasa (taq polimerasa) y oligonucle6tidos
(iniciadores) especificos. La eficiente deteccion depende de tres factores: 1) la
homologia y complementariedad entre la secuencia a amplificar, 2) los iniciadores
seleccionados, y 3) la temperatura de hibridaciéon. Los ciclos de PCR dan como
resultado una amplificacion exponencial del blanco que permite tener un niumero
alto de copias; aun cuando se parta de un numero bajo de microorganismos en la
muestra a analizar, como sucede con el agua potable (Bej et al., 1991). El método
de PCR se ha aplicado en muestras de agua potable para detectar coliformes
totales, amplificando el gen lacZ que codifica para la enzima [3- galactosidasa y
para detectar coliformes fecales el gen uidA. Actualmente se han reportado
ensayos para detectar E. coliy coliformes totales en agua mediante la recuperacion
microbiana y la deteccion de genes lacZ, wecG y 16SRNA. (Maheux et al., 2014)
Un estudio importante ha sido el comparativo entre la técnica de PCR, el método
Colilert y el medio clasico (Maheux et al., 2014). Por otro lado, existen diversas
variantes de PCR gue se pueden aplicar en el andlisis de agua potable de acuerdo
con las necesidades del estudio que se requierarealizar. Por ejemplo, PCR multiplex
donde se utiliza una mezcla de diferentes iniciadores para amplificar diferentes

fragmentos de DNA en un mismo tubo de reaccion y asi poder identificar coliformes
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totales y E. coli en una misma muestra de agua (Bej et al., 1991); también esta la
PCR anidada que se trata de un analisis con un doble PCR que utiliza un iniciador
interno en la segunda PCR. Para mas informaciéon se pueden consultar los
resultados publicados por (Juck et al.,, 1996). De cualquier modo, con estas
modificaciones se obtiene mayor especificidad y no requiere de hibridacién para
confirmar los resultados, lo que se traduce en una ventaja, ya que el analisis puede
detectar en un periodo de 6 a 8 H. Es Importante destacar que la visualizacion de
productos de PCR por hibridaciéon con sonda marcada, para muestras con baja
concentracion detectando hasta concentraciones de (1 célula /100 mL) de producto
de PCR

Otra caracteristica importante de mencionar es que el PCR en tiempo real es
una variante del PCR tiempo final. Es decir, es una técnica cuantitativa donde se
monitorea la concentracién de producto y se amplifica. También, la fluorescencia
emitida que generalmente usa el SYBR Green® como fluorocromo emite una luz
verde (Amax= 522nm), o bien, funciona con sondas especificas marcadas. Cabe
destacar que la técnica de gPCR se ha utilizado para cuantificar E. coli y otros
indicadores de calidad de agua, (Ahmed et al., 2012; Botes et al., 2013) con alta
sensibilidad. EI método de gPCR también se ha utilizado para detectar la cepa
enteropatogénica E. coli O157: H7 que es un patdégeno bacteriano que causa colitis
hemorragica (HC) y sindrome urémico hemolitico (SHU), Rodriguez-Angeles et al.,
2002. Del mismo modo, se ha reportado que se le implica como el agente etiolégico
de varios brotes de enfermedades transmitidas mediante el agua. Es decir, que la
dosis infecciosa de este patégeno se encuentra en el rango de diez a cien células.
Cabe destacar que E. coli O157:H7 fue incluido como contaminantes del agua
potable por la EPA en 2009 debido a su potencial para causar enfermedades

transmitidas por el agua potable (Sen et al., 2011).

Actualmente se han utilizado tecnologias donde convergen métodos
moleculares e inmunoldgicos. Por ejemplo: PCR-Elisa, para detectar coliformes en
agua, donde el tiempo de analisis es de cuatro h y detecta cinco UFC/100 mL para
coliformes totales. Aqui, el margen de error es del 1.4% en la deteccion (Kuo et al.,
2010). Para concluir se puede decir que, si bien los métodos moleculares son
precisos, altamente sensibles y mas rapidos que los métodos clasicos, tienen la
desventaja de ser mas caros y de requerir de equipo especializado, por lo que no
es la mejor de las opciones disponibles para un publico amplio y que no tiene

conocimientos del area.
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2.3.3.3 Citometria de flujo
Esta es una técnica multiparamétrica y cuantitativa donde su principal caracteristica

es el analisis de dispersion y fluorescentes de las células al hacer pasar un haz de
luz (Laguado, 2007). Esta técnica se ha utilizado en el campo de la microbiologia
con mucho éxito por ser una herramienta rapida y sensible para la deteccion de
microorganismos en el agua. La citometria de flujo (CMF) permite obtener
informacion sobre la genética y datos fisiologicos, asi como morfolégicos
considerados en la diversidad de microorganismos. Una de sus principales
aplicaciones ha sido en la microbiologia ambiental porque es utilizada para
caracterizar microorganismos en ambientes extremos y en nuevos ecosistemas,
asi como en muestras de agua potable donde se detectan microorganismos viables
de forma rapida pero que no son cultivables que no se pueden detectar por

métodos convencionales.

Por otro lado, el principio de la citometria se basa en las células en fase
liquida pasan individualmente al frente de una fuente de luz (laser) y los datos de
aguella luz reflejada, y de la fluorescencia emitida, son recolectados y organizados
para analizarse posteriormente mediante un software especializado. De modo
general, puede destacarse que la técnica de CMF ha sido utilizada para detectar
bacterias presentes en muestras de agua potable al usar compuestos quimicos
como el yoduro de propidio y el SYBR Green, por la capacidad que esto tiene para
marcar el ADN. Este ejercicio sucede bajo condiciones diversas de la membrana
celular y el mecanismo de accion en la cual la célula intacta (células vivas) deja
pasar el SYBER Green para tefiir de color verde; mientras que el yoduro de propidio
no puede penetrar en la célula intacta. Hay que tomar en cuenta que, en situaciones
donde la membrana esta dafiada y se tifie con el SYBR Green y el yoduro de

propidio juntos, se tifien de rojo muertas y las células vivas se tifien en verde.

Para concluir este método, cabe destacar que la evaluacion de la calidad del
agua por medio de citometria de flujo es util para el monitoreo en los procesos de
tratamientos de agua o para la deteccion de cambios en la calidad del agua potable.
Por ejemplo, esta técnica ha sido utilizada por el Instituto Federal de Ciencia y
Tecnologia del Agua de Suiza (EAWAG) como el método oficial para determinar la
calidad microbiologica del agua. Esta decision probablemente hatenido relacion con
el hecho de que este método permite determinar el nimero total de células en una
muestra de agua en pocos minutos de medicién, aunque se requiere de una

preparacion de la muestra; lo que permite tener indicios sobre su contaminacion,
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mediante la huella digital del agua. Asimismo, detecta cambios en las bacterias en
estado fisioldgico. Por ejemplo, si se encuentran activas o inactivas. Otra cualidad
destacable es la intensidad en la fluorescencia ya que esta determinada por el alto
0 bajo contenido de DNA en la célula bacteriana (Koetzsch., 2012; Nevel et al.,
2017).

2.3.4 Espectrometria Raman
Esta es una técnica fotonica que proporciona informacion quimica y estructural de

un compuesto organico, inorganico o biolégico de forma rapida; ademés de ser
técnica con alta precision. El método se basa en el examen de la luz dispersa al
incidir sobre el material un haz de luz monocromatico. Una pequefia porcion de luz
es dispersa inelasticamente, que experimenta ligeros cambios de frecuencia que
son caracteristicos del material analizado independientemente de la frecuencia de
luz incidente, es una luz no destructiva y se realiza sobre el material directamente.
Es una técnica que se ha aplicado en sistemas biologicos para la identificacion de
microorganismos mediante los espectros vibracionales especificos de cada

molécula.

La técnica de espectrometria Raman en sus diferentes modalidades SERS
(espectrometria mejorada en superficie), se ha utilizado como una herramienta
analitica para la identificacion y deteccién de bacterias patégenas E. coli y
Salmonella typhimurium, a nivel laboratorio; el espectro SERS va de 600-1800 cm-
1y 600-1600 cm! respectivamente este espectro permite una identificacion rapida
y sensible de estas bacterias (Su et al., 2015), las bandas importantes que Su et
al., 2015 reportaron, fueron, 722 y 729 cm* que corresponden a la deformacion
vibracional de adenina y son bandas caracteristicas del espectro de ADN, otro
conjunto de bandas reportadas se encuentran en la posicion 1442,1472 y 1478 que
corresponde a la deformacion C-Hz de moléculas proteicas. El andlisis de células
individuales de E. coli fue realizado mediante espectrometria micro-Raman
confocal, mediante el cual se encontraron bandas en la posicién 728 cm™ para
adenina y 1453 cm para lipidos (CH2) (Xie and Li, 2003). Mediante esta técnica,
se puede estudiar la superficie de los biosensores microbioldgicos y analizar las
modificaciones a nivel nanométrico, por ejemplo, la inmovilizacion de aptameros
para identificar bacterias, ademas de electrodos que se modifican con NTC y se fijan
sondas de DNA a NTC para la identificacion de E. coli (Ozkan-Ariksoysal et al.,
2017).

El grupo de técnicas anteriormente descritas son técnicas que se han utilizado para
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el andlisis de bacterias en agua; sin embargo, el uso de este dispositivo para

determinar la calidad microbiologica del agua ha sido poco utilizado.

2.3.5 Biosensores
El lUPAC define un biosensor como un dispositivo analitico capaz de proporcionar

informacion analitica, cuantitativa o semicuantitativa en el cual se incorpora un
material biolégico (tejidos, anticuerpos, microorganismos, enzima, organelos, etc.)
0 biomimético (aptameros, acidos nucleicos, péptidos y polimeros de impresion
molecular), intimamente asociado o integrado con un transductor fisico quimico
(Lazcka et al., 2007). El rasgo caracteristico de un biosensor es el contacto directo
entre el elemento de reconocimiento biolégico o bioreceptor y el transductor. En
unbiosensor el material biolégico le confiere la selectividad, mientras que el
transductor, le aporta la sensibilidad. En la Figura 3 se muestra el principio de
funcionamiento de un biosensor (Strehlitz et al., 2008). Los biosensores se pueden
clasificar de acuerdo: al tipo de interaccion que se da entre el elemento de
reconocimiento y el analito; el método para detectar la interaccién y la naturaleza
del elemento de reconocimiento o del sistema de transduccion (Gonzalez et al.,
2005).

[BioreceptorJ[Transductor][ Senal ]

Conver

sion de
Y la sefal
3 L~ f UFC/1
X Y A {
2 Cambio
fisico o
X quimico

Figura 3. Principio de un biosensor. Tomado y modificado de (Vidic et al., 2017).

Los biosensores son dispositivos analiticos que tienen las siguientes

caracteristicas: la capacidad de detectar en tiempo real, alta sensibilidad, tiempo

s
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corto de analisis, facilidad de automatizacion, capacidad de inclusion en sistemas
de integracion y la miniaturizacion. Este abanico de cualidades ha permitido que en
los ultimos afos la tecnologia de biosensores se desarrolle para aplicarla en
diferentes campos: ambiental, médico y biotecnolégico, lo cual ha favorecido el
desarrollo comercial de biosensores para la deteccion de microorganismos
patégenos o indicadores de calidad en alimentos y agua (Lazcka et al., 2007). Los
biosensores desarrollados para detectar microorganismos en agua se detallan en

la siguiente seccion

2.3.5.1 Enzimaéticos
Los biosensores basados en la deteccion de la actividad enzimatica han sido

ampliamente reportados en la literatura y se basan en la deteccion de la actividad
enzimatica de los microorganismos indicadores de la calidad del agua: coliformes
fecales (E. coli) y coliformes totales. Una de las mas utilizadas, es la B-D-
galactosidasa (B-GAL) que cataliza la hidrélisis de la lactosa en galactosa y glucosa
(Wutor et al., 2007), el uso de sustratos criogénicos y fluorogénicos, como el
cromogeno clorofenol B-D-galactopiranosido (CPRG) por sus siglas en inglés. Este
compuesto es de color amarillo y mediante la enzima [(-galactosidasa puede
desdoblarse en clorofenol de color rojo (CPR). Con el principio de esta reaccion se
han desarrollado biosensores electroquimicos, donde se puede detectar
contaminacion fecal en agua. Algunos autores han reportado la modificacion de los
electrodos con metaloftalocianina para disefiar un biosensor electroquimico que
detecta 1 UFC/100 mL de coliformes en agua contaminada (Wutor et al., 2007); otro
biosensor portatil basado en este mismo principio (hidrélisis de la lactosa) y
midiendo con un glucometro la desaparicion de glucosa en el medio por presencia
de E. coli en la muestra de agua (Chavali et al., 2014). En la Universidad de Alberta,
en Canada (Gunda et al., 2014) desarrollaron un kit para detectar la presencia y la
ausencia de E. coli y coliformes totales en agua para usarlo en campo y tiene como

fundamento la cuantificacién del producto de la hidrélisis enzimatica.

2.3.5.2 Inmunosensores
Son biosensores donde los anticuerpos son el elemento de reconocimiento y

pueden estar acoplados a diferentes sistemas de transduccién segun sean las
necesidades y el interés de la aplicacion. El uso de anticuerpos en estos
biosensores ha sido muy utilizado para la deteccion de microorganismos en
diferentes muestras complejas como alimentos, sangre y medio ambiente
(sistemas acuaticos). Diferentes inmunosensores se han desarrollado para detectar

E. coli en agua, entre ellos, el de superficie plasmon resonancia que utiliza
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anticuerpos policlonales para reconocer especificamente a E. coli con un limite de
deteccion de 9 x 102 — 18 x 10° UFC/100 mL en treinta minutos (Dudak & Boyaci,
2007).

Del mismo modo, en los cuerpos de agua abiertos o cerrados que abastecen
a los sistemas de potabilizacion, se pueden encontrar bacterias patégenas como E.
coli enteropatdogena (O157:H7), la cual puede causar severas diarreas
(hemorragicas) y dafo renal. Por tanto, en la literatura se han reportado diversos
inmunosensores que miden la impedancia de la bacteria capturada en la superficie
del electrodo de oro por parte de los anticuerpos (Wan et al., 2016; Cimafonte et al.,
2020). Los autores ahora citados reportaron el desarrollo de un inmunosensor que
detecta la presencia y la ausencia de E. coli en agua en concentraciones de 300
UFC/ 100ml en una hora. Para lograrlo, el método se basa en usar sensores de oro
serigrafiados donde se inmovilizan anticuerpos anti E. coli, y se mide la impedancia
como respuesta. Otro disefio de inmunosensor muy promisorio es el disefiado por
(Dudak & Boyaci, 2007) con anticuerpos policlonales especificos para E. coli. Aqui,
los anticuerpos fueron inmovilizados en electros de oro y detectaron 9X102

UFC/100 mL y se us6 un microscopio de resonancia plasmon como transductor.

2.3.5.3 Aptasensores
Son biosensores que cuentan con un aptamero como elemento de reconocimiento.

Otras de sus caracteristicas son que los transductores y /o potenciadores de sefal
son los nanomateriales u otros compuestos. Cabe resaltar que el estudio y la
comprension en profundidad de cdmo actlan los aptameros de &cido nucleico, en
términos de sus propiedades conformacionales y ligando-vinculante, han producido
investigaciones para desarrollar sensores basados en aptadmeros y transductores
electroquimicos, opticos y pizoeléctricos (Son et al., 2008).

Dentro de las ventajas que brindan los aptasensores sobre los
inmunosensores, destacan la estabilidad que presentan los aptameros sobre los
anticuerpos, entre ellas la modificacion que puede hacerse en los extremos del
oligonucleétido (3’ 0 5°) que permite unirse a diversos nanomateriales. Esta accion
les confiere estabilidad y resistencia a las enzimas nucleasa al estar fijo a los
electrodos via adsorcion fisica o quimica (Hayat & Marty, 2014; Wu et al., 2008).
Cabe destacar que los aptameros pueden sintetizarse por PCR una vez que estén
disefiados y, a su vez, esto permite sintetizarlos quimicamente a partir de una
secuencia conocida que los hace mas econdémicos que los anticuerpos que para

obtenerlos se requiere de animales de laboratorio para su sintesis. Los aptameros
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son moléculas mas pequefias de 5-20 kda (1-2 nm) (Sun and Zu, 2015). Son
regenerables por lo que se pueden usar para fabricar aptasensores reusables. Para
concluir, este disefio permite que los aptasensores exhiban una excelente
selectividad, alta sensibilidad y estabilidad que permiten contar con una gran
flexibilidad en el disefio gracias a su novedosa aplicacién para el monitoreo de
cuerpos de agua y determinar la presencia de microorganismos, Figura 4a se
muestran diferentes blancos como bacterias, virus, farmacos etc., en b se presentan
diferentes receptores aptameros, DNA, anticuerpos etc., en c., nanoparticula de oro,
NTC, etc.

(

'&4-@- @

Figura 4. Esquema de las partes de un aptasensor a) blanco b) biororeceptor c)
elementos transductores tomado de Kurup et al., 2021.

La integracion de nanomateriales en la plataforma del disefio de los aptasensores
abre muchas posibilidades expresadas en los siguientes apartados. Del mismo
modo, los bioreceptores que han presentado mayor uso en la fabricacion de
biosensores en los ultimos afios son los aptameros, por la gran variedad de ventajas
mencionadas anteriormente. Las publicaciones reportadas en la base de datos
(Science Direct), indican un incremento de aproximadamente 300% de
publicaciones con el término aptasensor en 10 afios Kurup et al., 2021, lo que
muestra su importancia e interés en el campo cientifico y tecnolégico. Los

aptameros son la base de los aptasensores y se describen enseguida.

s
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2.3.6 Aptameros como elemento de reconocimiento (bioreceptor)
aptasensor

a) ¢Qué son los aptameros?

Los acidos nucleicos fueron durante mucho tiempo considerados como depdsito de
la informacion genética (ADN) y de su transferencia de genes a proteinas (ARN).
Actualmente se sabe que pueden tener otras funciones, como la de catalisis
enzimatica (ribozymes), y la de oligonucleodtidos que pueden unirse a varias
moléculas diana de nombre “aptameros” que confirman la multifuncionalidad de los
acidos nucleicos (Lakhin et al., 2013). El término aptameros (del latin aptus que
significa “fijar” y del griego meros que significa “particula”) fue acuiiado en 1990 por
Gold y Tuerk en paralelo con Andy Ellington y Jack Szostak. Estos son acidos
nucleicos de cadena sencilla (ssDNA y RNA) de longitud (70-100) nucledétidos y (5-
15) KD (Lakhin et al., 2013). Dichos oligonucledtidos tienen una region no variable
en la parte central flanqueada por dos secuencias variables a los extremos. Estas
moléculas pueden adoptar estructuras globulares dependiendo de su secuencia y
de las condiciones en las que se encuentran. Asimismo, estas estructuras
tridimensionales permiten unirse de manera estable a sus dianas, las cuales van
desde pequefias moléculas hasta complejas estructuras multiméricas
(Aptusbiotech, s.f.). Los aptameros se seleccionan mediante la técnica de SELEX.

Figura 5.

2.3.7 Método SELEX para obtencion de aptameros
Usualmente se piensa que los acidos nucleicos son los titulares de la informacion

genética y que no tienen comportamiento como el de las proteinas globulares. Sin
embargo, se ha demostrado que aptameros seleccionados por el método SELEX
(por sus siglas en inglés) y la evolucion sistematica de ligandos por enriguecimiento
exponencial (Wu et al., 2012) pueden comportarse como anticuerpos; de ahi que
también se conocen como anticuerpos sintéticos, Ospina (2020). Este método utiliza
la quimica combinatoria para la seleccion de acidos nucleicos sintéticos con alta
afinidad por su molécula blanco. La quimica combinatoria consiste en la sintesis de
un numero significativo de moléculas de estructura similar que forman una coleccion

(bibliotecas), consiguiendo una gran diversidad.

El método SELEX consta de tres pasos principales: 1) la interaccion de los
miembros de la biblioteca con la molécula blanco, 2) la seleccién de los miembros
gue poseen afinidad por la molécula blanco, 3) el enriquecimiento de la secuencia

por PCR (Figura. 5). En esta Figura se presentan los pasos principales para la
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obtencion de la secuencia del aptamero por método SELEX. En este caso, para
obtener aptameros que potencialmente pueden reconocer a la célula de E. coli,
donde se encuentran biomoléculas como lipopolisacaridos y proteinas, entre otros.
Para este caso se utilizo la cepa (11775), Zhang et al. (2015). Estos autores utilizan
ocho ciclos para seleccionar aptdmeros que reconocen a la célula de E. coli. De
este método se obtienen moléculas que, a pesar de que estdn hechas

guimicamente de &cido nucleico, son parecidas a las proteinas.

Por ultimo, los aptameros obtenidos tienen afinidad a nivel nM por su diana;
esta afinidad depende del numero de ciclos utilizados para la seleccion. Se han
reportado aptadmeros con afinidad a nivel de picomoles; superando a los anticuerpos
en este nivel de afinidad. Uno de los atributos de los aptameros es el de distinguir

entre cambios estructurales a nivel de grupo funcional de la molécula diana; esto
los hace altamente especificos.
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Figura 5. Método SELEX para la obtencion de aptameros especificos usando
bacterias vivas de E. coli 11775, tomado de C., Zhang et al. (2015).

2.3.8 (;Como se une el aptamero a su blanco o diana?
Los aptameros de ADN y ARN se unen estrechamente a una amplia gama de

blancos o dianas (p. ej., proteinas, péptidos, aminoacidos, farmacos, iones
metalicos). En este caso, células enteras también pueden incorporar moléculas
pequefias en su estructura de acido nucleico e integrarse en la estructura de las

macromoléculas (proteinas), o bien, unirse a uno o dos sitios.
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Figura 6. llustracion de forma esquematica de la union del aptamero a
E. coli.
En la unién de los aptameros a la molécula blanco se resalta la importancia de que
no dependen directamente de su secuencia primaria para la interacciéon con su
blanco, sino de su estructura tridimensional, Figura 6, y de los diversos
plegamientos que adoptan los aptameros: tallos-bucles, horquillas, protuberancias,
pseudonudos y G-cuadruplex. Todos estos elementos les permiten reconocer a su
blanco por medio de puentes de hidrégeno, mediante interacciones hidrofébicas e
interacciones de van der Waals y apilamiento (Ospina, 2020). El reconocimiento y
la union al blanco implican interacciones tridimensionales dependientes de la forma,
asi como interacciones hidrofobas, apilamiento de bases e intercalacion. Por otro lado, se
requieren diversos cambios de conformacién, tanto del aptamero como del blanco, para
producir un “ajuste inducido”; esencial para una integracion afin. Precisamente, los
aptameros no “reconocen” su blanco, sino que “encajan” con su blanco. A partir de esta
idea nace su definicion de “molécula que encaja”, la cual se puede ver cuando se forma la
estructura terciaria donde todo el aptamero se pliega en un estado complejo con el ligando
blanco. Esta estructura tridimensional permite a los aptameros funcionar como
anticuerpos, lo que contrasta con el pensamiento tradicional, de que el ADN/ARN eran

estructuras de informacion lineal.

El aptamero tiene la capacidad de unién a proteinas a nivel de los anticuerpos
monoclonales. (Hermann and Patel, 2000) (Song et al., 2008). La unidon entre
aptamero y bacterias no se ha analizado a nivel molecular por técnicas como la
difraccion de rayos X o multi resonancia nuclear. Sin embargo, existe un modelo
muy estudiado que ejemplifica la union del aptamero especifico a la tobramicina

nivel molecular. En la Figura 7 se presenta el modelo de analisis por multi
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resonancia nuclear y se observa la union por puentes de hidrégeno entre el
aptamero-el antibiético. Del mismo modo, sirve para entender como se puede unir

el aptdmero a su blanco.

Figura 7. Modelo de union de aptamero de RNA - antibidtico (tobramicina)
caracterizado por multi resonancia nuclear NMR. Donde el color amarillo
corresponde al aptamero de RNA Il y el color gris a la tobramicina. Los puentes de
hidrégeno que se forman entre ellos aparecen en color verde.

2.3.8.1 Aptameros usados para construir aptasensores para E. coli
Existen gran cantidad de trabajos reportados sobre aptameros sintetizados para la

deteccién de E. coli. De acuerdo con la base de datos (Science Direct), el nUmero
de publicaciones a partir del afio de 1996 fue aumentado y ha alcanzado el maximo
en 2001; afio donde se publicaron sesenta articulos principalmente para trabajos de
investigacion con aptameros para E. coli del serotipo enteropatogénica de alta
prevalencia en fuentes de agua (Saxena et al., 2015). Por otro lado, mediante el
método SELEX, se obtuvieron aptameros especificos para E. coli de RNA y DNA
para reconocer a E. coli O157:H7 (toda la célula) y otros para detectar el factor
0157:H7 que reconoce lipopolisacéaridos de E. coli O111. También se han reportado
aptameros que reconocen proteinas de membranas externas (ECA 1y ECAIl) y se
han utilizado para identificarla en agua mediante aptasensores y electroquimica.
Trabajos como el de Kim et al., 2013 reportaron cuatro aptameros para E. coli que
reconocen las proteinas de membrana externa. En la Figura 8 se presenta la
estructura secundaria de los cuatro aptdmeros (E1, E2, E10 y E4). Por otra parte,
en la Figura 9 se observa a los aptameros marcados con fluorescencia (E10, E2 y
E4) y a través de microscopia se observa coOmo se une el aptamero a la membrana
de E. coli marcada (Kim et al., 2014).

s
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Figura 8. Estructura secundaria de aptameros para E. coli a), Kim et al.

(2013 y 2014).

De acuerdo con el analisis de las estructuras secundarias predichas por el

programa Mfold, estos cuatro aptameros comparten la misma estructura de bucle-

vastago y posiblemente es el punto de union del aptamero con E. coli. Resultados

semejantes reportaron Wu et al.,2017, quienes sefialan que la estructura particular

del tallo-bucle en la Figura 8 hace una contribucién clave a la unién de E. coli (Wu

et al.,, 2017). En la Figura 9 se observa esquematicamente a los aptameros

marcados con fluorescencia (E10, E2 y E4), que fueron observados a través de

microscopia y de como se une el aptamero a la membrana de E. coli,

emitiendofluorescencia estos experimentos fueron reportados por Kim et al., 2014

para reportar la eficiencia y punto de union de los aptameros seleccionados.

&

Figura 9.

Union de aptameros marcados con fluorescencia (E10, E2 y E4) a la
membrana bacteriana, reportada por Kim et al. (2014).
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2.3.9 Nanoparticulas combinadas con aptameros para formar
hibridos (DNA-NPs), como base para los aptasensores
Las moléculas bioldgicas pueden ser combinadas con nanoestructuras inorganicas

para formar hibridos multifuncionales con propiedades que han permitido avances
en el area de la medicina, alimentos, medioambiente, etc. Los nanomateriales son
la base para incorporar nanoparticulas o nanoestructuras en las que se pueden
conjugar biorreceptores naturales o sintéticos para generar biosensores con alta
sensibilidad y especificidad que permiten detectar microorganismos. Asimismo, los
aptdmeros son bioreceptores que pueden estar unidos principalmente a
nanoestructuras de carbono: NTC (Zelada-Guillén et al., 2010), grafeno (Zuo et al.,
2013), nanoparticulas de carbonoy de Au (Wu et al., 2014), particulas fluorescentes
cuantum dots (QDs) (Bruno, 2014) y perlas magnéticas (Wu et al., 2014) para ser
base de biosensores de tercera generacién conocidos como nanobiosensores
(Yang et al., 2017).

2.3.9.1 Rol de los nanotubos de carbono en los aptasensores
En los aptasensores, los NTC tienen diferentes roles: pueden facilitar la

inmovilizacién de gran numero de moléculas como los aptameros por aumentar la
superficie de contacto, y permitir la inmovilizacién de un nimero alto de molécula
blanco. También pueden actuar como transductores generando una sefial de salida

al interactuar con el analito, mandarla al detector, o ambas.

Estas caracteristicas dependen de las propiedades de los NTC (Vasilescu, et
al., 2018). Estos tienen dimensiones de uno hasta trescientos nm de diametro y de
un nm hasta varios um. Los NTC se han catalogado como uno de los avances
tecnolégicos mas prometedores para el area biolégica y médica. Desde el
descubrimiento de los nanotubos de carbono (NTC) en 1991 por S. Lijima,
despertaron gran interés debido a sus propiedades fisicoquimicas como el modo
elastico, alta resistencia, sus propiedades térmicas, asi como electronicas, la gran

superficie de contacto y la facilidad que tienen para funcionalizar.

Estas estructuras se caracterizan por ser huecas, porosas y ligeras, su
estructura puede considerarse procedente de una lamina de grafeno enrollada
sobre si misma. Dependiendo del grado de enrollamiento, y de la manera como se
conforma la lamina original, se puede tener distinto diAmetro y geometria (Marty et
al., 2018). Asimismo, los enlaces quimicos que unen a los atomos de carbono en

los NTC son uniones sp2 similares a las del grafito, bajo condiciones de altas
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presiones los NTC pueden fusionarse modificando algunos enlaces a tipo sp2. Esta
caracteristica les confiere fuerza y longitud ilimitada. Las laminas de grafeno de los
NTC se atraen entre ellas mismas mediante fuerzas de van der Waals, de tal manera
gue los NTC tienden a entrelazarse, Montes, S. (2009), Gallastegui, A. G. (2009).

Por otro lado, los NTC tienen propiedades extraordinarias que los hacen ser
un nanomaterial de gran ayuda en la fabricacion de nanosensores, entre las cuales
destacan la estructura quimica de los nanotubos de carbono, su alta relacion de
superficie a volumen, su extraordinaria capacidad para promover la transferencia de
electrones y carga entre fases heterogéneas y la presencia de electrones moviles
sobre la superficie de los nanotubos. Estas cualidades los hacen particularmente
adecuados para la deteccion electroquimica a nivel nanoescala (Marty et al., 2018).
Los procesos de transferencia de carga en los nanotubos de carbono son
impulsados por la alta capacitancia de doble capa resultante de la gran superficie
de contacto entre el nanomaterial y la solucion. Cabe destacar que el rol de NTC en
la fabricacién de biosensores es bien conocido porque pueden transferir electrones
en las diferentes superficies de transductores como los electrodos (Vasilescu et al.,
2017). Las propiedades de los NTC antes mencionadas le permiten usarse con éxito
en la fabricacién de biosensores: enzimaticos, inmunosensores y aptasensores, para

detectar microorganismos u otras biomoléculas que se encuentren en el agua.

Los NTC forman agregados en solucion acuosa. Este fenbmeno ocurre
debido a los enlaces 1 y a las fuerzas de van der Waals entre los tubos. Esta
caracteristica es una limitante al usarse en la fabricacion de biosensores, ya que los
hace que formen peliculas inestables y poco homogéneas. Esto tiene la
consecuencia de que se necesitan encontrar estrategias de modificacion de los
MWCNT con grupos funcionales; haciéndolos mas polares para un mejor manejo
como la funcionalizacion, con grupos polares carboxilos e hidroxilos An Tsai et al.
(2013). Es importante destacar que los NTC’s son una forma alotropica del carbono,
como el diamante, el grafito o las formas sintéticas de carbono alotrépico (fulerenos
y grafeno). Cualquiera de estos esta constituido por redes hexagonales curvadas y
cerradas que pueden formar tubos monocapa o de pared sencilla (SNTC’s) y
multicapa de pared multiple (MNTC’s) Figura 10.
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(c; 0.5to 1.5nm Ed) >100nm

Figura 10. Los NTC de pared simple a) y de pared multiple b) y micrografia SEM de
SWCNT c) y de MWCNT. Tomado de Ali et al.,2023.
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2.3.9.2 Funcionalizacion de WNTC
La manipulacion de los NTC se limita debido a que son insolubles en la mayoria de

los solventes comunes, incluyendo el agua. La funcionalizacién organica de los NTC
es muy importante, ya que permite un alto nivel de solubilidad en cloroformo,
diclorometano, acetona, metanol, etanol e incluso en agua. La oxidacién de NTC
(con &cidos fuertes HNOsy mezcla de acidos H2SO4/HNO3) es muy utilizada, ya que
permite eliminar impurezas producto de la sintesis (carbono amorfo, nanoparticulas
de carbono y los residuos de los catalizadores metalicos). El tratamiento acido de
los NTC los funcionaliza con grupos mas polares COOH- y "OH como se muestra
en la Figura 11 (Datsyuk et al., 2008). Cabe destacar que esta funcionalizacion
facilita la interaccion entre los grupos pegados en las paredes y moléculas biologicas
como ADN, oligonucleétidos, proteinas etc., lo que facilita la bioconjugacion para el
disefio de biosensores con nanotubos de carbono. Lin et.al., 2000; Vasilescu et al.,
2018.

2.3.9.3 Inmovilizacion de Aptameros alos WNTC

a) No covalente

Los NTC sirven de soporte para el bioreceptor. Por ejemplo, en el caso del ADN, se
envuelve alrededor de nanotubos mediante interacciones de apilamiento - Ty por
interacciones electrostaticas entre las bases de nucleétidos (puricas y pirimidicas) y
las paredes laterales formando complejos SSDNA/NTC estables (Yang et al., 2015).
La adsorcion fisica es uno de los métodos mas simples de unién de los aptameros
a los NTC. Por ultimo, la adsorcion electrostatica de los aptameros es posible, ya
gue estos tienen carga negativa; puede ser viable que se unan a un

transductor con carga positiva. (Johnson et al.,2008).

H-
Figura 11. Funcionalizacion de NTC pristinos con mezcla de acidos
H2S0O4:HNOs. (Cheap Tubes Inc)
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b)  Union covalente

Esta union requiere de una primera funcionalizacién de los NTC por oxidacion
guimica, como se sefalé en parrafos anteriores. Al incrementar el numero de los
grupos carboxilo, carbonilo e hidroxilo, se aumenta el nimero de sitios de union para
anclar biomoléculas en la superficie de NTC. El enlace se realiza mediante el grupo
amino (aptamero funcionalizado con un grupo amino) y el grupo carboxilo de los
nanotubos previamente oxidados para formar una amida terciaria (carbodiimida). La
reaccion se lleva a cabo en presencia de EDAC (1-etil-3-(dimetil-aminopropil)
hidrocloruro carbodiimide) y N-hidroxisuccinimida (NHS) como catalizador (Guler &
Sarac, 2016).

2.3.10 Aptasensores con nanoparticulas para detectar E. coli en

muestras de agua
El desarrollo de aptasensores con NTC para la deteccion de microorganismos

patégenos o indicadores de calidad en alimentos y agua (Lazcka et al., 2007) han
proporcionado alta sensibilidad y especificidad del 100%. Se ha publicado mucho
sobre aptameros para E. coli y biosensores para detectarla. La mayoria estan
encaminados a detectar E. coli patdégenas, enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatéogena (EPEC),
enteroagregativa (EAC) y adherencia difusa (DAEC) y enteropatdgenas, que
sonaquellas que causan diarreas (Rodriguez-Angeles, 2002). Cabe destacar que
existen muy pocos trabajos de aptasensores que se usen en la deteccion de E. coli

como indicador de calidad microbiol6gica en agua.

Los aptasensores para la deteccion E. coli en agua se basan principalmente
en inmovilizar aptameros especificos para E. coli en Nps. El trabajo de Kaur et al.
(2020) propone un aptasensor electroquimico y con aptameros especificos para E.
coli O157:H7. Una cualidad que presenta al usar nanoparticulas de niquel es que
tiene una sensibilidad de 1000 UFC/100 mL y un rango de 102 a 10° UFC/100 mL en
agua potable. Este aptasensor también esta diseflado para medir bacterias en
alimentos (Kaur et al., 2020). Si bien es un excelente nivel de deteccion, esta lejos
del valor que establecen las normas para agua potable de cero UFC/100 mL de E.

coli.

Otro caso interesante por su uso y el volumen que se requiere es el desarrollo

de un aptasensor para detectar E. coli O157:H7 en agua de riego. Este aptasensor
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colorimétrico se basa en inmovilizar el aptamero especifico en AuNPs y relacionar
la concentracién de bacterias con la aparicién de color. El limite de deteccion que
reportan es de 8 X 10* UFC/100 mL en agua contaminada, por lo que este
aptasensor tiene la caracteristica de requerir de 10 uL de muestra y se obtiene un
resultado en una hora, por otro lado, no se necesita pretratamiento ni concentracion
de la muestra y se puede usar directamente sin equipo costoso (Soheili et al., 2020).
Kaur et al.,2017, propusieron un aptasensor para detectar E. coli O78:K80:H11 con
un electrodo serigrafiado de grafeno donde se inmovilizé un aptamero especifico
para este serotipo. La presencia de E. coli se determin6 por medicion electroquimica
de la impedancia. Asimismo, (Kaur et al., 2017; Jim et al., 2017) construyeron un
aptasensor para detectar E. coli en agua de la llave, depésitos de agua y leche,
donde en veinte minutos se tienen resultados con una sensibilidad de 3000 UFC/
100 mL, este aptasensor fue diseflado para detectar E. coli ATCC 8739 como
modelo; el disefio del aptasensor consisti6 en inmovilizar el aptamero en
nanoparticulas de oro como compuesto receptor de fluorescencia y como donador
de fluorescencia el UCNPs (nanoparticulas de conversion ascendentes) unida a la
secuencia complementaria del aptamero marcado y el complejo nanoparticulas
aptamero se une a la bacteria emitiendo fluorescencia a 540 nm y absorbiendo a
980 nm, para lograr el resultado anteriormente descrito, se mide la fluorescencia
verde por la espectroscopia de transferencia de energia de resonancia, por sus
siglas en inglés (FET) (Jin et al., 2017). Se han desarrollado aptasensores con NTC
para la deteccion de E. coli en alimentos, pero no para agua potable, sin embargo;
estas metodologias se pueden adaptar para el disefio de aptasensores para agua
potable, por ejemplo, el propuesto por (So et al., 2008), donde utilizan un aptamero
de ARN como elemento de bioreconocimiento para detectar la cepa de E. coli a-
DH5 que fue utilizada como modelo de estudio. El aptasensor se construyo
inmovilizando los aptameros a NTC y evaluando la conductancia como respuesta,
logrando un limite de deteccion de 1050-1070 UFC / 100 mls de E. coli.

Otro tipo de aptasensor interesante es el desarrollado con aptamero de ARN
gue se obtuvo al inmovilizar quimicamente en SWCNT para detectar E. coli CECT
675 en una matriz compleja en alimentos. El limite de detecciéon fue de 600 UFC
/100 mL en leche y 2600/100 en zumo de frutas (Zelada-Guillén et al., 2013).

Estos aptasensores son muy sensibles, pero no lo suficiente para determinar la

calidad microbiolégica de agua potable, que debe estar libre de E. coli, de acuerdo
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con la norma para agua potable. Sin embargo, las metodologias se pueden adaptar
para desarrollar un aptasensor para agua potable.

2.3.11 Transductores usados en los aptasensores para detectar E.
coli
Los transductores son dispositivos cuya funcion es transformar la energia recibida

en otra forma de energia de salida, pero dependiente de la primera. En la tecnologia
de los biosensores, los modos de transductor mas reportados son los
electroguimicos que pueden ser. potenciométricos, amperomeétricos,
conductimétricos. De una manera general, se puede anotar que este tipo de
transductores miden la transferencia de especies electroactivas (iones o moléculas)
presentes en una solucion y en el electrodo en condiciones analiticas definidas. Por
otro lado, los materiales convencionales como oro, platino o grafito, asi como otros
nuevos materiales (NTC o BDD), abren la posibilidad de tener microsensores
portétiles, reusables, multifuncionales y que permitan el andlisis de muchas
muestras a efecto de que se puedan usar en campo para el analisis de muestras

ambientales en la deteccién de microorganismos (Grieshaber et al., 2008).
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2.3.11.1Transductor conductimétrico
Los biosensores conductimétricos determinan directamente la medida de la

variacion de la conductancia en un electrolito, el cual contiene iones moviles o
particulas cargadas, para lo que se aplica un voltaje alterno entre el electrodo de
trabajo, en el cual se inmoviliza el bioreceptor y un electrodo de referencia. Aqui se
selecciona una frecuencia en la cual se minimicen los efectos de la polarizacion.
Cabe destacar que la conductividad se mide en soluciones acuosa y los iones
responsables de la conductividad provienen de electrolitos disueltos en el agua,
como se muestra en la Figura 12 la conductividad se calcula de acuerdo con la

ecuacion (1).
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Figura 12. Celda conductimétrica y ecuacién de conductancia

En el disefio de bisensores para determinar contaminantes en agua, se han utilizado
transductores conductimétricos. En el caso de los biosensores enzimaticos donde
la interaccion entre el contaminante y el receptor inducen un cambio de

conductividad debido a la produccion de especies cargadas son ampliamente

50



utilizados como lo proponen Jaffrezic-Renault & Dzyadevych, 2008. Los factores
que pueden hacer variar la conductividad son: generacion de grupos de iones
producto de las reacciones enzimatica como (amidasas); separacion de
diferentes cargas (hidrogenasa y carboxilasa); migracion de iones (esterasa);
cambios en el tamafio de los grupos de carga (fosfatasa y sulfatasa). De los
primeros biosensores construidos con este principio destacan los que sirven para
deteccién de urea, L- asparagina y creatinina con aplicacion en el laboratorio
clinico (Watson et al.,1987).

Por otra parte, los biosensores conductimétricos desarrollados se han
aplicado en el é&rea ambiental para la deteccibn de fertilizantes
(organofosforados), pesticidas (atrazina), nitratos y metales pesados; pero no
para detectar bacterias directamente en agua. Las ventajas de usar un
transductor conductimétrico sobre otros son diversas, entre las que destacan,
bajo costo, facil de medir, reusable. No obstante, las ventajas que el transductor
conductimétrico presenta. Existen ciertas limitaciones como la relacién ruido/
sefal; lo que ocasiona que se confunda con ciertos artificios con la sefial
generada. Sin embargo, este método ofrece un gran potencial para desarrollar
biosensores comerciales en el area ambiental para control microbiolégico de

calidad de agua.

2.3.12 Los aptasensores como método alternativo para

determinar la calidad del agua potable
Los aptasensores tienen de base los aptdmeros; debido a las propiedades

intrinsecas como acidos nucleicos, alta flexibilidad de la estructura y beneficio en
el disefio de su estructura, los aptdmeros juegan un rol importante en el
desarrollo de novedosos biosensores que ofrecen ventajas sobre los sensores
gue tienen como bases receptores naturales, enzimas y anticuerpos. Dentro de
las mas interesantes para la fabricacion de biosensores y su aplicacion en campo
de la microbiologia, es la de la estabilidad quimica y estabilidad a la temperatura
ambiental de los aptameros de DNA que se utilizan como elementos de
reconocimiento; las cualidades anteriores contribuyen a la robustez y estabilidad
de los aptasensores. Los aptameros se modifican quimicamente con facilidad

para poder inmovilizarsea un soporte solido como las NP y dar origen a
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nanoaptasensores muy estables (Seok Kim et al., 2016). La miniaturizacion de
los nanoaptasensores es una cualidad que puede aprovecharse para
ensamblarlos en dispositivos comerciales multiparamétricos para uso publico,
ofreciendo un bajo costo. En el disefio y fabricacion de los nanoaptasensores la
sintesis de los aptdmeros es mas econOmica, sencillas y reproducible en
comparacion a los anticuerpos y su especificidad es tan efectiva como los
anticuerpos que es a nivel de género y especie para los microorganismos (Van
Dorst et al., 2010).

En la Tabla 1 se recopilaron diferentes métodos para la deteccion de E. coli en
agua potable que se desarrollaron recientemente. Algunos son muy sofisticados
y se basan en sensores electroquimicos (linea dos de la tabla uno), ocho
sensores espectroscopicos de impedancia o enzimaticos (lineas: diez a trece);
utilizando el conocimiento moderno de la nanocienciay la nanotecnologia. Sibien
estos métodos requieren menos tiempo para detectar E. coli en comparacién con
el método de recuento de colonias (48 h), tienen una sensibilidad muy baja.
Ninguno de los métodos descritos en las primeras trece lineas fue capaz de

detectar una sola UFC/ 100 mL en tiempo real.

El nanoaptasensor (NACEc) mide sin necesidad de preconcentracion o
incubacion previa, lo que permite su uso no solo en entornos de laboratorio sino
también para mediciones de campo en diversas condiciones ambientales, sin

ninguna limitacion. Es facil de usar y no requiere ningun operador profesional.

Como se demuestra en este trabajo, NASEc se puede utilizar en modo
reutilizable, lo que reduce significativamente el costo de operacion. Vale la pena
recordar que los métodos mencionados en la Tabla 2, los sensores basados en
actividad enzimatica de un solo uso (Mitra et al., 2017) tienen un tiempo de
actividad muy corto; mientras que el prototipo de NASEc se utiliz6 sin problemas

durante dieciocho meses, como se muestra en la seccién de resultados.

En la tabla 2 se presentan caracteristicas deseables en un aptasensor
como una alternativa eficiente y novedosa para determinar la calidad
microbiolégica del agua. La primera caracteristica es la que determine una
UFC/100 mL, para que cumpla con la normatividad internacional para agua
potable. El agua consumida
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como el agua potable esta libre de E. coli, la rapidez para determinar si el agua

es segura o no, portabilidad porque se usa en el hogar, estabilidad que sea

durable y baje el costo del biosensor y sea accesible a la compra.

Tabla 1. Métodos para detectar E. coli en agua potable.

Método de Sensibilidad Tiempo de )
Deteccion UFC/100 mL deteccion Referencias
1 Organ|co/nan(écéorr2§iite:r:2i,amed|d0r 1 X107 5.24H Malla et al.
(2014)
Aptasensor/Quimiluminiscente,
2 . 4.5X10° 1H Khang et al.
aptamero-6 FAM (2016)
3 Electroforesis capllar,de mlCt‘OChIp’/. 3.7%10° 20 min Zhang (2019)
aptamero especifico
4 Prueba c_ie _|nmer§|on/papel de litmus 2 X10°% 75 min-3 H Gunda et al.
con quimiotramiento y sustrato
A (2017)
enzimatico
5 Inmunosensor / Grafeno y AuNPs 1.5 X10* 30 min Zhao et al.
(2018)
6 Microfluido / Mediciones impedancia < 10* 15-16 min Kim et al. (2015)
g Glucometro/actividad enzimatica 2 X 103 8H Chi\lla“ et
(2014)
Frahmy
- 3
8 TagMan-PCR 2X10 18 H Obst
(2003)
9 Smartphone/ pPad 1X10® 30s McCr:;: kenet
(2016)
10 Plataforma de biosensores/ pPad 1 X108 30-90s lonescu (2017)
11 Deteccion enzimatica 1 X103 20-120 min Hesari et al.
GUD/fluorescencias (2016)
12 Deteccion electroquimica/ 1 X102 65 H Serra et al.
biosensores compuestos de
I0SE (2005)
tirosinasa
13 PCR — ELISA 5 4 H. Kuo et al. (2010)
Hidrolisis enzimatica de 4-
14 methylumbelliferone- B_D 1 7H B?;gggé)al.
Galactoside
Deteccion B-galactosidasa /ensayo
15 quimioiluminométrico en célula 1 6-9H van P;)IUCke et
permeabilizada (1995)
16 PCR /genosensor('es. 1 4H Loaiza et al.
amperométricos (2009)
magnéticos — AUSPE
17 Deteccion de biosensores de B- 1 15 min Woutor et al.
D- galactosidasa, GCE (2006)
eléctrico

En la tabla 2 se presentan caracteristicas deseables en un aptasensor como

una alternativa eficiente y novedosa para determinar la calidad microbiologica

de agua potable.
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Los métodos reportados en las lineas 14-16 lograron identificar una sola UFC en

100 mL, pero el tiempo de analisis fue entre 4 y 9 H. Finalmente, el método

reportado en la linea 17, detectd una unica UFC en 100 ml en 15 minutos. Sin

embargo, todos requieren instrumentacion y laboratorios sofisticados para procesos

complejos de preconcentracion, incubaciony personal calificado (Meng etal., 2017).

Por el contrario, el nanoaptasensor (NASEc) podria detectar la presencia de 1 UFC

de E. coli en un volumen de muestra de 100 ml en 3 minutos. Como resultado, el

dispositivo descrito en esta tesis es relativamente simple, con alta sensibilidad, alta

selectividad y reproducibilidad.

La primera caracteristica es que determine una UFC/100 mL para que cumpla

con la normatividad internacional para agua potable. El agua consumida como

agua potable esta libre de E, coli esta se analiza para determinar la presencia o

ausencia en 100 ml de agua, o el nivel. La rapidez para determinar si el agua es

segura o no, la portabilidad porque se usa en el hogar, la estabilidad para que

sea durable y baje el costo del biosensor y sea accesible a la compra.

Tabla 2. Caracteristicas que se requieren para un aptasensor para agua potable

de uso doméstico.

Propiedad

Cualidad

Sensibilidad

1 UFC/100mL

Especificidad

La requerida para E. coli
(marcador microbiolégico del
agua)

Tiempo de deteccién

Rapido 5 minutos

Tamarno del biosensor

Portatil y compacto

Consistencia

Las condiciones de lectura no
se alteren en el laboratorio y
fuera de él

Estabilidad

Elemento de
bioreconocimiento, no
sufra cambios que lo
desnaturalicen o
modifiquen

Procesamiento de la

No se procese la muestra

muestra gue sea una medicion
directa
Manejo Simple, se pueda operar en

casa por cualquier persona
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Como se demuestra en este trabajo el nanoaptasensor (NACEc) mide sin
necesidad de preconcentracion o incubacién previa, lo que permite su uso no
solo en entornos de laboratorio sino también para mediciones de campo en
diversas condiciones ambientales, sin ninguna limitacion. Es facil de usar y no
requiere ningun operador profesional. NASEc se puede utilizar en modo
reutilizable, lo que reduce significativamente el costo de operacion. Vale la pena
recordar que los métodos mencionados en la Tabla 2, los sensores basados en
actividad enzimética de un solo uso (Mitra et al., 2017) tienen un tiempo de
actividad muy corto; mientras que el prototipo de NASEc se utilizé sin problemas

durante dieciocho meses, como se muestra en la seccién de resultados.

3.JUSTIFICACION

En México, el andlisis de la calidad microbiologica del agua para consumo
humano se realiza mediante métodos normalizados (NOM-127-SSA1-021). Estos
métodos involucran medios selectivos, pruebas bioquimicas y tiempo de analisis
de 48 a 72 H para detectar E. coli, marcador de contaminacién fecal. Mas
importante, estos analisis se realizan en laboratorios con personal especializado
y tiempos largos de andlisis. Como respuesta a ello, en este trabajo se propone
contar en los hogares con un instrumento compacto que permita determinar la
calidad microbiolégica del agua directamente, sin reactivos o con la cantidad
minima, sin laboratorio y sin personal especializado. Para lograrlo, se considero
la plataforma de los nanobiosensores porque es una tecnologia que involucra

métodos moleculares con biomoléculas y nanomateriales.

4. HIPOTESIS

La presencia de E. coli sobre electrodos de oro modificados con nanotubos de
carbono y aptameros puede ser detectada por la obstruccion de la superficie,

disminuyendo la conductividad eléctrica.
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5.0BJETIVO GENERAL

Desarrollar un aptasensor basado en electrodos modificados con una superficie
nanoestructurada que permita detectar en tiempo real a E. coli como indicador

microbiolégico de la calidad del agua potable.

5.1 Objetivos Especificos

1. Construccion una nanopelicula mediante la inmovilizacion del aptamero E10 —
NHz a la superficie de los WNTC-COOH, mediante la metodologia de enlace
covalente y demostrar a nivel nanométrico la modificacion y la especificidad

2. Investigar el efecto de la nanobiopelicula inmovilizada a los electrodos de oro,
en la medicion de la conductividad en muestras de KCI 2.5 mM en presencia y
ausencia de E. coli.

3. Detectar la presencia de E. coli en muestras de KCI 2.5 mM y agua potable con
NASEc en tiempo real y por el método de filtracibn en membrana para determinar
las UFC/100 mL.

4. Determinar la estabilidad de NASEc en funcién del tiempo.
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6. MATERIALES Y METODOS

SELECCION DE MATERIAL DEL
ELECTRODO

MODIFICACION DEL
ELECTRODO

CARBOXILA- Ag10-NH2
CION |

V

NANOPELICULA

} } }

Deteccion de E. E. coli en _ '
coli en solucién agua Sin E. coli en
2.5 mM de KCI potable KCI 2.5 mM

|

ENSAMBLADO DEL ELECTRODO

ESPECTROMETRIA MODIFICADO AL CONDUCTIMETRO

RAMAN

COMERCIAL PARA AGUA

MEDICION DE LA
CONDUCTIVIDAD

Figura 13. Estrategia experimental.
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6.1 Desarrollo del aptasensor

Se desarroll6é un nanoaptasensor (NASE) para detectar en tiempo real la presencia de
E. coli en el agua potable, basado en una celda de conductividad con electrodos de
oro (Au) sin modificar y modificados con WMCNT/aptamero. En su construccion, un
aptamero (AE10) se une covalentemente a una capa de WMCNT carboxilados, que a
su vez se adhiere a un electrodo de oro mediante epoxi de plata, formando una
composite. Las variaciones de conductividad eléctrica debidas a la presencia o

ausencia de bacterias (E. coli) en la muestra, se miden como respuesta (AC)

6.1.1 Microorganismos
Se utilizé una cepa de E. coli de origen ambiental proporcionada por el laboratorio de

microbiologia ambiental y tratamiento de aguas, UAM-l. Una cepa de Serratia
marcescens (S. marcescens), fue obtenida del cepario de la Facultad de Quimica de
UNAM. La pureza de las cepas bacterianas fue corroborada por microscopia éptica y

por las caracteristicas tipicas de cada una de las UFC en medios selectivos.

6.1.2 Reactivos analiticos
a) El aptdmero (AE10) para E. coli, modificado con -NH2 en el extremo 3'

(5'GCAATGGTACGGTACTACTTCCGTTGCACTGTGCGGCCGAGCTGCCCCCT
GGTGTGTGAATACCCTGGGCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA3' MW =
60.000 g/mol), sintetizado por Sigma-Aldrich Inc., USA, se utiliz6 para construir el

electrodo modificado (Kim et al. 2013). Para preparar los electrodos modificados con

WNTC, el aptamero liofilizado se disolvié en agua MiIII-Q® hasta obtener una solucion
madre de 114 uM y se conservo en congelacion a -20 °C para su uso posterior.
b) Acido nitrico (HNO3), acido sulfarico (H2SQ.), dodecilsulfato de sodio (SDS),

clorhidrato de N- (3-dimetil-aminopropil)-N’- etilcarbodiimida (EDC.HCI), N-
hidroxisuccinimida (NHS), polietilenglicol y 2-mercaptoetanol. Los reactivos utilizados
fueron grado reactivo (>99%) y fueron adquiridos en Sigma — Aldrich Inc., Toluca de
Lerdo, Estado de México, México. Epoxi de plata adquiridos en MG chemicals®,
Burlingto, Ontario, Canada. MWCNT (Cheaptubes Inc. Cambridgeport, VT, USA) con
diametro medio 20-40 nm vy longitud de 10-30 um, pureza > 95% y contenido de
cenizas < 1,5%.

6.1.3 La funcionalizacion de WMCNT
La funcionalizacion de WMCNT se realizé con mezcla de acidos fuertes. Se pes6 20

mg WCNT y se mezcld con 100 mL de una solucion 3:1 de &cido sulfurico y acido

nitrico concentrados, la mezcla se sometié a sonicacion continua durante 2 H a 40°C;
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posteriormente se centrifugd a 12.000 g durante 20 min. Los WMCNT obtenidos se
lavaron dos veces con agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, | USA). El sedimentado
resultante de MWCNT se volvié a suspender en 30 ml de una solucion de dodecil
sulfato de sodio con sonicacion durante 15 min y se centrifug6 a 12.000 g durante 30
min, posteriormente se lavo dos veces con agua ultrapura (Evtugyn et al., 2008). El
resultado fue MWCNT-COOH. Figura 14. Los MWCNT se conservaron en viales a
temperatura ambiente para ser utilizados posteriormente para la inmovilizacién del

aptamero por unién covalente.

a) b)

Figura 14. MWCNT a) sin funcionalizar y b) funcionalizados en solucién acuosa

6.1.4 Construccion NASEc
Construccién de la nanopelicula funcionalizada con AE10 sobre los electrodos.

En el desarrollo de este trabajo se probaron tres tipos de electrodos para
modificarlos: de grafito 2 mm, latbn 3 mm y oro 5 mm de didmetro. Los electrodos
fueron modificados con WCNT-COOH y Aei0 para formar la nanopelicula. El

procedimiento general fue el siguiente:

6.1.4.1 Limpieza
Los electrodos de trabajo se limpiaron con acetona durante 10 minutos y mediante

agitacion por sonicacion en un bafio de agua, para quitar impurezas. Posteriormente se
enjuagaron en agua bidestilada por 10 minutos y se secaron a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Este procedimiento se realiz6 para los electrodos de grafito, latén
y para los de oro solo se limpiaron con acetona y agua.

6.1.4.2 Inmovilizacion del Aeio-a WCNT-COOH a la superficie de los

electrodos
Para realizar este procedimiento, primero se aplicé una capa delgada del adhesivo

epoxi de plata Figura 14 a) 8331D (MG Chemicals) de (= 1 mm) sobre los electrodos,

posteriormente se aplicaron y se fijaron los MWCNT-COOH™ Figura 15 hasta cubrir la
superficie con los NTC y formar un composite, en la Figura 15 d) se muestran los
electrodos con MWCNT. Los electrodos se dejaron secar a temperatura ambiente.

Para la inmovilizacién de los aptameros se siguio el protocolo de Ocafia et al., 2012,
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que consistié en aplicar 15 pL de la mezcla [15 pL (EDC 0.4 M) y 16uL (NHS 0.1M) y
300 pL de AE10 (114 uM)] para la reaccion del aptamero AE10 aminado con los
nanotubos carboxilados mediante enlace covalente. Los electrodos se dejaron secar
24 H y posteriormente se recubrieron con mercaptoetanol para evitar uniones

inespecificas.

Figura 15. Epoxi de plata a) MWCNT b) electrodos de oro sin modificar c) lectrodos
de oro modificados d) electrodos para usarse.

6.1.4.3 Conexion del aptasensor al conductimetro comercial

modelo H19811 para electrodos de oro y laton

Se prepararon dos juegos de electrodos (Au-Au) y (Au-NTC-Aeio-MWCNT-AE10)
Figura 14 d) y se acoplaron en un soporte de plastico y se posicionaron en paralelo
a una distancia fija de 3 mm entre cada soporte y posteriormente se conectaron a un
conductimetro Hanna Instruments multiparametric (H19811). En la Figura 16 se
muestra el conductimetro cerrado a) y el conductimetro abierto b) en este
conductimetro la sonda se abri6 y se conectaron los electrodos modificados
(aptasensor), sustituyendo a los de carbono para realizar las mediciones de

conductividad en presencia y ausencia de bacterias.
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a)

Figura 16. Conductimetro cerrado a), conductimetro abierto para ensamblar los

nanoelectrodos modificados b).

6.1.5 Conservacion y cultivo de la cepa de E. coli.
Para la conservacion de la cepa de E. coli se utilizé viales con medio liquido de Soya

y Tripticaseina (BD Bioxon™) en glicerol 10%, y tubos inclinados de agar del mismo
medio como indculo de trabajo, para propagar se usé cajas de agar del mismo

medio, para cuantificar se us6 el medio agar Eosina y Azul de Metileno (BD Bioxon).
6.1.6 Preparacion del in6culo y diluciones

Para la preparacion del inéculo; se partié de una colonia proveniente de un medio
sélido de agar Soya y Tripticaseina; se propagé en matraces con medio liquido. Se
incubd a 37 °C por 12 H con agitacion a 150 rpm en una agitadora de laboratorio y
se verifico la pureza de cada cultivo en cajas de Petri con medio Eosina y azul de
metileno y con observacion en el microscopio. Para la preparacién de las diluciones,
primero se tomo6 una alicuota de un volumen de 1 mL del medio de cultivo y se
centrifugd a 12 000 g durante 15 minutos y se lavaron las bacterias para eliminar

los componentes residuales del medio, se descarto el sobrenadante. El boton de
bacterias se suspendid en 1 mL de agua destilada, este procedimiento se realiz6 dos
veces. El botdn de bacterias resultante se resuspendié en 1 mL de agua destilada

Electrodo

carbono

=
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para medir la densidad 6ptica y ajustarla a = 0.300 de absorbancia a una longitud
de onda de 540 nm, para posteriormente tomar 0.5 mL de la suspension y preparar
una serie de 15 diluciones secuenciales 1:10 en botellas de dilucion de 100 mL con
una solucion de KCI 2.5 mM estéril (120 °C, 15 min), se preparé por duplicado, para

posteriormente medir la conductividad de cada dilucion.

@

S AAARD —

/e

Diluciones
In6culo b)
a) (0.300) & 540 nm
\w
Medicion con NASEc ﬁ
c) Medio do astvo

espocifico par £ col

d

Figura 17. a) In6culo preparado con cultivo de E. coli puro y b) diluciones
para medir la UFC/100 mL, c) la conductividad con NASEc y caja de Petri con
ENDO.

6.1.7 Determinacion de E. coli por la técnica de filtracion en
membrana
Mediante la técnica de filtracibn en membrana se contaron las colonias crecidas en

el medio agar Eosina y Azul de metileno de cada una de las diluciones como se
muestra en la Figura 17. Posteriormente se cuantificO E. coli como unidades
formadoras de colonias (UFC/100 mL) de acuerdo con (Lipps., et al 2022; NMX-AA-
093-SCFI-.2000; Rompré et al., 2002).

6.1.8 Determinacion de la presencia de E. coli con NASEc
Las diluciones de la suspension de E. coli preparadas en la seccidén 6.1.2 se colocaron

en un vaso de precipitados de 150 ml y se introdujo el NASEc en cada dilucién
durante tres minutos y se tomaron las lecturas por triplicado de los pares de
electrodos (Au-Au y Au-Au) y (Au-CNT-A ei0- Au-CNT-AEe1w0). Los resultados se

expresaron en puS/cm.:
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6.1.9 Caracterizacion Raman de las superficies del electrodo cony

sin E. coli
La espectrometria Micro-Raman (Horiba Joben Yvon, T64000), fue realizada a

temperatura ambiente con 532,1 nm y 20 mW de potencia laser a la salida con
objetivo 100 X. De igual manera, se realizaron diez acumulaciones de 1 minuto por
espectro, en donde los espectros Raman se registraron al menos tres veces en tres
puntos diferentes de la muestra, utilizando un microscopio confocal Olympus BX40
(Edison, NJ, EUA). Los espectros se calibraron utilizando las lineas de 521 ™! de

silicbn monocristalino.

6.1.10 Andalisis SEM de los electrodos con E. coliy S. marcescens
Las micrografias de la superficie de Au sin Aeioy con NTC-Ae1o, fueron analizadas

después de estar en presencia de E. coli y S. marcescens (102 UFC/mL) con un
microscopio, SEM Hitachi S-570. Para evaluar la viabilidad de las bacterias en los
electrodos modificados y sin modificar, se tomaron muestras a distintos intervalos de
tiempo y fuerdn cultivadas en medios selectivo Eosina y Azul de Metileno para E. coli

y medio Agar Soya y Tripticaseina S. marcescens durante 48 H de incubacion.

6.1.11 Caracterizacion AFM
La caracterizacién con AFM fue realizada a temperatura ambiente con un microscopio

(Veeco Instruments Inc., USA) en modo tapping. La sonda de silicio dopado con
antimonio tenia una frecuencia de resonancia de 37-382 kHz con una constante de
resorte de 20-80 N/nm fue usado a una velocidad de escaneo de 0.4-

0.7 Hz. Las imagenes de AFM fueron obtenidas manualmente en 45 min en promedio.
El analisis fue realizado con un sofware NanoScope. Cada muestra fue analizada en

5 diferentes sitios sobre la superficie en dos diferentes series de medicion.

6.1.12 Andlisis estadistico
Para determinar la diferencia entre los tratamientos con y sin bacterias, se realizaron

analisis de varianza y comparaciones de medias multiples (Duncan y Tukey) a un

nivel de significacion (a) de 0,05. El analisis se realizé con Minitab 18.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Seleccién del material para los electrodos
Inicialmente, para la fabricacion de los electrodos se seleccionaron diferentes

materiales (cobre, titanio, 6xido de titanio, hierro y grafito) y se modificaron con
epoxido de plata y MWCNT, ademas de determinar la conductividad. Estos
resultados se muestran en la Tabla 3. El electrodo de carbono modificado con
MWCNT-Epoxi fue el que tuvo mayor conductividad (870 uS/cm), lo que permitié
construir la nanoestructura con aptameros altamente conductiva. Este fue el punto
de partida para realizar los experimentos preliminares para la fabricacion de la
nanopelicula, uniendo los aptdmeros por adsorcién fisica para tener una

nanopelicula que identifique a E. coli de forma especifica.

Los electrodos construidos y modificados con MWCNT-Epoxi, se dejaron durante 3
meses para determinar la estabilidad en agua; el mas estable fue el de carbono
modificado. Este electrodo no presentd desprendimiento de la pelicula de MWCNT
en la nanopelicula al estar en contacto con el agua. Lo que permitid la construccion
del primer aptasersor, primero se seleccionaron los electrodos de carbono para
modificarse. De acuerdo con la bibliografia, éstos se han utilizado para modificarlos
con MWCNT y la construccion de biosensores en la deteccion de microorganismos
(E. coli, Salmonella tiphy, S. thyphimurion), en alimentos y agua (Zelada—Guillen et
al., 2009, 2010; Kim et al., 2016; Ozcan-Ariksoysal et al., 2017), con bastante

eficiencia. Por lo tanto, se procedi6 a construirlo y probarlo con E. coli.

) NV

64



Tabla 3. Conductividad en agua Milli-QR de diferentes electrodos modificados con
MNTC y Epoxi de plata.

Material del Electrodo sin Modificacion con | Modificacion
electrodo modificar Epoxi Epoxi +
WMNTC
puS/cm
Hierro 660 630 380
Carbono 250 800 870
Titanio 350 310 210
cobre 270 250 230

7.2 Construccion de la nanopelicula con electrodos de carbono
Este primer aptasensor, se construy6 con un electrodo de grafito e inmovilizado con

una mezcla de Aptadmero (Ae1, Ae2, ¥ Aeo), como lo reportd Kim et al., 2014. MWCNT
sin funcionalizar, para probar la forma mas simple de funcionalizar, el grafito se
recubri6 con epoxi de plata y se revistio con MWCNT. Para formar una nanocomposite,
de acuerdo con material y métodos. Los aptameros se inmovilizaron mediante
adsorcion fisica directa a los WCNT a través de interacciones débiles con los grupos
carboxilo de los MWCNT.

La adsorcidon fisica entre el ssDNA y MWCNT es el método mas simple de
inmovilizacién entre ellos. Li, et al., (2009), demostraron que el complejo formado
entre WCNT-aptamero es altamente estable y que el ssDNA se enrolla al nanotubo

haciendo una nanocomposite estable que puede durar meses.

La nanoestructura se puede utilizar para la fabricacion de aptasensores para medir
diferentes analitos, como lo reporté Ocafia (2012), en el disefio del aptasensor para
trombina y en la construccion de genosensores para detectar microorganismos.
Ozkan-Ariksoysal et al. (2017).

7.3 Construccion del aptasensor con electrodos de carbono
Los electrodos modificados se insertaron en un soporte de plastico y se conectaron

al conductimetro comercial H19811 tal y como se muestra en la Figura 18. Los
electrodos con la nanobiopelicula aparecen en la Figura 19 y en la tabla 5 se

muestran los resultados de las pruebas con diferentes soluciones modelo:
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agua de la llave de la red de distribucion (Iztapalapa, Ciudad de México), con y sin
adicion de E. coli con diferentes concentraciones.

Figura 18. Aptasensor con electrodos de grafito.

Figura 19. Medicion de E. coli con los electrodos de grafito.

En un primer experimento, se analizé una suspensién bacteriana de 23 * 10°,
UFC/mL, para evaluar, si las modificaciones a los electrodos con la nanopelicula con
MWCNT y los Aeio detectaban E. coli. En la tabla 4 se muestran los resultados de la



deteccién de E. coli, y se puede decir que, si hubo un cambio en la conductividad,
producto de la presencia de E. coli. De cualquier modo, los valores de la
conductividad de la muestra sin bacterias fueron de 270 uS/cm y con bacteria de 240
puS/cm con aptameros la diferencia fue de 30 uS/cm. Por efecto de la presencia de
bacterias, el aptasensor detecto6 E. coli en tiempo real como se muestra en la Figura
19, después de la medicion se analizd la superficie nanoestructura mediante
microscopio SEM, las micrografias se muestran en la Figura 20, en a) un electrodo
limpio de grafito, en la b) se presenta los MWCNT y E. coli adsorbida sobre la pelicula
de MWCNT-AEe1, la c) se presenta un acercamiento de E. coli. Estos resultados
confirman que esta nanoestructura detecta E. coli, debido a los aptdmeros especificos
usados como elemento de reconocimiento, como lo reporté Kim et al.,2013 y 2014. El
experimento se realizd con una muestra de agua potable de Iztapalapa, que tiene
una alta conductividad (1500 puS/cm) y alta concentracién de Fe y Mg (Mazari-Iriat.,
et.al,, 1998) y aun bajo estas condiciones de alta conductividad los electrodos
modificados detectaron un cambio de conductividad electrolitica por la presencia de
E. coli, lo que indica que los aptameros siguen teniendo la capacidad de reconocer a
E. coli aln en presencia de estas sales. Aunque en la literatura se reporta que existe
métodos como el de PCR, los cuales son muy sensibles a estas sales, y se requiere
un pretratamiento de la muestra de agua antes de analizarla. Por otro lado, AE (1,2
y10), Kim et al. (2013) y Kim. et al. (2014), reportaron que estos aptameros presentan
una alta afinidad por E. coli en concentracion nM, (E1: 12.4, E2: 25, y E10: 14.2 nM)
y se unen a diferentes sitios de la membrana externa. Kim et al. (2014), como lo
demostraron al realizar un experimento con aptameros E1, E2 y E10 marcados con
diferentes sondas QDs. Wu et al. (2017) reportaron la fabricacion de un aptasensor
para E. coli usando el aptamero E2 obtenido por Kim et al. (2014) para detectar E. coli

en agua, obteniendo muy buenos resultados.

Con este primer prototipo podemos concluir que existe un cambio en la
conductividad producto de la captura de E. coli por los aptameros especificos
utilizados de acuerdo con la literatura (Kim et al., 2013), como se pudo observar en
las micrografias realizadas del sustrato después de haber medido E. coli (Figura
20). Sin embargo, la fragilidad del grafito y la poca adherencia de los MWCNT sobre
el electrodo fueron un factor determinante para buscar otros electrodos que

permitieran una mejor adhesion entre los MWCNT vy el electrodo.
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Hay que destacar que el uso de la adsorcion fisica del aptamero a la superficie
nanoestructurada del electrodo de carbono tiene las desventajas de una posible
desorcion del aptdmero de la superficie o la degradacion de los aptameros por
estar expuestos a las nucleasas al estar libres los extremos 3’y 5’. Otra desventaja
puede ser la adsorcion inespecifica en la superficie del electrodo por parte de la

molécula blanco.

Zelada-Guillen et al., 2012, construyo diferentes aptacensores para detectar
diferentes microorganismos, incluyendo E. coli, mediante la inmovilizacion del
aptamero a los NTC, por la técnica de adsorcion fisica y por la técnica de enlace
covalente, y comparo la respuesta obtenida, una diferencia de hasta cinco veces
mas sensibilidad en los aptasensores donde se utilizo la inmovilizacion quimica en
comparacién a la adsorcion fisica, por lo que se decidi6 cambiar el método de
inmovilizacién del aptamero para siguientes experimentos. Con este prototipo, se
logro tener una nanoestructura que detecte E. coli y el método de la conductividad
como respuesta a medir. Sin embargo, se decidié construir la nanomembrana con
el método de bioconjugacion por enlace covalente para aumentar la sensibilidad,
como lo reportd Zelada-Guillen et al. (2012), para la construccion de un aptasensor

para E. coli.

Tabla 4. Deteccion de E. coli mediante electrodos de grafito modificados con NTC y

AE10

Electrodo Conductividad (uS/cm)

Agua de la llave + E.
coli

23 * 107 UFC/100 mL

Agua de la llave
(Iztapalapa)

fito + NTC+ [
Grafito C+ epoxi 333 310

Grafito + NTC + Ae1o

. 270 240
+ epoxi
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X168, 6886

WCNT

— (1pm)

E. coli

(2x0.5 pm).

Figura 20. Micrografia de sustrato (grafito) sin E. coli (a), la superficie del electrodo
de grafito con MWCNT y aptdmeros con algunas células de E. coli (b) y un
acercamiento de E. coli 103

7.4 Prototipo de aptasensor con electros de laton

El segundo prototipo que se construy6 fue con electrodos de latén, el cual podemos
observar en la Figura 21. En la imagen a) se presenta el electrodo de 3 mm de
diametro, b) el electrodo modificado con MWCNT-COOH y Aeio Y otro electrodo sin
AEe10, Y C) los electrodos ensamblados en el soporte de acrilico colocados a 3 mm
de separacién. Para la seleccion de estos electrodos se realizaron los siguientes
criterios: Sus propiedades conductivas, su costo y la facilidad para construir la
nanopelicula sobre el electrodo de latdbn. Ademas, se probo la adhesion del epoxi

de plata al laton y al MWCNT, formando un composite resistente al agua durante un
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mes. Para la construccion del aptasensor se siguieron los siguientes pasos:

7.4.1 Modificacion

Limpieza de los electrodos de latdn con acetona y agua quimicamente pura como
se indico en materiales y métodos. La construccion de la nanobiopelicula se realizé
con el epoxi de plata y los WCNT previamente carboxilatos (Evtugyn et al.,2008)
como se describio en material y métodos. Para este experimento se utilizé el
aptamero Aeio modificado en el extremo 3’ con un grupo funcional NHs, como lo
reporté Zelada-Guillén 2009, para construir un aptasensor para Salmonella typhi.
Para inmovilizar el aptamero aminado a los WCNT-COOH con enlace covalente, se
realizé la reaccion con EDC y NHS para formar un éster parcialmente estable que
permitiera que el aptamero aminado se uniera al grupo carboxilo. El procedimiento
se detalla en material y método, ahi se presenta la reaccion de inmovilizacion de los
WCNT- COOH y Aei0 aminado, de acuerdo con Téllez Plancarte (2019).

a b c

Figura 21. Electrodos de laton: a) electrodo de 3 mm de didmetro b) electrodos
soportes de acrilico.

La formacion de la nanobiopelicula Se evalia mediante la técnica de espectrometria
aman, UV, SEM y AFM y la unién del aptamero y MWCNT, asi como la selectividad
de la nanopelicula y la modificacion de MWNTC.

CONECTORES

Figura 22. Electrodos modificados de latén (1 y 2) con MNTC y Ae1o, ensamblados
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en soportes de acrilico en paralelo a una distancia de 3 mm, listos para conectarse
al conductimetro.

7.4.2 Deteccion de E. coli mediante el aptasensor con electrodo de
latén

Los electrodos de latdn modificados con MWCNT-Epoxi de plata-Aeio, Se muestran
enla Figura 21y 22. En la micrografia, Figura 23, se observa una superficie irregular
de los MWCNT modificados con los aptdmeros. En ella los aptdmeros estan
cubriendo los MWCNT. Se han reportado resultados de algunas micrografias donde
se muestran los nanotubos de carbono multipared y DNA inmovilizado, como en el
trabajo de Ozkan-Ariksoysal et al., 2017 y se observa similitud con la micrografia de la
Figura 23 donde aparecen nanotubos multipared cubiertos de ssDNA.
Posteriormente se evallo la nanopelicula construida por espectrometria Raman y por
AFM. Los electrodos modificados de laton se utilizaron para formar el aptasensor y
medir la presencia de E. coli, en solucion de NaCl 2.5 mM como electrolito.

Es importante sefialar que los MWCNT en el aptasensor son parte del transductor,
los cuales pueden actuar fisicamente boqueando la superficie y como soporte para
inmovilizar los aptameros (Aew). Esto es parte del principio del aptasensor; que
permitird explicar el efecto de las bacterias inmovilizadas sobre la disminucién de la

conductividad medida en el experimento.

En este experimento, se midié primero el control negativo (NaCl 2.5 mM y
cero UFC/mL), al medir la conductividad con el conductimetro y el aptasensor. Se
obtuvo un valor CE1 de 191.67 uS/cm y CE2 de 397.67 con bacterias y la diferencia
entre CE1 - CE2 fue de 206 uS/cm. Este valor de AC, se utilizé para determinar la
presencia o ausencia de E. coli en las muestras (tabla 5). Se midi6 la EC1 y EC2 para
1 UFC/100 y se obtuvo un valor de AC= 11.67 uS/cm, y para la muestra de 64
UFC/100mL el valor de para un valor mas alto de UFC/100mL del orden de 10° se
obtuvo un AC= 17.33 pS/cm. Los resultados muestran en la tabla 7 y Figura 24, que
E. coli se determind en tiempo real con este aptasensor y se midio la presencia de E.

coli por la disminucién del valor de AC para 1y 64 UFC/100 mL.

Posteriormente al aptasensor con electrodos de laton, se le midio la estabilidad
en agua potable durante tres meses y se observé que hay una reaccién de coloraciéon
verde en la superficie del electrodo (los resultados no se muestran). Esta reaccion

puede deberse a la presencia de plata del epoxi que reacciona con el cobre del latén
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oxidandolo. Por otra parte, la corrosion del latén en presencia de humedad, cloruros,

amoniaco, acetatos y acidos débiles es una desventaja para la fabricacién del
aptasensor con electrodos de laton porque influye en la estabilidad y durabilidad de
los electrodos, razon por la cual no se utilizaron los electrodos de laton. Es importante
sefalar que con los experimentos anteriores se establecié el principio del aptasensor,
el cual se explicara con detalle en el prototipo de oro, la construccién de la

nanopelicula en electrodos de oro y la calibracion.

o o .
SRR, DI 1 sar

Figura 23. Micrografia SEM de electrodo de latbn con MWCNT carboxilado con
Epoxi de plata y Aeio.
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Tabla 5. Deteccion de E. coli mediante electrodos de latén modificados con
MWCNT y Aeio (aptamero sin modificar).

UFC/100 mL Conductividad (uS/cm)
ACL (NaCl 0.001 M - AC
CE; CE; Ac (act |
(suspension bacteriana)
0.001M NacCl 191.67 397.67 206 0
1 186.33 404.33 218 12
64 187.33 405 217.67 11.67
8 X103 191.33 414.67 223.3 17.33

CE1= Electrodo de metal, CE2= Electrodo modificado NTC- aptamero, AC = CE»-CE:

CE (uS/cm)

0 1 64 8600

Figura 24. Deteccion de E. coli con el aptasensor a bajas concentraciones
(1 UFC/100 mL) y altas (8600 UFC/100 mL) en NaCl 2.5 uS/cm con electrodos de laton
modificados MNTC-COOH y AE10.

7.4.3 Anadlisis de la nanobiopelicula del aptasensor por AFM
La nanopelicula formada con Aeio y MWCNT se analizé por AFM, realizando un

barrido sobre la superficie (500 nm) para determinar el diametro del WCNT
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desprovisto de Aeio de (40.43 £ 6.3 nm) y con Aeio un diametro de (62.52 + 8.10
nm). La Figura 25 presenta las imagenes: a, b y ¢, correspondientes a la muestra
de MWCNT sin Ae1o, y las imagenes d, e y f para MWCNT funcionalizados. En la
Figura 25 se presenta el analisis de la seccién transversal (b y €) y una vista 3D (c
y f) de la muestra sin y con Aeio. El aumento del diametro del MWCNT por presencia
de los aptameros confirma la formacion exitosa de la nanobiopelicula formada por
Ae10-MWCNT, esta técnica se ha utilizado por Wu et al., 2017, para evaluar la
modificacién en la construccion de un aptasensor con grafeno modificado con
aptameros para detectar E. coli. Si bien se aplico la técnica de AFM para evaluar la
modificacion de la superficie con aptameros, no se pudo emplear para identificar la
presencia de E. coli en la superficie, después de que se usé con muestras de E. coli,
como si lo describen, So et al., 2008, quienes reportaron resultados del analisis por
AFM al fabricar un nonoaptasensor con nanotubos de carbono de pared sencilla,
los cuales fueron previamente funcionalizados e inmovilizados con un aptamero
especifico para E. coli, obteniendo el andlisis de la superficie por AFM. La técnica
anterior puede aplicarse para detectar E. coli en la superficie, pero existe el problema
de contaminacién del equipo, por lo que se requiere aplicar modificaciones en la
metodologia que se utiliza para determinar microorganismos por AFM, lo cual no se
hizo en este estudio. Sin embargo, en este trabajo se aplicaron otras técnicas como:
Espectrometria Raman y SEM para comprobar la presencia de E: coli, mas adelante

en la seccién de prototipo con electrodos de oro se presentan los resultados.

A8 PATI &

Figura 25. Imagenes de alta resolucién de AFM, muestran WCNT antes (a, b, c)
y después de modificar con Aeio (d, e y f). En la parte superior se presentan
imagenes de (a y d) seccién transversal (b y e) y vista 3D (c y F).
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7.4.4 Determinacion de la cantidad maxima de AE10 que puede
saturar los MWCNT-COOH
Para conocer la cantidad maxima de AE10 que puede unirse a MNTC-COOH

mediante reaccion de acoplamiento, se realizé un experimento donde se prepararon
muestras con diferentes concentraciones de AE10 (1. 5, 5, 10, 1 5, 70, 1 50 pg/ml),
1.5 mg de MWNTC-COOH, concentracion fija y los reactivos de acoplamiento, EDC
(0.4 M) y NHS (0.1 M), aforados a 1 ml. Después de mezclar por sonicacion, la
muestra se dejé en reposo durante 12 H a temperatura ambiente; posteriormente se
centrifug6 para separar. Se tomo6 1 pL del liquido sobrenadante y se midi6é en el
Nanodrop la concentracion ([AE10]*), utilizando el factor de conversion de 1 OD260
nm = 33 ug/mL para ssDNA (Maniatis, F. & Sambrook,1985). La diferencia entre la
concentracion inicial (JA E10]0) y la concentracion de equilibrio [A E10]" dividida por
la concentracion de NTC da Q, la AE10 unida a la MWCNT-COOH, de acuerdo con

la siguiente ecuacion:
Q = ([A E10]0 - [AE10]") /[CNT]) = Qmax: [A E10]* (Kb + [AE10]) (2)

Donde: Qmax es la cantidad méxima de A E10, que puede unirse al MWCNT en
una monocapa (ug/mg) y Kb la constante de afinidad para los sitios de union,

indicando la concentraciéon AE10 que produce 1/2- Qmax., Figura 26.

30

Q (Hg/mg)
008 0B

=
o

0 20 40 60 80 100 120
[Ag10]* (Mg/mL)

Figura 26. Adsorcion Aeio en NTC con Qmax = 37 ug.mg*y Kb =81 ug mL*
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los MWCNT-COOH-AE10
En este experimento se realizé la reaccion de inmovilizacidn in vitro en microtubos

de 2.5 mL, donde se colocé 1 mg/mL de los MWCNT-COOH, los reactivos de
acoplamiento NHS (0.4 M), EDAC (0.1 M) y concentraciones variables de Aeio. Como
se indica en material y métodos, se realizaron las reacciones y se analizaron por
espectrometria Raman. En la Figura 27 se presenta el espectro tipico Raman de la
bioconjugacion del aptamero Aeio y MWCNT-COOH (b y c), concentraciones
de baja y alta respectivamente de aptamero y se compararon con los espectros
de los nanotubos carboxilados (MWCNT-COOH) y sin funcionalizar con Aeio (a).
Los espectros Raman obtenidos para la nonopelicula de WCNT sin (a) y con 14
ug/mLy 139 ug/mL de Aeio, presentan diferente intensidad entre los picos Dy G, que

se utilizaron para monitorear el proceso de modificacion de MWCNT.

Se pudo observar que la intensidad entre los picos D y G cambia en funcion
de la modificacion de Aeio (ver Figura.27); pero la posicion de los picos Dy G es la

misma como se expone en los espectros de la Figura 27. En esta Figura se presentan

los tres espectros donde aparecen dos bandas intensas a 1342y 1577 cm™ -

Las cuales se llaman las bandas D y G respectivamente. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Li et al., 2009 para MWCNT-DNA, donde estos

autores reportan la banda G en aproximadamente 1580 cm™

La banda D est& vinculada a los defectos e impurezas en la estructura de la
pared del CNT, los cuales se deben a los planos grafiticos y otras formas de
carbono, como anillos y defectos en las paredes de nanotubos, formando pares,
heptagono-pentagono, torceduras y heteroatomos, defectos que se forman en la
sintesis de los MWCNT (Datsyuk et al., 2008). La banda G se atribuye a la vibracion
de C-C longitudinal de las capas de grafito y es un indicador del grado de
grafitizacion ordenada de MWCNT (Le et al., 2013). La banda observada cerca de
250 cm? estd vinculada al didametro de las MWCNT. El Aeio estd unido
guimicamente a la superficie de las MWCNT carboxilados por los enlaces formados
entre los grupos COOH de la superficie de MWCNT y los grupos amino en uno de
los extremos de los aptameros modificados. En los espectros que se presentan en
la Figura 27. (Aeio) no se observa ningun pico del aptamero por si solo,

probablemente debido a una concentracién muy pequefa.

Ozcan-Ariksoysal et al. (2017), identificaron picos caracteristicos en 1300 y 1600 cm-
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7.4.5 Andlisis por espectrometria Raman de la biopelicula formada por
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Len el andlisis Raman de la superficie de un nanosensor modificado con MWCNT vy

DNA, estos valores estan ligeramente desplazados.
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Figura 27. Espectro Raman de las muestras CNT: sin aptamero (a) y después de
modificado por 14 pg/mL (b) y 139 pg/mL de Aeio. Picos Raman caracteristicos de

CNT multi pared 1342 cm*(D) y 1577 cm™ (G).

La relacion entre la intensidad de los picos G / D se representa en la Figura 28.
Diversos autores proponen la relacion de las bandas D y G (G/D) para caracterizar
el grado de desorden estructural de las moléculas analizadas (Boyer et al.,2010).
Este parametro se utiliza para conocer la eficiencia de la modificacion, Figura 28.
Estos cambios en la intensidad de los picos con y sin aptameros nos indican que la
matriz de MWCNT con aptameros forma una amplia red en la cual la E. coli puede
inmovilizarse, debido a la gran cantidad de puntos de union en los MWCNT
modificados. Una de las ventajas de usar los MWCNT para la fabricacion de

aptasensores es la alta relacion superficie y diametro.
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Esta relacion permite tener un biosensor miniaturizado como lo sefialado por (Kurup

et al., 2021) al fabricar un aptasensor.

35
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Concentracion Ag;,  (ng/mL)

Figura 28. Variacién de la intensidad relativa (G/D) en funcién de la concentracion
del Ag1o.

7.4.6 Determinar la viabilidad de la nanopelicula del aptasensor para
detectar E. coli
La nanopelicula construida e inmovilizada en laminas de oro, sin Aeio (control) y con

aptamero MWCNT-Ae10. Como se muestra en la Figura 29 a). Los electrodos se
pusieron en contacto con suspension de E. coli (102 UFC/mL) posteriormente, se
lavaron con agua Milli-Q estéril para eliminar las bacterias de la superficie, como se
observa en la Figura 29 b). Después de lavarlos, los electrodos se incubaron 48 H
en cajas de Petri con medio selectivo para E. coli (Eosinay Azul de Metileno). Figura.
30. Los resultados del crecimiento después de la incubacion fueron los siguientes:
se coloco el electrodo de Au-MWCNT a) sin aptamero, no hubo crecimiento tipico
de E. coli, mientras que en el medio donde se inocul6 el electrodo Au-MWCNT-AE1o,
con aptamero, si presentd un crecimiento de colonias verde brillante tipicas de E.
coli b), estas bacterias que estan atrapadas por aptamero crecieron en el medio
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selectivo y se analizaron posteriormente por SEM y espectrometria Raman. Este
resultado nos indica que las bacterias que crecieron estan viables, pueden
reproducirse y que la biomembrana detecta células vivas. Resultados semejantes

reportd Zelada-Guillen (2011) en la construccion del aptasensor para Salmonella
tiphy.

a) b)

Figura 29. a) Electrodos de oro con NTC y NTC-Ae10 y b) electrodos con agua
estéril

Crecimiento
de E. coli

a) b)

Figura 30. Electrodo de oro con NTC-sin Aeio a) y Electrodo de oro con NTC-
con Ae1o

7.4.7 Selectividad de la nanobiopelicula por E. coli
Se realiz6 un analisis de microscopia electronica de barrido (SEM) para confirmar

la adhesién de E. coli al aptAmero de la nanobiopelicula. La Figura 31, a, b y c,
muestra un conjunto de micrografias SEM de la superficie MWCNT-Agewo en
presencia de E. coli, obtenidas con diferentes aumentos, ya que el sensor estuvo
expuesto a una concentracion bacteriana muy alta: 1x102 UFC/100 ml. La superficie
de la nanobiopelicula se encuentra saturada, formando una pelicula de bacterias
muy compacta que se extiende por toda la superficie del sensor (Figura 31 c). El
analisis SEM permitio examinar la bionanoestructura (Figura 29) modificada
(MWCNT) sin aptamero.
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En primer lugar, en la Figura 31 a, se puede ver la distribucion de MWCNT-Ae1o
en la superficie del electrodo y casi toda la superficie del electrodo esta uniforme
y completamente cubierta por MWCNT caracteristicos y modificados con Aeio que
fue demostrado en la seccion de analisis Raman. Este punto es muy importante, ya
que MWCNT-Ae10 esta bien distribuido y compacto, proporcionando una nanocapa
para la interaccion mas eficiente para E. coli con la superficie modificada teniendo
mayor superficie de contacto para la bacteria y con ello aumentar la sensibilidad del

aptasensor.

La micrografia de alta resoluciéon permite la identificacion de bacterias
individuales MNTC-Ae10 y E. coli (de 1,5 um a 2 um de diametro) en la superficie de
la muestra (Garcia-Aljaro et al., 2010; Upadhyayula et al., 2009) en la micrografia
29 a) se observa la presencia de MWCNT sin evidencia de E. coli en la superficie
indicando que la bacteria no queda atrapada en los MWCNT, mientras que en la
micrografia b) y c) hay evidencia de la presencia de E. coli en la superficie donde se
encuentra modificada con MWCNT-Ae10, mostrando que la presencia de E. coli se
debe a que el aptdmero reconoce en la superficie a E. coli y se une a ella para

inmovilizarla.

Esto indica que la presencia de E. coli no es por efecto de adhesion fisica a
la superficie Unicamente sino es el producto de una interaccion con algin
componente de la membrana como podrian ser la proteina de la superficie de la
célula de E. coli como lo indic6 el grupo de Kim et al. (2013) al utilizar aptamero
marcado con fluorescencia para determinar su afinidad mediante la cuantificacién
de la sefal fluorescente en imagenes de microscopio de fluorescencia. El aptamero
E10 que fue seleccionado por el método SELEX, para E. coli, de acuerdo con Kim
et al. (2014) esté aptamero presenta alta sensibilidad a nivel de picomoles y
especificidad por diferentes cepas de E. coli, pero no se une a otras enterobacterias,
como se demostré mas adelantes mediante el analisis SEM, donde corroboramos
la afinidad y especificidad de la nanobiopelicula por E. coli, utilizando como control
negativo a S. marcescens, que es una enterobacteria, alejada filogenéticamente de
E. coli pero se encuentra en el medioambiente. Los resultados se muestran en las
micrografias de SEM que aparecen en la Figura 31, donde se muestra que en los

electrodos que tienen inmovilizados el Aeio se encuentra atrapadas E. coli.
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Aun después de lavar los electros con agua Milli-Q para analizar por SEM, mientras
gue los electrodos que se pusieron en contacto con S. marcescens no retuvieron en
la matriz nanoestructurada MWCNT-Aeio a la bacteria. Esto se debe a la
especificidad de los aptameros por E. coli,lo que no ocurre con otras enterobacterias
como S. marcescens. De acuerdo con lo reportado por Kin et al., 2014, el aptamero
E10, tiene afinidad para E. coli (KCTC 2571) pero no para Klebsiella pneumoniae
(KCTC 2208), Citrobacter freundii (KCTC 2006), Enterobacter aerogenes (KCTC
2190), y Staphylococcus epidermidis (KCTC 1917).

Este grupo de aptameros reportados por Kim et al., 2013 entre ellos (E10) son
una herramienta para la construccién de aptasensores para monitoreo de agua
contaminada o muestras de alimentos. La especificidad que presentan los
aptdmeros los hace una valiosisima alternativa a los anticuerpos que presentan una

serie de desventajas como la de no ser reusables y ser mas costosos entre otros.

Los electrodos modificados con MWCNT—-AE10 inmovilizados por enlace
covalente, han sido usados para detectar bacterias como E. coli CECT 675 (Zelada-
Guillén et al., 2010), S. typhi (Zelada-Guillén et al., 2009), en muestras de alimentos.
Sin embargo, esta tecnologia ha sido muy poco utilizada para fabricar biosensores

y detectar E. coli en agua potable (Van Dorst et al., 2010; Xu et al., 2017).
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Figura 31. Micrografias SEM de electrodos de oro modificados con MWCNT
sin aptdmero expuestos a E. coli a) y d) a S. marcescens. Electrodo de oro
modificado con MWCNT- funcionalizados con A (E10) en presencia de E. coli
b), c) y e) en presencia de S. marcescens.

7.5 Prototipo con electros de oro

7.5.1Principio del aptasensor

Con las modificaciones y adaptaciones al disefio del prototipo de aptasensor con
electrodos de latén, se construy6 un tercer prototipo con electrodos de oro, con lo
cual se pretendia tener un aptasensor con alta sensibilidad, estabilidad de la
biopelicula y durabilidad del electrodo modificado, asi como construir un aptasensor
de medicion mas sensible que permitiera detectar los cambios de concentraciones
de E. coli de una UFC/100mL, considerando que las normas internacionales para
agua potable son de cero UFC/100, (NOM -127- SSA1-2021; US Environmenta
Agency,1990; Ministere de la Santé, 1996; Word Heal Organissation, 1994). Se
construyé una biopelicula en la superficie del sensor altamente sensible, con
afinidad por E. coli, llamando a este nuevo aptasensor NASEc (nanoaptasensor para
E. coli).

N



La construccion se muestra en el esquema Figura 32, que se describe a
continuacion: Como primer paso se modificaron los electrodos de oro con MWCNT y
AE10, siguiendo el protocolo para el electrodo de laton seccion 4.3 en la Figura 33,
se muestra una fotografia de los electrodos modificados y sin modificar listos para
usarse. Después de la modificacion de los electrodos de oro y la evaluacion de la
nanobiopelicula con espectrometria Raman seccion 5.5 y AFM, seccion 5.6 y

demostrar que si hay modificacion en los MWCNT-COOH. En las micrografias de
SEM seccion 5. de la nanobiopelicula modificada y sin modificar, se demuestra que
en la nanopelicula se retiene a E. coli y que es selectiva para E. coli. Como segundo
paso de la construccion los electrodos modificados y sin modificar, formaron parte
de dos sondas iguales con los dos electrodos diferentes, como se muestra en la
Figura 32 d. Cada sonda tiene un electrodo de oro sin modificar (Figura 32 ay 32
d) y un electrodo de oro modificado con aptameros CNT y AE10 (Au-MWCNT-AE10)
en la Figura 32, 1c, 1d. Los electrodos se colocaron a una distancia fija de 3 mm
entre si y se conectaron a un medidor de conductividad comercial (Modelo H

198312), como en los prototipos de carbono y laton.

Con este disefio se puede medir la conductividad de una solucion entre dos
electrodos iguales, que es funcién de la concentracion de iones detectada entre
cada par de electrodos iguales y se puede obtener la conductividad entre los dos
electrodos sin modificar (CAu) y los dos modificados. (CAu-MWCNT-AE10) (Figura
32 le, 1f). Con este disefio se permitié conocer la conductividad de muestras con
E. coli y sin ella, como se indicé en los experimentos donde se midi6 muestras con

E. coli.
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d
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NTC AE10

Au-MWNTC

Au-MWCNT-A¢;
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Figura 32. Esquema de la construccion de NASEC donde: a) electrodo de oro sin
modificar, b) electrodo de oro con NTC, c) electrodo de oro con NTC y aptdmero y
d) electrodos terminados para ensamblarse.

Figura 33. Electrodos de oro modificados.

7.5.2 Calibracion del aptasensor con KCI sin bacterias
Para este experimento se realizé la medicion de la conductividad electrolitica sin

bacterias, un procedimiento efectuado con un conductimetro para agua (H 198311)
portatil, al cual se le adapté un aptasensor con un conductimetro de laboratorio
multiparamétrico pH/mV/C/CE/TDS/modelo (1255) Hanna instruments®, Inc., USA.,

usado como referencia.



El experimento consistio en preparar una serie de soluciones de KCI
(1,2.5,3.5,5,6.5,7.5,8.5,10 mM) en agua Milli-Q, en el que se midié la conductividad
de las muestras, con cada uno de los equipos. Primero, se midié con el
conductimetro que tiene el aptasensor con los electrodos de oro (Au- Au) y después

con el conductimetro de laboratorio con electrodos de platino.

Los resultados se graficaron, C(uS/cm) VS KCI (mM) y se muestra la curva de
correlacion entre los dos equipos, conductimetro H198311 con electrodos de Au y
conductimetro multiparamétrico modelo Hanna 1255 con electrodos de platino,
como se observa en la Figura 34 las rectas tienen diferentes ecuaciones y valores

de conductividad.
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Figura 34. Conductividad de diferentes concentraciones de KCl medidas con
un conductimetro de laboratorio estandarizado (I) y el aptasensor con
electrodos de oro (ll) y la correlacion lineal entre ellos al medir la
conductividad estandarizada.

En la grafica de la Figura 34 se puede observar que existe una linealidad
entre las mediciones de conductividad con la celda de los electrodos de Au, la celda
con los electrodos modificados con Au-MWCNT-Aew0 Y la celda con electrodos
estandarizados de platino. Las ecuaciones de las rectas muestran las pendientes
diferentes para estas celdas, por lo que los valores de conductividad van a variar
dependiendo del disefio y modificacion de los electrodos para cada una de ellas,
debido a que no se puede calcular la constante de conductividad para la celda de
Au-MWCNT-AEe10. Se utilizé la calibracion con las soluciones estandar de KCl de
concentraciones conocidas, lo que permitié establecer el rango de conductividad en

gue funcionan las celdas.
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Las modificaciones a los electrodos de Au con MWCNT permitieron
incrementar la respuesta de conductividad en comparacion con la conductividad
medida con Au Unicamente. Los valores de conductividad para bajas
concentraciones de KCI (1-5 mM) medidos con electrodos modificados se acercaron
mas a los valores medidos con el conductimetro estandarizado de (600 puS/cm), (ver
en la Figura 34). La linealidad del aptasensor permite medir muestras de agua que
tienen una conductividad de 120 a 1329 uS/cm, que son un amplio rango para
diferentes muestras de agua en el que se detecte la presencia de E. coli como
indicador de calidad del agua potable. En el caso de la Ciudad de México, se tiene
agua con conductividad que puede ir desde 210 hasta 1500 uS/cm, tabla del anexo
3, por lo que este aptasensor puede ser usado en este rango de conductividad sin

afectar la deteccién de E. coli sin un previo tratamiento de la muestra.

Existen métodos muy sensibles como el de PCR, que puede dar falsos
negativos por la presencia alta de iones en muestras de agua, como en el caso de
Iztapalapa, que logra inhibir la reaccién (Mazari -Iriart et al., 2000). Para este tipo de
muestra se requiere un previo tratamiento de la muestra para aplicar estos métodos

moleculares.
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Figura 35. Linealidad estandar y conductividad determinada con el aptasensor en
ausencia de E. coli.
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con electrodos de oro sin E. coli

El tiempo de respuesta del aptasensor para oro fue determinado realizando una
serie de mediciones de la conductividad de una solucion de 2.5 mM de KCI en un
intervalo de tiempo de 0 a 5 minutos. Los resultados para los electrodos de oro
indican que a partir del minuto 2 la medicidn es estable y no hay cambio a partir de
este tiempo, por lo que se establece el equilibrio entre las capas sélidas del

biosensor y la fase liquida de la muestra, permitiendo tener lecturas estables.

En la Figura 36 se presenta el perfil de la curva de conductividad contra tiempo, en
la que podemos observar una tendencia estable a partir del minuto 0 a 5 cuando se
mide la conductividad con el electrodo de oro, mientras que para las mediciones con
el electrodo modificado con la biopelicula de MWCNT-AEe10, podemos observar que
se tarda un minuto mas en estabilizarse y penetrar el liquido, para dar una lectura
estable, y a partir del minuto 2 se estabiliza pudiendo hacer las determinaciones a
partir de este tiempo. Sin embargo, se selecciond el minuto 3, que es un valor

intermedio para medir las muestras con E. coli en la literatura.

Por ultimo, se reportan pocos métodos para detectar E. coli en agua potable
en menos de 3 minutos, y uno de ellos es el método reportado por (McCracken et
al., 2016), el cual consiste en detectar E. coli mediante anticuerpos especificos con
un nivel de deteccion de 1000 UFC/100mL que es un valor muy alto para medir en
muestras de agua potable para uso y consumo, mediante un método colorimétrico,

captando la imagen en un teléfono celular.
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Figura 36. Estabilidad de las mediciones obtenidas durante los primeros 5 min con
el aptasensor.

7.5.4 Deteccion de E. coli con el aptasensor con electrodos de oro

Para determinar la presencia de E. coli en muestras de agua con NASEc, se utilizd
el aptasensor fijado al conductimetro como se explicé anteriormente. Cuando se
encuentra presente, la bacteria tiene alta afinidad por la superficie del electrodo
modificado Au-MWCNT-Ae1o0 Figura 37 a y se fija en esta superficie exclusivamente
debido a la presencia de los aptameros especificos para E. coli. Por otra parte, en los
electrodos de Au-Au sin modificar no se pega la bacteria Figura 37 a y se demostro
en un analisis de SEM del electrodo de oro sin modificar, después de estar en
presencia de E: coli. La micrografia no se muestra, ademas, si bien los electrodos
de oro se utilizan mucho en la fabricacion de biosensores, por su facilidad para
modificarse con grupos funcionales como grupos tiol (Podunavac et al., 2023) y ser
un metal noble no reacciona. Los iones migran hacia el electrodo por la corriente
alterna Figura 37 a y b, dando una lectura sin bacteria Au-Au y una lectura con
bacterias adheridas en el electrodo Au-MWCNT-Agi0-Au-MWCNT-Ag0. La
diferencia entre dos lecturas proporciona el valor conocido como AC y se expresa

matematicamente en la siguiente ecuacion:

s
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AC = (CAU-MWCNT-Ae10) — (CAU) (3)

Se midié el cambio de la conductividad AC en las suspensiones bacterianas
seriadas (1:100 mL), preparadas con solucion de KCI 2.5 mM y E. coli, para
concentraciones bajas de UFC/100 (0,1,2,3,4) como se explicé, en material y
métodos. En la Figura. 38, se muestra la grafica de la respuesta AC Vs UFC/100
mL, en donde se resumen los resultados de cuatro experimentos independientes.
Las mediciones se realizaron después de tres minutos de haber sumergido el
conductimetro con el aptasensor en la suspension bacteriana a una temperatura de
(23-24°C) las lecturas se realizaron por triplicado e inicialmente se midié el KCI sin
inocular E. coli, después de esterilizar el KCI, esta muestra se tom6 como control
negativo, el valor de AC sin bacterias fue de 156 + 12 uS/cm esto es para cero UFC,
para las muestras con 1 UFC/100 mL, fue de 121.5 £ 10 uS/cm, para el valor de 2
UFC/100 mL el valor de AC fue 113 + 2, y para 4 UFC/100 mL fue de 116 + 5. Los
resultados graficados permiten observar una relacion inversa entre el aumento de
UFC /100 mL y la disminucién del valor de AC. Este comportamiento indica la

presencia de E. coli en la muestra.
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Figura 37. Representacion esqueméatica de NASEc y de la medicion de la
conductividad en presencia de bacterias.
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Figura 38. El cambio de AC en presencia de E. coli en KCI 2.5 mM.

El disefio del aptasensor permite que el material hibrido de aptdmero-nanotubos de
carbono de la superficie de electrodo de Au actie como capa transductora y

detectora de E. coli.



La interaccion con el aptdmero promueve un cambio

conformacional al retener a la bacteria que se encuentra en la solucion (Zelada-
Guillen et al., 2009), saturando la superficie del electrodo donde estan los puntos de
unién con el aptamero Figura 37 b. El cambio de AC se debe a que través de esta
solucion se hace circular una corriente eléctrica alternante provocando un cambio
de conductividad electrolitica de la muestra que depende de la presencia de E. coli
gue se encuentre fija en electrodo bloqueando la superficie, como se muestra en el
esquema de la Figura 37 b y disminuyendo el valor de AC. Existe una relacion
inversa entre la respuesta AC y la concentracion de bacterias, que puede explicarse
por la saturacion progresiva de los sitios de union disponibles en los MWCNT
modificados con los aptameros (AE10) que reconocen a E. coli, hasta llegar a la
saturacion.

El aptasensor puede detectar 1 UFC/100mL de E. coli en 3 min, esto puede
considerarse como el limite minimo de deteccion, permitiendo detectar facil y
rapidamente en la muestra, en comparacion a los métodos clasicos y otros
biosensores reportados. En la tabla 7 se presentan diferentes métodos desarrollos
para la deteccion de E. coli en el agua potable. Algunos de los métodos citados son
muy complejos, basados en sensores electroquimicos (Serra et al., 2005), como los
métodos citados de la linea 10 a la 13, que son espectroscopicos y miden la
impedancia o bien enzimaticos, (Hesari et al., 2016; lonescu, 2017; Kuo et al., 2010;
Serra et al., 2005).

Estos métodos, en general, requieren menos tiempo que el método clasico
gue requiere 48 H, pero la sensibilidad que presentan no es suficientemente alta
para cumplir con la norma oficial mexicana para calidad microbiologica para agua
potable. Estos métodos utilizan frecuentemente principios de nanociencia y
nanotecnologia para detectar E. coli como principio basico. A partir de la linea 13
(Kuo et al., 2010) se presentan los métodos que tienen mayor sensibilidad y pueden
detectar hasta una UFC/100 mL, pero en tiempo que puede variar de 9 H hasta 15
minutos, este ultimo método fue reportado por Wutor et.al. (2007), y se basa en
medir electroquimicamente el CPR por la hidrolisis enzimatica p-D-galactosidasa

sobre el CPRG, el cual fue previamente inmovilizado en electrodos de glasin carbon.
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Este método estd disefiado para aplicarse en laboratorio, porque se
requiere de un equipo voltanométrico (BAS Epsilon) para las mediciones, mientras
gue el método reportado en este trabajo se aplica en campo y solo se requiere de un
conductimetro con el aptasensor acoplado, el cual es de facil manejo y mas rapido
(3 min).

7.5.5 Andlisis Raman del electrodo de oro después de medir con

E. coli
Los resultados de union de E. coli a los aptameros también se confirman con los

espectros Raman obtenidos del analisis de la superficie modificada con NTC-Ae1o0
cony sin presencia de E. coli. Este espectro se presenta en la Figura 39, donde se
pueden ver las bandas tipicas de MWCNT y las bandas reportadas para E. coli. De
acuerdo con la bibliografia, los picos MWCNT de la regién 600-900 cmty 1200-1400
cm? son para E. coli y las bandas (1350-1600) cm™ caracteristicas para MWCNT
carboxilados, concuerdan con lo reportado por Segungupa et al. (2006).

La espectroscopia Raman es una técnica que se basa en la dispersion
inelastica de la luz de una fuente de excitacibn monocromatica, que permite una
deteccidn selectiva y altamente sensible, que se ha usado para identificar bacterias
como: E. coli, S. tiphy y algunos hongos (Maquelin et al., 2003) y virus como el
SARCov2 (Cui & Zhou, 2020). Esta técnica se utiliz6 para el andlisis de la
nanopelicula después de haber sido expuesto a una suspension de E. coli de 103
UFC/100 ml con la finalidad de demostrar que las bacterias se quedan capturadas
por el aptasensor en presencia de Aeio, como se confirmd por microscopia
electrénica en el apartado anterior.

En la Figura 39. se muestra los espectros Raman tipicos para la nanopelicula
de nanotubos de carbono con Aeio se puede observar los picos Dy G de los MWCNT
caracteristicos. Una serie de picos nuevos que aparecen en un rango que va de la
region de 400-1800 (cm™). En el andlisis se sugieren bandas asociadas con el DNA
(701y 747), amida lll (1262), de formacion del CH de los lipidos de la membrana de
E. coli (1437 cm™), triptéfano (1540), relacionado con los grupos funcionales en la

membrana. En la tabla 6 estan resumidas las frecuencias de los compuestos.
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La presencia de E. coli se explica por la unién a Aeio que esta unido a los MWCNT
carboxilados, mediante la reaccién quimica de enlace covalente via EDC/NHS. En
la banda Amida | se observan un hombro en el lado de frecuencia mas alta de la
banda G MWCNT, como reporté Maquelin et al., 2003 y Wu et al., 2001, producto

de la funcionalizacion con el aptamero.
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Figura 39. Espectro Raman de E. coli adsorbida en la nanobioestructura disefiada.

Tabla 6. Asignacién de bandas de analisis Raman de electrodo de oro con E. coli
adheridas sobre la pelicula nanoestructurada y funcionalizada con Agio.

Desplazamiento Raman (cm™) Asignacion
437 Fenilalanina
488 Polisacaridos
500 S-S disulfito stretching banda
551 Polisacaridos, A, C
560 C-S
583 Trp, C, G
611 Phe
645 Tyr,C,G
701 ADN
747 ADN
783 ADN,O-P-0
1176 C -0 estiramiento
1201 C — N estiramiento
1262 Amida Il
1348 CNT - banda D
1437 CH2/CHs deformacioén
1540 Trp
1579 CNT - banda G
1619 C — C estiramiento, Amida |

93



Deteccion en linea de la calidad microbioldgica del agua potable M

7.5.6 Deteccion de E. coli con el aptasensor NASEc en muestras
de agua comercial

En la Figura 41 se muestran resultados obtenidos de muestras de agua
purificada marca VENEC, inoculada con E. coli, en concentraciones de 6, 35, 250
UFC/100 mL. Estas muestras se midieron con el equipo NASEc, Figura 40. En esta
grafica se observan los valores de AC; para valor de AC sin bacterias y después de
esterilizar (101 uS/cm), el valor de AC va disminuyendo a medida que se va
incrementando la cantidad de bacterias. Para el valor de 6 UFC, el valor de AC= 96.3
puS/cm, seis unidades menos que para cero UFC/100 mL. Cuando se incrementé a
35 UFC/100 mL, el valor de conductividad se disminuy6 a 93 uS/cm y cuando se
incremento a
250, UFC/100 mL el valor de conductividad disminuy6 hasta 88 uS/cm. Estos
resultados demuestran que el aptasensor funciona con muestras de agua potable
para detectar E. coli en tiempo real y a bajas concentraciones, estos resultados
tienen un comportamiento que concuerda con los obtenidos con la deteccion de E.
coli en KCI 2.5 mM. Esto quiere decir una disminucion de la conductividad en

presencia de E. coli y por lo tanto de AC.

Figura 40. Conductimetro H19811 con NASEc.
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Figura 41. Valores de conductividad obtenidos con NASEc con diferentes
concentraciones de E. coli en agua purificada marca VENEC.

7.5.7 Estabilidad del aptasensor
Considerando que la estabilidad es una caracteristica asociada a la vida media del

aptasensory que pocas veces se toma en cuenta, es de suma importancia evaluarla.
Si se pretende que sea para una aplicacion cotidiana y de uso doméstico. En este
trabajo se evalué la estabilidad de aptasensor, durante de 18 meses, Figura 42. En
todos los casos, el aptasensor se prob6 con una solucién de KCI 2.5 mM a 24 °C,
sin presencia de E. coli. Los resultados se presentan en la Figura 41, para esta
evaluacion se midieron dos parametros: CAu (I) y CAu-MWCNT-Aewo (I1). El
aptasensor NASEc, muestra una gran estabilidad y consistencia durante toda la
prueba. Los valores de CAu fueron en promedio 189 uS cm-(ds = 22) y para CAu-
MWCNT-AEe1o0 fueron 322 uS / cm (ds = 26) y se calculd el valor de AC.

Asimismo, la estabilidad de NASEc se puede atribuir a las caracteristicas de los
aptameros, que presentan gran estabilidad de su estructura a temperatura
ambiente, la capacidad de regeneracion y otra muy importante es la de estar
modificado en el extremo 3’ (Ae10) NH3, unido a los MWCNT-COOH, lo que le da
estabilidad frente a las nucleasas que son enzimas que degradan los acidos

nucleicos.
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Los conjugados MWCNT-Aei0 muestran una vida media prolongada por la
naturaleza de los aptameros, caso contrario a los anticuerpos, que son menos
estables por su naturaleza proteica (Hayat & Marty, 2014), y esto hace que los
inmunosensores no sean reusables, contrario a NASEc que se puede usarse varias
veces sin perder la sensibilidad en la medicién, solamente con enjuagar con agua
estéril varias veces, como lo reportaron Chrouda et al.,2022, con el aptasensor para
detectar aflatoxinas.

Hay que tener en cuenta también que la robustez y estabilidad combinadas
con la reutilizacién del sensor aqui reportado lo hace adecuado para un uso rentable
a nivel comercial. Esta caracteristica es importante para la fabricacion de
aptasensores a nivel de gran escala. Los resultados indican que el método es
estable, sin ruido, robusto, que puede ser usado por mas de un afio de uso continuo
y es reusable sin tener cambios importantes en las lecturas. Algunos autores
sefialan que la inmovilizacién realizada entre los MWCNT y el aptdmero le confiere
una estabilidad y proteccion a este ultimo (Hayat & Marty, 2014). Se realizé una
prueba de t, donde se puede ver que no existe diferencia significativa entre las
mediciones antes y después de medir E. coli como se puede ver en la Figura 42,
las mediciones con los electrodos Au-Au y Au-MWCNT- Au-MWCNT (1-7), se
realizaron después de haber medido E. coli. Autores como Chrouda et al., 2022
reportaron la estabilidad de un aptasensor de un mes y sefialan que la actividad
disminuy6 15% de la eficiencia de las mediciones del aptasensor.

Ellos reportan que lo conservaron a temperatura 4 °C en amortiguador de
fosfatos, pH 7. Por otra parte, NASEc se conservé a temperatura ambiente y
protegido de la humedad. Para realizar nuevas mediciones, solamente se volvié a
sumergir en KCI 2.5 mM, para medir nuevamente la presencia de E. coli, otro trabajo
donde midieron la estabilidad fue el realizado por Sari et al. (2023), los cuales
construyeron un aptasensor electroquimico y realizaron experimentos de estabilidad
acelerada a diferentes temperaturas 25, 40 y 50 °C durante 1, 15,30y 60 dias. Esto
autores miden la respuesta y se observan que se pierde 18% de la actividad. Este
método se utiliza para evaluar la vida de anaquel en alimentos, pero en el campo

de los biosensores resulté muy util, como se demostré con NASEc.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El objetivo de este trabajo fue disefiar y construir un nanoaptasensor (NASEc) para la
deteccién de E. coli en agua potable. Esto se logré disefiando un dispositivo que se basa
en mediciones de conductividad eléctrica entre un juego de electrodos de oro modificados
y sin modificar. Los cambios realizados en los electrodos de oro fueron combinados con
un aptamero especifico (Aeio) para E. coliy MWCNT, lo que resulté en un complejo
Ae10—-MWCNT, que produjo una nanopelicula con alta sensibilidad para la deteccion
de una UFC/100 mL para E. coli.

Por otra parte, se demostr6 mediante técnicas nanométricas y moleculares de
espectroscopia UV-vis, Raman, AFM y SEM, la eficiencia de las modificaciones
realizadas, lo que ofrecié un control en la fabricacion del aptasensor, garantizando
la eficiencia en la deteccidn de E. coli en las muestras analizadas en KCI 2.5 mM y
en agua purificada.

Es importante sefalar que la técnica de AFM sirvid para verificar, a nivel
nanométrico, la diferencia en el diametro de los MWCNT. Los MWCNT con el Aeio,
presentaron un diametro mayor que los MWCNT sin funcionalizar.

La técnica de espectroscopia Raman, permitié corroborar la modificacién de
la superficie de los electrodos oro con WMCNT-Ae10, mediante la obtencion de
bandas caracteristicas para cada componente. También se analizo la superficie de
los electrodos de oro después de detectar E. coli, confirmando su presencia en los
electrodos de oro modificados, como lo demostraron los datos por SEM.

Por medio de SEM se evalu6 también la especificidad de la biopelicula, al
obtener micrografias donde se muestra la presencia de E. coli, en electrodo con
MWCNT-AE10, pero no asi, en la misma biopelicula en presencia de S. marcescens
gue se utilizé como control negativo porque no la retiene la biopelicula (WCNT-AE10),
por ser especifica para E. coli.

El disefio propuesto del aptasensor permite tener una relacion lineal entre la
conductividad registrada por el par de electrodos Au-Au y la correspondiente
medicion de la conductividad eléctrica realizada con el otro par de electrodos, que

incluye tanto el par de electros Au-Au como Au-MWCNT-Au-MWCNT en soluciones
de KCL con diferentes concentraciones con esto podemos decir que el aptasensor
puede usarse en muestras de agua potable en un amplio rango de conductividad de
(50 a 1300 puS/cm), para detectar a E. coli en 3 min. El método de deteccidon
conductimétrico de NASEc tiene muchas ventajas, incluido su bajo costo,

simplicidad y tiempo de analisis corto.
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En contraste con los métodos clasicos tradicionales, que requieren de 48 H para
conocer el resultado de la presencia de E. coliy de 72 H para tipificarla, de la misma
manera estos analisis se realizan por personas que tienen un entrenamiento previo
y en laboratorios con equipo especializado y con altos costos operativos. NASEc
resulto ser un dispositivo robusto por su estabilidad de 18 meses con estas ventajas.
El disefio y fabricacién de NASEc, abren la posibilidad de incorporar el aptasensor
a un sensor multifuncional para la deteccion simultdnea de indicadores
microbiolégicos de calidad del agua potable y de otros compuestos de importancia
para la salud, como son los residuos clorados producto de desinfeccion y de otros
elementos quimicos que pueden causar dafo a la salud de los consumidores.

Con la fabricacién de un multisensor doméstico, se tendria un dispositivo al alcance
de la poblacién en general para usarlo como herramienta que determine la calidad
del agua, en los hogares, en la red de distribucion y durante el proceso de
potabilizacion, garantizando la seguridad de tener agua apta para consumo
humano. Para posteriores trabajos se sugiere un monitoreo de muestras de agua
de la red de distribucibn de zonas criticas o donde hay antecedentes de
contaminacion por E. coli como alcaldias Iztapalapa, Tlahuac y Xochimilco, que son
zonas vulnerables geograficamente por ser zona lacustre y con alta densidad de

poblacion
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ABSTRACT

In this work, & novel nanoaptasensor (NASEC) for rapid and direct detection of Escherichio coi (E
coli) in drinking water was designed and constructed. The sénsor is based on electrical conductivity
measurements between a et of bare gold electrodes and a set of modified gold electrodes. The
modified electrode set was covered with an aptamer layer (Aco) to improve affinity for £ colf and
better binding to the electrode surface. Using the modified nanostructured layer with multiwall
carbon nanctubes (MWCONT), the high sensitivity of the sensor was achieved and allowed to detect
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the presence of £. co in guantities of a single colony forming units (CFU) per 100 mL This sensitivity
meets the relevant international drinking water quality standards. Each step in the process of the
NASEc fabrication was verified and proved by different analytical techniques at 8 nanometsic and
molecular level: UV-vis and Raman Spactroscopy, AFM, and SEM. This partable, simple, and reusable
nanoaptasensor with high selectivity and affinity offers faster detection (3 min) in the presence of
E. co pared to ional colony forming units (CFU) counting-based methods {24 to 48 h).
NASEC is designed for direct measurements without any pretr of samples and is helpful in
potable water within a conductivity range of 50 to 1300 uS/em.

Key ds: E. coW, ap! , ap , drinking water
Resumen

En este trabajo, se diseio y construyd un nuevo nanoaptasensor (NASEc) para Ia deteccion rapida y
directa de Escherichio coli (£, coli) en agua potable. El sensor se basa en mediciones de conductividad
eléctrica entre un conjunto de electrodos de oro sin modificar y un conjunto de slectrodos de oro
modificade. Bl junto de &) dos modificado se cubrid con una capa de aptamero {Ago) pars
mejorar Is afinidad por E coli y una mejor unidn & la superficie del electrods. Utilizando la capa
nancestructurada modificada con nanotubos de carbono de paredes mualtiples (MNTC) se loged la
alta sensibilidad del sensor y permitié detectar la presencia de E. colf en cantidades de una sola
unidad formadora de colonias (UFC) por 100 mi. Esta sensibilidad cumple con los estandares
! ionales perti de calidad del agua potable. Cada paso en el proceso de fabricacién de
NASEc fue verificado y probado mediante diferentes técnicas analiticas a nivel nanométrico y
molecular: espectroscopia UV-vis y Raman, AFM y SEM. Este P portatil, simple y
reutilizable con alta selectividad y afinidad ofrece una deteccidon mas rapida {3 min) &n presencia de
E coli en comparacidon con los métodos convencionales basados en ¢l recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) (24 2 48 h). NASEC esta disefiado para mediciones directas sin ningun

tr i previo de m ¥ &< Util en agua potable dentro de un rango de conductividad de
50 a 1300 pS/om.
Palablas cl Ecoli, aptd o, ap , agua potabl
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3.Tabla A Datos de conductividad de muestras de agua potable de
algunos puntos de la CDMX.

Tabla A. Conductividad eléctrica de diferentes muestras de agua:

Muestra de agua Equipo y Conductividad
(sonda con electrodo de grafito comercial)
uS/cm
H198312 H198311 H198308-PWT H198309- UPW
Agua potable 320 306 - -
Bonafén

garrafon de 20
L (Comercial)

San Fernando Del. 210 167 170.7 -
Magdalena
Contreras (R.D)2
Agua potable Ciel 300 253 - -
botella de 600ml
(Comercial)

Agua comercial 250 205 - -
Bonafon botella de
600 ml (Comercial)

Agua potable Del. 1820 1531 - -
Iztapalapa (R.D.)2
Agua 360 270 0.1-0.2 0.630
destilada
garrafén
VENEC
(laboratorio)
Red de distribucion
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