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ABSTRACT

Nowadays, the microbiological methods for the water quality evaluation require
minimum 48 hours and special laboratory installations. They are not suitable for
use in homes or in the field. Therefore exists a clear necessity to develop a
portable device which will be able to measure quality of water, especially by means
of microbiological characterization, directly, in real time and with high precision.

In this work we present results of the preliminary development of a biosensor which
satisfies the mentioned needs in terms of detection of contamination by bacteria
E.coli. The biosensor is based on the measurement of electrolytic conductivity of
water samples and it detects E.coli due to the specific affinity between carbon
nanotube (CNT) electrodes modified by different aptamers (E1, E2 and E10) and
the mentioned bacteria. Here, we present the basic principles of such aptasensor,
and determination of E.coli in 23 * 10° UFC/ml tap water samples.

The obtained results shows that electrolytic conductivity of water samples in
presence of E.coli decay approximately for 33% (0.36 mS/cm to 0.24 mS/cm). We
found this difference sufficient enough to be a base for development of new type of
aptasensor. In addition to the decay of the electrolytic conductivity we also visually
confirmed a preferential adsorption (accumulation) of the E.coli over the modified
aptamer-CNT surface by SEM, which clearly shows high affinity of bacteria for
such modified sensor surface. Optimization, calibration and further development of
the present aptasensor are in the progress.

RESUMEN

Actualmente, los métodos que se usan en México para determinar la calidad
microbiologica del agua (NMP vy filtracion por membrana, NOM 127) estan
basadas en métodos estandarizados internacionalmente (APHA) que requieren de
por lo menos 48 horas de incubacién para detectar bacterias fecales y de 2 a 3
dias para tipificarlas. Estos métodos no estan al alcance del consumidor de agua
potable, por lo que se propone proporcionar una tecnologia que le permita
determinar la calidad microbiologica del agua que consume.
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El objetivo de este trabajo es desarrollar un biosensor que permita conocer la
calidad microbiologica del agua en tiempo real mediante la nanobiotecnologia,
empleando aptameros especificos (E1, E2 y E10) y nanotubos de carbono (NTC)
para medir el efecto que tienen las bacterias (Escherichia coli) sobre la
conductividad electrolitica del agua.

En electrodos de grafito modificados con NTC se observd el efecto de la
inmovilizacion de los aptdmeros por enlace quimico sobre su superficie para la
deteccion de bacterias E. coli suspendidas en agua. Con tiempos de contacto de 5
min se midi6é la conductividad de los electrodos modificados con y sin aptameros
(E-NTC y E-NTC-A) en una suspension de E.coli (23*105 UFC/mL) y agua de la
red de Iztapalapa (ARI). Los resultados muestran que hay una disminucién en la
conductividad electrolitica del ARI al comparar el blanco (0.36 mS/cm, agua sin
bacterias), la suspension bacteriana con y sin aptameros (0.31 mS/cm y 0.24
mS/cm, respectivamente). Los resultados sugieren una mayor presencia de
bacterias atrapadas en el electrodo modificado con aptameros que sin ellos. Para
corroborar esta suposicion se tomaron micrografias en todos los experimentos con
microscopio electronico de barrido (SEM). La optimizacion del aptasensor se
encuentra en proceso para incrementar la sensibilidad, calibracion y selectividad.

Keywords: Aptasensor, aptamers, carbon nanotubes

Introduccion

El agua para uso y consumo humano debe de estar libre de patégenos, razén por lo
cual se han desarrollado métodos de control de calidad microbioldgica del agua (APHA,
1995). Dado que la presencia de patdégenos en el agua proviene principalmente de
contaminacion fecal, se han utilizados como indicadores a los microorganismos
fecales, coliformes totales, estreptococos fecales y Clostridium perifringes (AWWA,
1999). En México la calidad microbiolégica del agua, esta normada por la NOM - 127-
SSA1-1994, la cual estd basada en métodos estandarizados internacionales (APHA,
1995) que a su vez se basan en métodos dependientes de cultivo, medios selectivos y
en pruebas bioquimicas, que requieren incubarse por 48 hrs. Otros métodos son
los moleculares: la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) desarrollado por Bej et al. (1991), que no requieren de incubacion,
pero se requiere de un concentrado de la muestra y de su extraccion de DNA;
recientemente la técnica de PCR en tiempo real ha revolucionado el diagnéstico de
microorganismos permitiendo su cuantificaciébn con alta sensibilidad (Lazcka et al.,
2007; Garcia-Aljaro et al., 2010). Otro método utilizado se basa en el uso de
anticuerpos como el Ensayo por Inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA
por sus siglas en inglés), el cual ha permitido acortar el tiempo de analisis mas
no una deteccién en tiempo real (Leonard et al., 2003). Frente a estos procedimientos
analiticos que requieren de equipo especializado y personal calificado los
biosensores tienen el potencial de detectar en tiempo real, con alta sensibilidad,
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facilitando su automatizacion e integracion a otros sistemas de medicion. En los ultimos
afios se ha desarrollado la tecnologia de biosensores para la deteccion de
microorganismos patégenos o indicadores de calidad en alimentos y agua, (Lazcka et
al. 2007) utilizando nanomateriales como: NMP (nanoparticulas de metal), NTC
(nanotubos de carbono); en combinacion de aptameros (del latin aptus que significa
“fijar” y del griego meros que significa “particula”) como elementos de reconocimiento,
(Yang et al. 2011). Los aptameros son moléculas funcionales derivadas de los acidos
nucleidos (ssDNA, RNA) con una estructura tridimensional especifica que permite
unirse con alta afinidad a la molécula blanco u objetivo y que son disefiados con base
en el método de evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial
(SELEX por sus siglas en inglés), Wu et al. (2012).

Debido a sus caracteristicas fisicas y que son excelentes conductores de
electricidad, los NTC de alta resistencia se han utilizado para la fabricacién de
aptasensores modificando la superficie del electrodo y amplificando la sefial eléctrica.
Garcia-Aljaro et al. (2010), desarrollaron un aptasensor para detectar a Salmonella
typhi, inmovilizando el aptamero a los NTC y midiendo una sefial electroquimica,
logrando una sensibilidad de 5 UFC/mL en 20 min. En otros trabajos como el de
Zelada-Guillén et al. (2013) desarrollaron un aptasensor para la determinacién rapida y
sensible de E.coliy Salmonela typhi obteniendo una sensibilidad de 6 UFC/mL en leche
y 26 CFU/mL en jugo de manzana.

En la literatura no existen trabajos sobre desarrollo de aptasensores basados
en la medicidn de conductividad electrolitica y la determinacion de la presencia de
E.coli en tiempo real. Por lo tanto el objetivo de este trabajo es desarrollar un
biosensor que permita conocer la calidad microbioldégica del agua de una forma
rapida y sencilla, con un dispositivo portatil para trabajo en campo. Para esto se
deben evitar los métodos microbioldgicos donde se requiere de un pretratamiento e
incubacion de las muestras de agua para detectar la presencia de microorganismos.
En su lugar, queremos desarrollar un biosensor novedoso con principios de
nanotecnologia mediante el uso de NTC y de aptameros desarrollados con técnicas de
biotecnologia para la deteccion de microorganismos, dotando a los usuarios de los
servicios de distribucién del agua (red, pipa o pozo) con un instrumento que les
permita determinar la calidad microbiolégica del agua en el momento que lo deseen.

Materiales y Métodos

Microorganismos: Cepa de E.coli aislada de agua potable en el laboratorio de
microbiologia ambiental y tratamiento de aguas, UAM-I.

Aptameros: especificos para proteinas de membrana exterior de E.coli (Kim et al.
2014), se mandaron sintetizar en Sigma Inc.
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Las secuencias de los aptdmeros son las siguientes: 5’GCAATGGTACGGTTTGTCTTG
CTGGCGCATCCACTGAGCGCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAS' (aptamero E1)
5'GCAATGGTACGGTACTTCCGTTGCACTGTGCGGCCGAGCTGCCCCCTGGTTTGT
GAATACCCTGGGCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAASZ' (aptamero 10) 5'GCA ATG
GTACGGTACTTCCCCATGAGTGTTGTGAAATGTTGGGACACTAGGTGGCATAGAG
CCGCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAAS' (aptamero 2).

Medios de cultivo

Medio de Conservaciéon y propagacion para E coli: Medio Luria (LB) solido en tubo
inclinado para stock de trabajo conservadas a 4°C y medio liquido LB para propagar y
medio Eosina y azul de metileno (Bioxon) para la cuenta en placa de E.coli.

Preparacion de la suspensién bacteriana. Se tomo un volumen de 1 mL del cultivo
de E.coliy se centrifugd a 12000 g por 15 min y el sobrenadante se descarto y el pellet
fue resuspendido en un mililitro de solucién salina 0.85% estéril, posteriormente se
midio la densidad 6ptica de la suspension a 540 nm en un espectrémetro UV-VIS Hach.
Cuenta en placa: se realizaron diluciones seriadas 1:10, se inéculo y se cuantificé en
placa en el medio azul de metileno y eosina de acuerdo al método de cuenta en placa
(EPHA, 1995).

Funcionalizacion de NTC. Se realiz6 mediante un tratamiento con una mezcla de
acido sulfurico y acido nitrico en una relacion 3:1 y sonificando por 2 h, posteriormente
se centrifugé a 12 000 g por 20 min y se lavd dos veces con agua bidestilada de
acuerdo al protocolo propuesto por Evtugyn et al. (2008).

Fabricacion de electrodo de grafito. Un microelectrodo de grafito de 5mm de
diametro fue utilizado para el desarrollo del aptasensor, el electrodo fue limpiado en
acetona por sonicacion durante 10 min, seguido por 10 min en agua bidestilada,
posteriormente se seco a temperatura ambiente durante 5 min.

Fabricacion del aptasensor. La suspension de nanotubos de carbono fue preparado
pesando 20 mg de NTC y suspendiendo en SDS (dodecilsulfato sédico) y seguido por
15 min de sonificacion en un bafio de agua. La suspension fue centrifugada a 12000 g
por 30 min y lavada dos veces con agua bidestilada. La superficie del electrodo se
modificé con la suspension de nanotubos de carbono, aplicando 15 pl.

Inmovilizacion de aptameros en NTC. Adsorcion Fisica. Se realiz6 mediante la
adsorcion directa del aptamero a la superficie nanoestructurada del electrodo de
carbono, de acuerdo al protocolo de Ocafia (2011).

Medicion electroquimica. La medicion de la conductividad electrolitica se realizé
utilizando un conductimetro (Modelo H 198312, Hanna Instruments Inc., USA).
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Resultados y Discusion

Construccion del aptasensor

Se desarrolld un primer prototipo de aptasensor para la deteccion de E.coli, el cual
consistid6 en dos electrodos de grafito de 5 mm de diametro posicionados a una
distancia determinada a través de los cuales se hace circular una corriente eléctrica
alternante (Figura 1) donde la conductividad electrolitica depende de la concentraciéon
de iones presente en el espacio entre los dos electrodos, la presencia de un mayor
nimero de iones aumenta la conductividad, ademas la presencia de especies
organicas o material biolégico no es registrada por su difusion lenta. Sin embargo, en
caso de una afinidad especial entre la superficie de los electrodos y material organico
en la solucién, permite el registro de este tipo de especie. Este es el principio basico de
disefio del sensor: la interaccion de aptameros fijados en superficie de electrodo y la
presencia de E.coli en solucion.

En la figura.2, se muestra el desarrollo de la metodologia para la fabricacion del
biosensor. En la primera etapa el electrodo de grafito es recubierto con NTC con una
capa delgada (aprox 1 mm) y homogénea que incrementan de manera notable la
superficie del electrodo y presentan numerosos sitios para poder inmovilizar a los
aptameros. Con esto se logra tener una superficie cubierta casi por completo de
aptameros con lo que se incrementa la posibilidad de que E.coli sea detectada en la
superficie.

Previamente, los NTC fueron funcionalizados en una mezcla de acidos que
permiten que los aptameros se anclen a los NTC de manera eficiente (Figura 4).
Posteriormente se dejaron los electrodos sumergidos en una mezcla de aptameros (E1,
E2 y E10), durante 12h, para inmovilizarlos a los nanotubos.

El principio de esta técnica es la adsorcion fisica directa de aptamero en la
superficie del electrodo a través de interacciones débiles con los sitios activos del
sustrato, en este caso el grafito recubierto con NTC. La adsorcion fisica es el método
mas simple de inmovilizacion en superficies debido a que no requiere reactivos
especiales ni utilizacion de aptameros funcionalizados. Las principales desventajas que
presentaron: posibilidad de desorcion del aptamero de la superficie y adsorcion
inespecifica en la superficie de electrodo por parte de la molécula blanco.
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FIGURA 1. Esquema de un medidor de conductividad electrolitica
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Determinacion de E. coli

Para verificar el funcionamiento del aptasensor construido se utilizaron diferentes
pruebas con soluciones modelo como: agua de la llave con y sin adicion de
suspensiones de E. coli con diferentes concentraciones.

FIGURA 3.Proceso de mediciéon con aptasensor

El aptasensor basado en NTC como parte del traductor y los aptameros como elemento
de reconocimiento, es capaz de detectar E.coli en tiempo real. Los aptameros usados
son especificos para este microorganismo. La respuesta del aptasensor fue medida en
una suspension bacteriana de 23 x 10°, UFC/mL, dando una respuesta de 0.31 mS/cm,
como se muestra en la tabla 1. Este resultado es un ejemplo de los varios obtenidos
para las diferentes condiciones de los experimentos, en caso particular se utilizaron
electrodos de 5 mm de diametro con distancia entre electrodos de 3 mm.

TABLAT1. Deteccién de E. coli mediante electrodos de grafito modificados con
NTC y aptameros

Electrodo Conductividad (mS/cm)
Agua de la llave Agua de la llave + E.coli
(Iztapalapa) 23 x 10° UFC/mL
Grafito + NTC
rato 0.36 0.31
Grafito + NTC + Aptamero - 0.24
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Con el propésito de verificar la interaccion de la bacteria E.coli y los aptameros
previamente fijados, se hizo un analisis por microscopia de barrido. Los resultados
presentados en las micrografias a, b y ¢ en la figura 3 claramente muestran un
electrodo limpio de grafito y la bacteria E.coli adsorbida sobre la pelicula de nanotubos
respectivamente. Estos resultados muestran de manera clara la eficiencia del
aptasensor y sustenta los cambios de conductividad electrolitica presentados en la tabla
1.

’ o ———
X8, BEE. £y,

1SkU X1Ss 886
'

FIGURA 4. Micrografia de sustrato (grafito) sin evidencia de E.coli (a), (b) y (c), la
superficie de electrodo de grafito con NTC y aptameros con algunas células de E.coli
tamafo (2x0.5 ym).

Los resultados obtenidos ensefian claramente que se construyé un aptasensor que
funcionalmente identifica E. coli en agua; sin embargo, la optimizaciéon en términos de
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determinar bajas concentraciones entre 1 y 10 CFU se necesita desarrollar. El trabajo
esta en proceso de mejorar sensibilidad, especificidad y calibracion detallada de este
aptasensor.

Conclusion

Se desarrollé un aptasensor capaz de detectar E.coli en niveles de 23 x 10° UFC/mL
de forma répida, y sencilla; utilizando un electrodo de grafito modificando la superficie
con NTC y aptamero. Es importante sefialar que estamos en la etapa de optimizacién
de las concentraciones de aptamero y tiempo de regeneracién y de aumentar la
sensibilidad del aptasensor asi como determinar su vida util.
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