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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos se desarrollan debido
a la contaminacion de productos alimenticios con microorganismos
patégenos, toxinas u otros contaminantes. Una estrategia para evitar
los brotes infecciosos consiste en la deteccién oportuna de estos
contaminantes. Existen diversos métodos para evaluar y asegurar
la inocuidad de los alimentos, los métodos convencionales suelen
ser lentos y algunos requieren de personal capacitado para poder
realizar la deteccion. Ante esta problematica ha surgido la genera-
cion de métodos rapidos e innovadores en los cuales se hace uso
de la ingenierfa genética para el desarrollo de biosensores, estos
pueden utilizar una amplia gama de plataformas para su construc-
cion, entre ellas destacan las células completas, los fagos e inclu-
sive material inerte como nanotubos de diversos materiales. Los
biosensores brindan la ventaja de que traducen el reconocimiento
del contaminante en una sefial visible que facilita la deteccion y
por lo tanto las estrategias de contencion.

Introduccion

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) surgen
por la presencia de agentes patogenos como virus, parasitos, bac-
terias, mohos y levaduras o toxinas en los productos alimenticios;
estos pueden ser contaminados por diversas vias que pueden ir
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desde la produccion hasta el procesamiento y distribucién como se muestra en la
figura 1 y suelen estar asociadas a sintomas gastrointestinales como diarrea, vomito,
dolor abdominal y fiebre. Ademas, pueden causar otros efectos adversos para la
salud humana, como complicaciones neurolégicas, hepaticas y renales, y en algu-
nos casos, llegar a ser un problema de mortalidad para personas que pertenecen al
grupo de alto riesgo que incluye mujeres embarazadas, neonatos, adultos mayores
y personas inmunocomprometidas (Mohammad et al., 2018).

Los patégenos, como bacterias, virus o parasitos son los principales contribu-
yentes en la aparicion de las ETAs; se caracterizan por su dosis minima necesaria
para causar una infeccién, alta virulencia, amplia accesibilidad y estabilidad en los
productos contaminados (Ali et al., 2020). Hablando especificamente de bacterias,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y los géneros Salmonella y Campylobacter
son los patégenos transmitidos por alimentos de mayor incidencia. Cada afio se
presentan hasta 60 millones de casos por ETAs, de los cuales en promedio 420,000
terminan en decesos, principalmente en paises en vias de desarrollo y situacion de
extrema pobreza (Foodborne Diseases Estimates, s.t.).

Las ETAs son prevenibles y la deteccién temprana de estos patégenos es fun-
damental para evitar la propagacién de enfermedades. Por lo tanto, es de vital
importancia el desarrollo de nuevos y mejores métodos de deteccion que cumplan
con las siguientes caracteristicas; rapidos, confiables y de facil uso. En la actualidad
hay diversos métodos de deteccidn, dentro de los cuales, los mas asequibles son las
técnicas convencionales como el uso de cultivos e identificacion mediante prue-
bas bioquimicas. También estan disponibles técnicas de ingenierfa genética como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que es mucho mas sensible, pero
requiere de varios pasos adicionales en el procesamiento de la muestra, ademas de
personal calificado (Kabiraz et al., 2023). La biotecnologia alimentaria es un campo
en creciente desarrollo cuyo objetivo es mejorar la produccion, calidad, seguridad y
sostenibilidad de los alimentos. Busca soluciones a problemas mediante la mejora e
innovacién de procesos para hacerlos mas rapidos, confiables y faciles de ejecutar.
Un area de particular interés, es la deteccion de patdgenos, en la que el desarrollo
de biosensores juega un papel crucial. Estos dispositivos son utiles debido a que
nos permiten detectar moléculas de interés nutrimental, moléculas contaminantes
como toxinas y metales pesados; y ademas, una amplia gama de organismos patoge-
nos, entre ellos se pueden mencionar bacterias, virus e incluso parasitos (Ali et al.,
20205 Singh et al., 2023; Sa’adon et al., 2024). Por todo lo mencionado, el objetivo
de esta revision es dar un panorama general sobre las plataformas que se emplean
en el desarrollo de estos biosensores y nanosensores para la deteccion de patdégenos
transmitidos por alimentos y agua.
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Figura 1. Principales agentes causantes de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs)
y las fuentes mds susceptibles a contaminacién que les permiten su diseminacion
Fuente: Creada con BioRender

¢Qué son los biosensores?

Un biosensor es un dispositivo de diagnéstico que utiliza componentes biologicos de
microorganismos, como organulos, células completas, enzimas aisladas, anticuerpos
o tejidos, acoplados a un elemento transductor. Este transductor genera una sefial
cuantitativa o cualitativa que es proporcional a la concentracién de la molécula o
analito objetivo (Hasan et al., 2014).

Para que un biosensor funcione se requieren tres componentes basicos: a) un
elemento que efectuara el reconocimiento del analito b) un transductor que se ac-
tivara en presencia de esta molécula y generara un cambio fisico, quimico, 6ptico,
térmico o incluso eléctrico, y finalmente ¢) un detector que permitira convertir estos
cambios en sefiales que son faciles de interpretar (Valenzuela-Amaro et al., 2023).
En resumen, un biosensor es un dispositivo que cuenta con un elemento biol6gi-
co, que le permite detectar biomarcadores especificos de los patégenos, utilizando
seflales cuantificables y detectables con las que se puede correlacionar la presencia
de patégeno (Fracchiolla et al., 2013; Hegde et al., 2022).

Para el desarrollo de biosensores se emplean diversas plataformas que serviran
como “chasis” para contener al elemento receptor, estos pueden ser elementos
complejos como por ejemplo: bacterias y células eucariotas modificadas genética-
mente para reconocer al analito en cuestion; se han utilizado de igual manera virus
que han sido disefiados usando herramientas de ingenieria genética; e incluso se
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pueden utilizar matrices inertes como es el caso de los nanobiosensores que utilizan
nanomateriales para la fijaciéon del elemento de reconocimiento. Una vez que la
plataforma ha detectado al analito para el cual fue disefiada se genera una senal de
salida que nos indica que el analito esta presente en la muestra; esta sefial de salida
debe ser medible u observable y depende de la naturaleza del disefio del biosensor,
podemos observar sefiales electroquimicas, piezo-eléctricas u Opticas (Figura 2).
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Figura 2. Estrategias de deteccién de contaminantes en alimentos
utilizando diferentes plataformas biosensoras
Fuente: Creada con BioRender
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Biosensores microbianos de células completas (BMCC)

Como su nombre lo dice, los BMCC utilizan células completas de origen procariota
y eucariota como chasis para contener a los circuitos genéticos necesarios para que
se efectue el reconocimiento y la transduccién de la sefial. Estos circuitos consisten
en el ensamble de diversas piezas como genes de receptores, reporteros, promotores,
terminadores, etc., que conforman al elemento de reconocimiento y de transduccion.

Generalmente, para el disefio de estos biosensores se aprovecha la capacidad
natural de los microorganismos patégenos para detectar la presencia de moléculas
propias en el ambiente y a través de técnicas moleculares se mimetiza esta capacidad
de deteccién en la célula que sera el chasis del biosensor. Por ejemplo, podemos
mencionar el caso de la deteccién de la poblacion bacteriana, mejor conocido como
qudrum sensing bacteriano (QS). Este es un sistema de comunicacion celular que se
basa en la deteccion de moléculas autoinductoras (Al) por parte de la comunidad
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bacteriana. L.a deteccidon en sistemas de QS se realiza mediante un sistema de dos
componentes que consta de un receptor de membrana que reconoce la molécula
Al Una vez detectada, el receptor se activa y fosforila a un regulador transcripcional
especifico, que regula la transcripcion de un gen blanco. En el disefio de los biosen-
sores, este gen puede ser reemplazado por un gen reportero. Este sistema de dos
componentes es un candidato ideal como elemento de reconocimiento debido a su
especificidad y su capacidad para desencadenar una reacciéon que permite visualizar
la presencia del patégeno como se observa en la figura 3.

El disefio de estos biosensores ha permitido la deteccion de moléculas de sefia-
lizacién de grampositivas como el autoinductor AIP-1 de §. awreus (Lubkowicz et
al., 2018) y de gramnegativas moléculas de acil-homoserina lactona (AHLs) de P.
aernginosa y B. psedumalles (\Whu et al., 2021) (Tabla 1).
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Figura 3. Mecanismo de deteccién basados en el sistema de quorum sensing para
la generacion de biosensores microbianos de células completas (BMCC)
Fuente: Creada con BioRender

Ventajas de los BMCC

Debido a que se trata de organismos vivos, la vida util de los BMCC puede ser
limitada, siendo de dias a meses; no obstante, el uso de hospederos formadores
de esporas como Bacillus subtilis puede extender la durabilidad del biosensor hasta
por 1 afio (Sangal et al., 2011). Estrategias como la encapsulacioén, liofilizacién e
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inmovilizacién de las células permiten su conservacion y transporte hasta su uso.
Aunado a ello la encapsulaciéon permite una facil manipulacion y almacenamiento
de las células biosensoras, mientras que la liofilizacion permite su adhesion en tiras
de papel o membranas para la preparacion de tiras reactivas de uso rapido y senci-
llo, sin la necesidad de requerir personal altamente capacitado para su uso. Por otra
parte, al tratarse de células bacterianas en su mayoria, los requerimientos para su
crecimiento son bajos, mismos que se ven reflejados en la parte econémica por lo
que pueden considerarse herramientas accesibles.

Bacteriéfagos

Los biosensores que emplean bacteriofagos como plataformas aprovechan la ca-
pacidad natural de estos virus para infectar especificamente a una bacteria. Existe
una gran diversidad de fagos, aunque para el desarrollo de biosensores se utilizan
principalmente los bacteri6fagos liticos y templados (Al-Hindi et al., 2022).

¢Como funcionan los biosensores basados en fagos?

A diferencia de los BMCC, que requieren un elemento de reconocimiento, los bio-
sensores que utilizan fagos se valen de la capacidad y especificidad de estos para
infectar al patégeno de manera selectiva. Por medio de las herramientas moleculares
se inserta en el bacterifago un biomarcador que sera el que nos genere una senal
de salida, sefial que se puede ver solo si el bacteriofago infecta al patégeno para el
cual es especifico. Algunos de los biomarcadores se basan en reacciones cataliticas,
por ejemplo, el uso de la 3-D-galactosidasa que posterior a su liberacion y al afadir
p-aminofenil-B-D-galactopiranésido como sustrato se obtiene p-aminofenol, cuya
oxidacion genera una sefial electroquimica como respuesta, lo que ha permitido
la deteccion de patdgenos como Bacillus cereus, Mycobacterium smegmatis y E. coli en
alimentos y agua (Neufeld et al., 2003; Yemini et al., 2007; Hinkley et al., 2018).
Otros biomarcadores que resaltan son el trifosfato de adenosina (ATP) y la
adenilato-kinasa (AK) que pueden utilizarse en ensayos de bioluminiscencia, pues
su liberaciéon impulsa la reaccion catalitica de la enzima luciferasa (Brovko et al.,
2012), generando una sefial de salida de tipo Optica para la deteccion de Salmonella,
L. monocytogenes, E. coli O157 (Wu & Griffiths, 2001). En particular, el gen que co-
difica para la enzima luciferasa, es uno de los biomarcadores de mayor interés para
crear reacciones de bioluminiscencia; gracias a la insercion de este gen mediante
ingenieria genética y posterior expresion en fagos reporteros, se facilita la conver-
sion del sustrato cromogénico que genera una senal optica facilmente detectable.
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A la actualidad, se han desarrollado una diversidad de fagos que permiten de-
tectar bacterias como E. co/i (Zurier et al., 2020) o Listeria monocytogenes (Meile et al.,
2020) en concentraciones muy pequefias, incluso hasta una sola célula (Tabla 1).
En la Figura 4 se detalla el uso del fago A500: nluc ALCR como biosensor para la
deteccion de Listeria monocytogenes; en un primer paso se lleva a cabo el muestreo del
alimento contaminado, posteriormente se lleva a cabo un proceso de enriquecimiento
en medio de cultivo selectivo para permitir el crecimiento del patégeno y con ello
la infeccién por fagos. Una vez que el fago se replica en el huésped y comienza la
lisis celular y sintesis de la enzima luciferasa (NLuc), se adiciona el sustrato para la
generacion de bioluminiscencia. Este método permitié detectar una UFC (unidad
formadora de colonias) de L. #onocytogenes en 25 g de leche, embutidos y lechuga
en menos de 24 h (Meile et al., 2020).

Ademas de las reacciones enzimaticas, se han utilizado otras formas de detecciéon
con estas plataformas, como el cambio en la conductividad (impedancia) del me-
dio de crecimiento del patégeno (Falahee et al.,2003) e incluso proteinas asociadas
a fagos (RBP) responsables de reconocer receptores especificos de las bacterias
huésped (He et al., 2018; Kunstmann et al., 2018).
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Figura 4. Deteccion de Listeria monocytogenes en alimentos mediante fagos
A500 modificados con un reportero basados en bioluminiscencia
Fuente: Tomado de Meile et al.,, 2020 con modificaciones

Ventajas de los fagos

Una de las principales ventajas de los fagos como método de deteccion es su alta
especificidad hacia una bacteria huésped, por lo que ademas son seguros de usar
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ya que no infectan humanos. A diferencia de las técnicas de biologia molecular,
como la PCR, los fagos permiten diferenciar entre células vivas y muertas puesto
que los fagos solo se replican en las bacterias vivas (Qian et al., 2017). El tiempo es
un factor importante que se considera al seleccionar un método de deteccion, en el
caso de los fagos virulentos el tiempo para completar el ciclo de infecciéon ocurre
entre 1 y 2 h post-infeccion por lo que la liberacion del biomarcador en el huésped
infectado es rapida, lo que acelera el proceso de deteccidon en comparaciéon con
otros métodos. Por su parte, ventajas como la estabilidad ante diversas condiciones
ambientales como altas temperaturas, variaciones de pH y la resistencia a solventes
organicos (Xu et al., 2019), hace de los fagos un método de deteccion interesante.
Finalmente, su produccion a gran escala se considera viable debido a su simpleza y

costos bajos, (Bardy et al., 2010).

Nanobiosensores

Un nanobiosensor se caracteriza por incorporar nanomateriales para la fabricacion
del elemento transductor, lo que permite detectar patégenos y sus biomoléculas en
una escala extremadamente pequefia ya que convierten una interacciéon biomolecu-
lar en sefiales detectables, que van desde cambios en la concentraciéon de protones,
emisiones de calor o alteraciones en propiedades de la luz, como la fluorescencia

o la absorbancia generando sefiales electroquimicas, 6pticas o magnéticas (Saha et
al., 2012; Valenzuela-Amaro et al., 2023).

¢Qué son los nanobiosensores y como funcionan?

Los nanobiosensores deben su nombre a la utilizacion de nanomateriales, que
son la clave de la sensibilidad y especificidad de estos biosensores. Entre los ma-
teriales mas utilizados se encuentran las nanoparticulas de oro metalico, 6xido de
hierro, puntos cuanticos, 6xido de grafeno y nanotubos de carbono (Srivastava et
al., 2018; Ansari & Malhotra, 2022); han demostrado ser excelentes plataformas
para el transporte de elementos de bioreconocimiento, tales como enzimas, an-
ticuerpos, moléculas de DNA, aptameros o polimeros de impresién molecular,
que son esenciales para detectar y unirse especificamente a microorganismos y sus
biomoléculas (Guruprasath et al., 2024). Un aspecto fundamental en el disefio de
los nanobiosensores es la biofuncionalizacion de la nanoestructura generada con el
agente de reconocimiento sin alterar su actividad (Valenzuela-Amaro et al., 2023).
El disefio de un nanobiosensor se basa en el uso de materiales a escala nanométrica
como nanotubos magnéticos, metalicos, de 6xido de grafeno, de carbono y puntos
cuanticos acoplados a componentes biologicos como enzimas, DNA, anticuerpos,
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aptameros, entre otros. Este acoplamiento permite la deteccion del analito que por
medio de un transductor generara una sefal visible como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Los nanobiosensores como plataformas de deteccién de patdégenos alimentarios
Fuente: Creada con BioRender

Los nanobiosensores son de gran interés en la industria alimentaria debido a su versa-
tilidad. En general, se ha logrado la deteccion de patogenos como Campylobacter jejuni,
contaminante de carne de pollo y agua de consumo no tratada, (McVey et al., 2017)
y Salmonella enterica Typhimurium, patégeno presente en huevo, carne cruda y leche,
esto mediante la funcionalizacién de nanoparticulas de oro con anticuerpos (Guo et
al., 2020) o nanoparticulas de plata con moléculas de DNA, respectivamente (Leng et
al,, 2018). Otra aplicacion interesante es el uso de estas plataformas en combinacioén
con aptameros, es decir pequenas moléculas de DNA o RNA que pueden unirse es-
pecificamente a una molécula objetivo, técnicas que se han empleado en la deteccion
de Staphylococcus anreus al utilizar un aptasensor modificado con nanoparticulas de

oxido de hierro (Fe304) y puntos de carbono modificados (Cui et al., 2019) (Tabla 1).

Ventajas de los nanobiosensores

El integrar nanomateriales en los biosensores mejora la sensibilidad del dispositivo y
por lo tanto el control de la seguridad alimentaria, incluso durante la etapa de envasado
(Thakur et al., 2022). Caracteristicas como velocidad y especificidad de deteccién ha hecho
que los nanosensores reemplacen a los métodos tradicionales ya que ademas de detectar
bajas concentraciones del patdgeno, presenta un minimo de falsos positivos o negativos.
Ademas, son considerados como una tecnologia portatil que facilita el monitoreo 7 situ,
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es decir en tiempo real en el alimento e instalaciones (Davidescu et al., 2024). Otra ventaja
de estos dispositivos es la capacidad de desarrollar plataformas multiplexadas capaces de
detectar varios patogenos en un solo ensayo (Fathi et al., 2012; Lotfi-Attari et al., 2017).
Aunado a ello, el disefio de nanobiosensores de un solo uso, es decit, desechables evita
la contaminacion de los sistemas de deteccion (Bhalla et al., 2020).

Tabla 1. Plataformas empleadas para el disefio de biosensores y
nanobiosensores usados en la deteccion de bacterias patogenas

Plataforma

Patégeno a

Tiempo de

empleada detectar Seiial de salida Sensibilidad deteccion Fuente
Células enteras de Staphylococcus Colorimétrica Deteccién de AIP de 3h (Lubkowicz, et al.,
Lactobacillus reuteri  aureus 10°a 107 M. 2018)
. Pseudomonas aeru- i

Células enteras de ; . Deteccion de AHL de
Escherichia coli ginosay Burkhol_de- Fluorescencia 102107 M. 6a8h (Wu et al, 2021)

ria pseudomallei

) . L Deteccion de 1 a 10° (Neufeld, et al.,
Fago A vir E. coli MG1655 Electroquimica UFC/mL. 6a8h 2003)
Deteccién de 10 a (Yemini et al
Fago B1-7064 Bacillus cereus Amperométrica 102 células viables/ 8h 2007) N
mL.
. Deteccion de 10 a .

Fago D29 Mycobact_erlum Amperométrica 102 células viables/ 8h (vemini etal,

smegmatis mL 2007)

. . . Deteccionde 10 a (Hinkley, et al.,

Fago T7 E. coli Luminiscencia 80 UFC/100 mL. 10h 2018)

Listeria - . Detecciéon de 1 a 107 (Meile, et al.,
Fago A500 monocytogenes Luminiscencia UFC/25 g. 19h 2020)
Nanoparticulas de Campylobacter s Deteccion de 10° a (McVey et al.,
oro jejuni Colorimétrica 4" /\1'de DNA. 3h 2017)

Salmonella enterica Deteccién de 10" a
Nanobarras de oro serovar Thyphimo- Colorimétrica 3h (Guo, et al., 2020)

. 10° UFC/mL.

rium
Nanoclusters de L . Deteccién de 10 a
plata S. Thyphimorium Fluorescencia 510 UFC/mL. 2h (Leng, et al., 2018)

» .

Puntos de carbono S. aureus Fluorescencia Deteccion de 8a 10 30 min (Cui, et al., 2019)

UFC/mL.

AIP: Péptido Autoinductor Activo. AHL: Acil Homoserina Lactona. UFC: Unidad Formadora de Colonia.

Desafios, limitaciones y perspectivas

El uso de biosensores como métodos de deteccion en la industria alimentaria ha sido
de gran interés por la plétora de moléculas que se pueden detectar; sin embargo, la
estandarizacion y validacion de un protocolo de ensayo puede verse limitado por
las regulaciones de seguridad alimentaria actuales (Davidescu et al., 2024).
Algunas implicaciones que limitan el uso de plataformas como los nanobio-
sensores en la industria alimentaria son la estabilidad del dispositivo ante cambios
ambientales como temperatura, pH y humedad. Se debe considerar que dependiendo
del tipo de alimento la variacion en las condiciones mencionadas puede ser impor-
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tante. Se han reportado dificultades en la deteccion de contaminantes o adulterantes
en niveles muy bajos en matrices complejas (Kumar et al., 2017).

Con respecto a los biosensores derivados de bacteribfagos que muestran un alto
grado de especificidad, se debe mencionar que una de sus limitaciones es debido
a que son dispositivos que requieren un alto nivel de conocimientos tecnolégicos
para su desarrollo y manipulacion.

Las perspectivas del uso de biosensores y nanobiosensores en la industria alimen-
taria son amplias y prometedoras, ya que su implementacién puede abordar varios
retos actuales y futuros relacionados con la calidad, seguridad y sostenibilidad. El
desarrollo de estos dispositivos nos ayudaria a realizar detecciones en tiempo real
lo que llevaria a un aseguramiento de la calidad que rendiria en la disminucion de
costos operativos y de produccion (Singh et al., 2023).

Conclusiones

Los biosensores son dispositivos que han permitido garantizar la seguridad y cali-
dad de alimentos crudos y procesados, asi como del agua para consumo humano al
detectar de manera rapida y confiable a patégenos como virus, bacterias o parasi-
tos, responsables de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs). Por
lo que la utilizacion de este tipo de herramientas ha ido reemplazando el uso de
tecnologias convencionales debido a las ventajas que estos presentan y a la versati-
lidad de los elementos biologicos y materiales que pueden utilizarse para su disefio.
Siendo una parte importante la seleccion de la plataforma en que se quiere disefiar
el biosensor, pues de ello dependera en gran medida la sensibilidad y especificidad
del dispositivo. El aprovechamiento de células completas procariotas y eucariotas
e incluso bacteriofagos y el acoplamiento de materiales a escala nanométrica han
permitido generar biosensores con caracteristicas especificas, lo cual contribuye a
la generacion de un sistema alimentario mas seguro y sostenible.

Las implicaciones sociales alrededor de la generacion y uso de los biosensores y
nanobiosensores son diversas. Entre las mas destacadas se encuentra su aplicacion
en el monitoreo de la calidad e inocuidad de los alimentos, lo que repercute direc-
tamente sobre la salud y de esta manera se promueve el desarrollo de una sociedad
mas saludable, estos dispositivos pueden contribuir indirectamente a la reduccion de
los costos del sistema de salud publica, al disminuir la incidencia de enfermedades
gastrointestinales y sus posibles complicaciones.
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