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Introducción

La producción de agentes biológicos, 
debido al creciente desarrollo tec
nológico, es relativamente sencilla. 
Algunos de estos agentes, por sus 
características de infectividad, toxi
cidad, patogenicidad y transmisibi
lidad, así como su facilidad para  ser 
diseminados, son susceptibles de 
ser utilizados como agentes de  guerra 

biológica, constituyendo un riesgo 
real para la población. Estos agentes 
pueden ser dirigidos contra la pobla
ción, los cultivos y el ganado [1], pro
vocando efectos devastadores en la 
salud (mortalidad, morbilidad, inca
pacidad) y en la economía (cosecha 
fallida, muerte del ganado, inversión 
en salud y seguridad) de los países [2].

A pesar de la gran participación de la 
comunidad internacional en la Con
vención para la prohibición de armas 
bacteriológicas (biológicas) y toxíni
cas [3], hay varios países sospecho
sos de almacenar agentes biológicos 
con fines ofensivos. Por ello, la mayo
ría de los países se han visto obliga
dos a invertir en la investigación y en 
el desarrollo de técnicas de detección 
e identificación de dichos agentes, 
siendo un objetivo prioritario el diseño 
de dispositivos que permitan una 
identificación temprana in situ lo más 
específica y sensible posible, de bajo 
coste, alta estabilidad, fáciles de usar 
y miniaturizables.

El Área de Defensa Biológica del 
Departamento de Sistemas de Defensa 
NBQ de la Subdirección General 
de Sistemas Terrestres del Instituto 
Nacional de Técnica Aeroespacial 
«Esteban Terradas» (INTA) participa en 
distintas actividades de I+D+i para el 
desarrollo y optimización de métodos 
de detección temprana e identifica
ción de agentes biológicos de interés 
en Defensa. Parte de esta actividad 
se engloba dentro de la participación 
en distintos proyectos, tanto europeos 

(Programa Horizonte 2020, Proyectos 
de la Agencia Europea de Defensa) 
como nacionales (Plan Estatal).

En el marco de los proyectos del Plan 
Estatal, financiados por MINECO/
FEDER, uno de los más recientes en 
los que ha tomado parte el Área de 
Defensa Biológica, en colaboración 
con la empresa Tecnalia y el Centro 
de Tecnología Nanofotónica de la 
Universidad Politécnica de Valen
cia, ha sido el proyecto coordinado 
OPTONANOSENS (TEC201563838
C32R). El objetivo de este proyecto 
es el desarrollo de un dispositivo de 
detección de toxinas y agentes pató
genos basado en un biosensor óptico 
nanométrico en el que se utilizan, 
como soporte para la inmovilización 
de anticuerpos, nanofibras de nylon 
con 5% de piridina.

Un biosensor es un dispositivo ana
lítico que transforma procesos bioló
gicos en señales eléctricas u ópticas, 
permitiendo su cuantificación. En 
función de la naturaleza del proceso 
biológico, los biosensores pueden 
ser de distintos tipos. Los inmuno
biosensores, basados en reaccio
nes inmunológicas (unión específica 
antígenoanticuerpo), constituyen 
una buena alternativa para su uso 
en dispositivos de detección, ya 
que esta unión es sensible, rápida y 
altamente específica [4, 5]. En estos 
biosensores el umbral de detección 
viene dado por el sistema de sensado 
acoplado al biosensor, mientras que 
la especificidad es fruto de la unión 

Figura 1. Soporte nanoestructurado. 
(Fuente: Fu et al., 2016. www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1600422113).

Figura 2. Membrana Zprobe, Bio-Rad 
Laboratories, S.A. (Fuente: propia).
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antígenoanticuerpo [6]. Los inmuno
biosensores son utilizados en diver
sos campos, como control ambiental, 
diagnóstico clínico, industria alimen
taria, seguridad y defensa [7, 8, 9].

El uso de soportes nanoestructurados 
fabricados mediante electrospinning o 
electrohilado (estiramiento coaxial de 
una solución polimérica sometida a 
altos campos eléctricos) está en expan
sión debido a las diferentes propieda
des que presentan, como una gran 
relación superficie/volumen, elevada 
porosidad, tamaño de poro regulable y 
la capacidad de dotarlos de funciona
lidades. La funcionalización o biofun
cionalización es un procedimiento que 
permite crear una unión estable entre 
la superficie de un material y diversos 
elementos bioactivos como, por ejem
plo, anticuerpos [10, 11].

Objetivos

El objetivo de este trabajo es demos
trar la mayor capacidad de unión de 
antígeno (inmunocaptura) que pro
porciona el soporte nanoestructurado 
funcionalizado con anticuerpos, por 
su mayor relación superficie/volumen 
(Fig. 1), respecto a una superficie pla
nar, determinando la máxima sensi
bilidad que se puede alcanzar en el 
dispositivo final de sensado.

Metodología

Para ello se ha realizado un estudio 
con concentraciones crecientes de 
antígeno (simulante de toxinas pro
teicas, agentes de guerra biológica) 
en nanofibras fabricadas con dife
rente tiempo de electrohilado y en 
superficies planares de composición 
química similar, ambas biofuncionali
zadas (Fig. 2). Las nanofibras fueron 
fabricadas por Tecnalia mediante la 
técnica de electrospinning con dife
rentes tiempos de electrohilado (10, 
20 y 40 minutos) y una composición 
de 6 % de poliamina y 5% de piridina. 
La superficie planar ensayada fue la 
membrana Zprobe, proporcionada 
por BioRad Laboratories, S.A.

En el sistema de inmunocaptura se 
emplean anticuerpos, unidos a un 
soporte, lo que permite la unión del 
antígeno a valorar. Los anticuerpos 
más utilizados en diagnóstico son 
los anticuerpos de tipo IgG. Estos 
anticuerpos presentan una región 
variable (Fab)  que  se une específi
camente a determinadas regiones 
del antígeno (denominadas epítopo). 

 También  presenta una región constante 
(Fc) que es común a los anticuerpos 
dentro de una misma especie. Basándo
nos en estudios previos de los autores 
[4], el método utilizado para inmovilizar 
el anticuerpo en las superficies ensaya
das (biofuncionalización) fue la inmovi
lización a través de proteína mediadora 
A/G. La proteína mediadora permite 
una buena orientación de la región de 
unión al antígeno (Fab), al unirse a la 
región Fc del anticuerpo, facilitando 
así la interacción antígenoanticuerpo. 
En el sistema de inmunocaptura desa
rrollado en este trabajo se utilizó como 
antígeno un simulante de toxina pro
teica (por ejemplo, ricina), la albúmina 
de suero bovino (BSA). El anticuerpo 
utilizado fue un anticuerpo policlonal de 
oveja antiBSA (Fig. 3).

Con el objeto de monitorizar el pro
ceso de inmunocaptura de un modo 
directo, tanto el antígeno (BSA) como 
el anticuerpo (antiBSA) utilizados se 
marcaron con diferentes moléculas 
que emiten fluorescencia a distintas 
longitudes de onda después de ser 
excitadas con luz (fluoróforos). El antí
geno (BSA) fue marcado con ficoeri
trina (RPE), que emite a una longitud 
de onda de 576 nm, y el anticuerpo 
con fluoresceína (FITC), que emite 
a una longitud de onda de 521 nm. 
De esta forma, se puede cuantificar 
la densidad de anticuerpo inmovili
zado y de antígeno (BSA) inmuno
capturado de manera independiente, 
además de obtener la eficiencia del 
sistema de inmunocaptura, es decir, 
el cociente entre la cantidad de 

Figura 3. Esquema del sistema de inmunocaptura. (Fuente: propia).

Figura 4. Eficiencia del sistema de inmunocaptura. (Fuente: propia).
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 antígeno  capturado y la 
cantidad de anticuerpo 
inmovilizado en cada una 
de las superficies ensaya
das. Los datos obtenidos 
se analizaron estadística
mente mediante un One-
Way ANOVA y post-test 
Tukey con el programa 
GraphPad Prism.

Resultados y discusión

Los resultados obtenidos 
muestran que el soporte 
nanoestructurado (NF) 
presenta mayor eficiencia 
de inmunocaptura que la 
superficie planar ensa
yada (membrana Zprobe) (Fig. 4). Esto 
concuerda con el hecho de que las 
nanofibras presentan una mayor rela
ción superficie/volumen y porosidad.

La sensibilidad máxima alcanzada 
en el sistema de inmunocaptura utili
zando superficies nanoestructuradas 
(NF) fue de 0,625 µg/mL de antígeno 
BSARPE (Fig 5).

El tiempo de electrohilado en la fabri
cación de nanofibras no es relevante 
respecto a la eficiencia y la sensibi
lidad del sistema de inmunocaptura, 
ya que no se observan diferencias 
significativas cuando se utilizan 
nanofibras fabricadas con tiempos 
de deposición de 10, 20 o 40 minutos 

como superficie de inmovilización de 
los anticuerpos.

Conclusiones

Los datos obtenidos demuestran que 
el uso de las nanofibras como soporte 
para la inmovilización de anticuerpos 
confiere una mayor sensibilidad al 
dispositivo final, ya que es capaz de 
inmunocapturar mayor cantidad de 
antígeno frente al uso de superficies 
planares comerciales.

Aplicaciones futuras

La incorporación de soportes nanoes
tructurados en dispositivos de detec
ción de agentes biológicos supone 
un incremento en la sensibilidad de 
estos sistemas. Este soporte, en 

 combinación con el sensado nano
fotónico, ofrece una alternativa a los 
dispositivos disponibles en el mercado 
debido a su rápida respuesta, fácil 
manejo y bajo coste. El uso de este 
tipo de dispositivos por los equipos 
de primera intervención del Ejército y 
las Fuerzas y Cuerpos de Seguridad 
del Estado supondría una mejora en 
cuanto a la respuesta frente a un inci
dente NBQ, facilitando una actuación 
precoz que permita mitigar la amenaza.
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Figura 5. Sensibilidad del sistema de inmunocaptura. (Fuente: propia).
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