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SH: Tiol
StrA: Sortasa A
StrH: Sortasa H

TIGR4: Cepa de Streptococcus
pneumoniae

TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
TSA: Senal de tiramina

UFC: Unidades formadoras de
colonias

UFC/mL: Unidades formadoras de
colonias en mililitro

ML: Microlitro
pM: Pico molar

49619: Cepa de Streptococcus
pneumoniae

6-FAM: 6-Carboxyfluorescein



5. Resumen

Streptococcus pneumoniae es una bacteria que se considera un problema de salud
publica, es el agente causante de infecciones como otitis y sinusitis o infecciones
mas graves como neumonia o meningitis. Las enfermedades causadas por esta
bacteria tienen una alta tasa de morbilidad y mortalidad, atribuida al fracaso en el
diagndstico, siendo el momento del diagnéstico el factor mas importante para elegir
el mejor tratamiento. Por lo que es muy importante desarrollar nuevos métodos de
identificacion que, en corto tiempo, permitan generar un esquema de tratamiento
mas adecuado. Una buena alternativa para este fin son los métodos basados en
biosensores, con los que se puede dar un diagndstico preciso, de forma rapiday a
muy bajo costo. El objetivo de esta tesis fue desarrollar un biosensor que permita
obtener la identificacion de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619) en un tiempo menor
a una hora.

En esta tesis se disefid un biosensor colorimétrico basado en un aptamero y AuNPs,
para la deteccion especifica de S. pneumoniae. El aptamero elegido fue Lyd-3 como
elemento de reconocimiento y las AuNPs como indicador colorimétrico de la
presencia del blanco. La union de Lyd-3 a las AuNPs permitio estabilizarlas
manteniéndose en solucion por mas tiempo. Cuando S. pneumoniae esta presente
en la solucion con AuNPs-Lyd3, el aptamero Lyd-3 se disocia de las AuNPs, lo que
da como resultado la conglomeracién de las AuNPs, dando un cambio de color
visible de rojo a azul. Este cambio colorimétrico se cuantific6 mediante
espectrofotometria, lo que permitié obtener una relacion entre el numero de UFC y
la absorbancia de la solucidn. Por lo cual se compard este nuevo método, con el
resultado obtenido de un conteo de UFC, obteniéndose una R? significativa para las
tres cepas de S. pneumoniae. Este resultado nos indicd que el uso del biosensor
nos proporciona el mismo resultado que utilizar la metodologia tradicional por
conteo de UFC, con la gran ventaja de que el biosensor nos proporciona la
informacion de una forma mas rapida, casi inmediata sin tener que esperar las 48 h
de rigor, que se necesitan para la técnica tradicional.



6. Abstract

Streptococcus pneumoniae is a bacterium that poses a serious public health
concern. It is the causative agent of infections such as oftitis, sinusitis, as well as
more serious infections such as pneumonia and meningitis. This pneumococcus has
a high rate of morbidity and mortality, which can be attributed to a failure in diagnosis;
the time taken for diagnosis is a crucial factor in choosing the best treatment.
Therefore, it is important to develop new identification methods that allow for the
generation of a more accurate treatment scheme in a shorter time. A good alternative
is the use of biosensors, which can provide an accurate diagnosis quickly and at a
very low cost. The goal of this investigation is to develop a device that allows for
obtaining a result in almost immediate time. In this work, a Lyd-3 aptamer-based
colorimetric biosensor was analyzed for the specific detection of S. pneumoniae
(TIGR4, R6 y 49619). The binding of Lyd-3 to the gold nanoparticles (AuNPs)
stabilized the AuNPs, keeping the solution red. When S. pneumoniae was present
in the solution, the Lyd-3 aptamer dissociated from the AuNPs, resulting in the
aggregation of AUNPs and a visual color change of the solution from red to blue was
observed. The color change was quantified by spectrophotometry and allowed for
obtaining a relation between the number of CFUs (colony-forming units) and the
absorbance of the solution. When comparing this new method with the results
obtained from the CFUs count, a significant R> was obtained for three strains. This
relation indicates that the biosensor obtains the same results as that obtained by the
quantification of CFUs, with the advantage of performing the detection almost
immediately without having to wait the 48 h of waiting period required for traditional
techniques.



7. Introduccion

7.1 Generalidades de Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, es una bacteria esférica, caracteristica principal de la
cual proviene su nombre, siendo de las palabras griegas strepto, que significa
“retorcido” y coccus, que significa “baya”. La segunda parte de su nombre denota el
término “pneumoniae” que sefala la tendencia de la bacteria a atacar pulmones y
originar neumonia (Evans, 2022). Su denominacion actual, S. pneumoniae, se le
otorgo en el afio de 1974 en la 8° edicion del Manual de Bacteriologia de Bergey
por la observacion de su morfologia en cadenas cortas durante el crecimiento en
medio liquido (Bennett et al., 2005). S. pneumoniae, tiene la siguiente clasificacion
taxondmica:

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Coccus
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie: pneumoniae

Este neumococo es un microorganismo bacteriano altamente infeccioso. Es una
bacteria capaz de producir una capsula de carbohidratos que aumenta su virulencia.
Estos mismos carbohidratos promueven las diferenciaciones entre las cepas que se
extienden a un numero mayor de 100 serotipos diferentes. La localizacion de S.
pneumoniae es variada pero regularmente se encuentra asentado en la
nasofaringe, desde donde puede extenderse y producir enfermedades severas,
cuando esta extension ocurre al exterior del torrente sanguineo o de los 6rganos
principales, generalmente las afectaciones son menos graves. Pero cuando la
infeccion es invasiva, es decir, ocurre dentro del torrente sanguineo o al interior de
los 6rganos, causa enfermedades mas graves y, en muchas de estas es mortal
(Prado, 2010).

Las enfermedades asociadas a neumococos son mayormente en ninos menores de
dos afnos y adultos mayores de sesenta afnos (Ramirez et al., 2015). Esto es porque
se destaca que esta colonizacién se ve extendida después del nacimiento en los
seres humanos, hasta llegar a los dos afios, manteniéndose latente durante toda la
edad adulta, siendo una bacteria oportunista debido a que puede volver a ser
invasiva cuando el hospedero esta inmunodeprimido. Para los humanos llegados
los sesenta anos sabemos que vuelve a aumentar la colonizacion de S.



pneumoniae, debido al desgaste del sistema inmunoldgico. El simple hecho de
observar esta tendencia nos demuestra la alta incidencia de S. pneumoniae durante
el transcurso de la vida humana (Ruvinsky, 2001).

7.2 Microbiologia

7.2.1 Microbiologia basica

S. pneumoniae es una bacteria Gram positiva que regularmente crece en una
cadena pequefa de dos células llamada diplococo, esta bacteria comunmente es
conocida como neumococo (Bou et al., 2011). Este neumococo de forma
independiente tiene un diametro aproximado de entre 0.5 a 2 ym. S. pneumoniae
fue aislado por primera vez en 1880, de forma independiente por Louis Pasteur en
Europa, concretamente en su natal Francia y posteriormente en el mismo afio por
George Sternberg en Estados Unidos. En ambas situaciones este neumococo se
encontro en saliva y se encontré como una bacteria mortal para los conejos, cuando
estos eran inoculados. Posteriores estudios reconocieron que este organismo en
humanos es la principal causa de neumonia adquirida (Ruvinsky, 2001).

Figura 1. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de S. pneumoniae. Morfologia clasica de S.
pneumoniae, creciendo en diplococos, con un tamano de 1.8 ym de diametro individualmente.

(Recopilacion de la Biblioteca de imagenes de salud publica (PHIL), con numero de identificaciéon n.°263. Esta imagen es de
dominio publico y, por lo tanto, esta libre de restricciones de derechos de autor)

7.2.2 Crecimiento y metabolismo

S. pneumoniae carece de elementos de la cadena de transporte de electrones v,
por lo tanto, sobrepone esta carencia, obteniendo energia de la fermentacion de
azucares. Este neumococo, puede fermentar una amplia variedad de azucares,
pero depende primordialmente de la glucosa que hay en sangre y la galactosa que
se encuentra en el tracto respiratorio. Para su metabolismo, el lactato es un producto
final fundamental de la metabolizacién de la glucosa, producto de la reduccién del
piruvato a través de la deshidrogenasa del acido lactico. La fermentacion de
galactosa produce una fermentacién acida mixta con la obtencion de formiato,
acetato y etanol (Prado, 2010).



Aunque no puede realizar la fosforilacion oxidativa, S. pneumoniae utiliza el oxigeno
para oxidar el piruvato a acetilfosfato, dioxido de carbono y peréxido de hidrégeno.
Este ultimo producto se almacena en cantidades milimolares en cultivos de caldo,
ya que esta bacteria es faltante de la enzima metabolizadora del perdéxido de
hidrogeno o catalasa. Debido a esto para el crecimiento en medios bacteriologicos,
se requiere de glébulos rojos para que estos proporcionen la catalasa. Otro factor
que afecta el crecimiento de S. pneumoniae, corresponde al uso de bajas
concentraciones de CO:2 (5-10%) esto nos permitira tener el ambiente idéneo
(Cacho et al., 2007).

Figura 2. Crecimiento y morfologia de S. pneumoniae en agar sangre. A) Se observa la hemdlisis
alfa en el rastro verdoso alrededor de la colonia debido a la actividad de la alfa hemolisina. B)

Morfologia de las colonias jovenes de S. pneumoniae en agar sangre, bajo un aumento de 10X.
(Recopilacion de imagenes del Laboratorio 4 UACM, Posgrado en Ciencias Gendmicas, imagen tomada por Paola Martinez)

7.2.3 Estructura

S. pneumoniae esta constituida por diferentes estructuras, asi como varios factores
de virulencia, que ya han sido bien estudiados con el tiempo, entre ellos esta la
pared celular, una membrana plasmatica que rodea la célula bacteriana. En
conjunto, la comprension de las estructuras de esta S. pneumoniae es esencial para
el desarrollo de estrategias para detectar, prevenir y controlar enfermedades
causadas por este neumococo (Weiser et al., 2018).

7.2.3.1 Membrana celular

La membrana celular o membrana plasmatica, es un organelo que se encuentra en
todas las células y esta funge como divisor entre el interior de la célula y ambiente
exterior. La membrana celular de S. pneumoniae, es una bicapa lipidica fluida,
semipermeable, dinamica que, manteniendo la osmolaridad celular, permitiendo, el
paso de nutrientes, iones y metabolitos del exterior al citosol celular, asi como la
salida de los productos de desecho (Evans, 2022).

Esta membrana tiene un grosor de 8 nm a unos 10 nm aproximadamente, esta se
compone por fosfolipidos, de los cuales en su mayoria hay fosfatidilglicerol,
cardiolipina y numero importante de glucosil diglicérido y galactosil glucosil



diglicérido. Se conoce que en la membrana celular se encuentran diversas
proteinas, estas se llaman proteinas integrales, la caracteristica principal de estas
proteinas es que atraviesan la membrana. Otras proteinas que se encuentran en
este organelo son las proteinas periféricas, de las cuales la mayor parte son
proteinas de caracteristica lipoproteica cuya region lipidica es la que se asocia a la
membrana. Estas proteinas interactuan entre ellas mismas para llevar a cabo los
procesos esenciales de S. pneumoniae (Cacho et al., 2007).

7.2.3.2 Pared celular

La pared celular de la bacteria es una estructura dinamica que recubre la membrana
celular, manteniendo la presién interna causada por las altas concentraciones de
moléculas en el citoplasma, dando forma y aportando rigidez. Para S. pneumoniae
esta estructura tiene un grosor de 40 a 80 nm y esta por arriba de la membrana,
apoyando a estabilizar a esta misma (Evans, 2022).

La estructura principal de la pared celular de S. pneumoniae se compone de
peptidoglicano y acido teicoico, pero a su vez los componentes restantes son
glucosa, ribitol y galactosa que sobresalen junto con las proteinas. La estructura de
peptidoglicano esta formada de largas cadenas que alteran N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmuramico, extendiéndose cadenas de 4 a 6 aminoacidos que
llamamos péptidos en tallo (Prado, 2010). Estos tallos estan entrelazados mediante
puentes de pentaglicina lo que proporciona rigidez y resistencia a la pared celular.
En el caso del acido teicoico, este es un polimero de carbohidratos que tiene
fosforilcolina. Este, esta unido covalentemente al peptidoglicano en la superficie
externa de la pared celular y se prolonga al interior de la capsula de S. pneumoniae.
Uno de los compuestos caracteristicos de los neumococos es el polisacarido C,
presente en todos estos, pero solo en unas cuantas especies de Streptococcus.
Siendo que también expresan proteinas particulares (Prado, 2001).

7.2.3.3 Capsula

La capsula de S. pneumoniae es la capa mas externa, la encontramos rodeando a
la pared celular y tiene una naturaleza polisacarida. Una, de las funciones de esta
capsula es prevenir la pérdida de agua en la bacteria (Prado, 2010).

Especificamente, la capsula se compone de unidades de oligosacaridos que
aglomeran en unidades de dos a diez monosacaridos repetidos, siendo ésta muy
importante para la patogénesis. Los componentes antigénicos de la capsula varian
dependiendo la cepa y permiten agrupar a S. pneumoniae en mas de 100 serotipos.
La variabilidad antigénica capsular de S. pneumoniae expone una idea de la alta
incidencia y severidad de las infecciones por este neumococo. Una funcion
primordial de la capsula en las bacterias es resguardarse de las interacciones con
los mecanismos del sistema inmune del huésped. En la neumonia y bacteriemia, se
ha observado que la capsula es esencial para evitar la opsonizacién, lo que permitira
el éxito de la infeccion; por lo que la capsula también esta considerada como un
elemento de factor de virulencia en neumococos (Evans, 2022).



7.2.3.4 Factores de virulencia

El factor de virulencia es una molécula que produce el patdgeno, la cual influira en
la célula hospedera, lo que hara que el patdgeno se vea favorecido en su
crecimiento y supervivencia durante la infeccidn, este puede ser de origen proteico,
por ejemplo, una enzima que se encuentre en la superficie o puede ser una
secrecion por S. pneumoniae. Este factor de virulencia favorece significativamente
al proceso de infeccion y a la patogénesis (Kadioglu et al., 2008).

Polisacéarido capsular
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~ HylA

bt i,i‘- » 3

Pared celular (peptidoglicano)

LTA

Membrana celular

PsaA Citoplasma

Figura 3. Representacion esquematica de los principales factores de virulencia de S.
pneumoniae. Se muestran los diferentes factores de virulencia de S. pneumoniae con su respectiva
localizacién en la bacteria (capsula, pared celular, membrana celular y citoplasma). La capsula se
muestra como una capa marrén, donde los polisacaridos estan representados como estructuras
ramificadas. De izquierda a derecha: serin proteasa (PrtA), adhesina A de superficie neumocodcica
(PsaA), factor A de virulencia y adherencia neumocdcica (PavA), proteina A de superficie
neumococica (PspA), hialuronato liasa (HylA), proteina C de superficie neumocécica (PspC),
Neuraminidasa A (NanA), Neumolisina (Ply) y Autolisina (LytA). También se muestran los
componentes de la pared celular: acido lipoteicoico (LTA) y acido teicoico (TA). La alteracion de la
membrana y la pared celulares mediada por LytA permite la liberacién de Ply al medio extracelular

(Nieto et al., 2013).

La patogenicidad bacteriana de S. pneumoniae es la capacidad para provocar la
enfermedad en el hospedero susceptible. La patogenicidad de este neumococo se
ha asociado a varios mecanismos, tanto de la capsula que aportaria los factores
estructurales de virulencia y los factores secretados. Este conjunto de factores de
virulencia necesita ser expresado de manera coordinada para una exitosa invasion
tisular. La adherencia del neumococo a las células del tracto nasofaringeo involucra
multiples factores. El primero se denomina efecto puente y se lleva a cabo entre las



proteinas de union a colina, de la pared bacteriana, a las colinas y carbohidratos en
la superficie de las células epiteliales del hospedero. Esta union es apoyada por
receptores adicionales expuestos por la actividad de la neuraminidasa, infecciones
virales previas o la activacion de citoquinas mediada por la neumolisina de S.
pneumoniae. Asi mismo se suman aquellas debilidades en el hospedero, ya que S.
pneumoniae es considerada una bacteria oportunista y aprovecha aquellos
momentos mas susceptibles, es asi como el conjunto nos dé una alta morbilidad y
mortalidad causada por este microorganismo (Kadioglu et al., 2008; Weiser et al.,
2018).

En un hospedero sano, al aspirar secreciones que contienen a S. pneumoniae,
normalmente la bacteria se elimina con rapidez, esto gracias a los mecanismos de
defensa de las vias respiratorias inferiores, incluyendo la tos, los reflejos de la
epiglotis, la “capa” mucociliar y la fagocitosis de los macréfagos alveolares. Sin
embargo, los hospedadores que alteran la eficiencia de estas defensas consienten
que los neumococos lleguen a los alvéolos y proliferen; estas alteraciones pueden
ser desde enfermedades pulmonares crénicas, dafio al epitelio bronquial por el
tabaquismo o la contaminacion ambiental, disfuncién respiratoria causada por
alcoholismo, el uso de drogas, anestesia y/o traumatismo (Kadioglu et al., 2008).

Una vez que S. pneumoniae, se encuentra en el alveolo, los factores de virulencia
proceden en dos etapas. En la primera etapa, gracias a la capsula se puede evitar
la fagocitosis, o que permite que S. pneumoniae pueda proliferar y propagarse. En
la segunda etapa, el neumococo comienza a disociarse y libera factores de
virulencia que le permiten atravesar y al torrente sanguineo (Weiser et al., 2018).

7.2.3.5 Factores de virulencia y su localizaciéon en S. pneumoniae

Los factores de virulencia en S. pneumoniae, se encuentran ubicados en toda la
superficie del neumococo, asi como a diferentes niveles, algunos son secretados
para poder facilitar la colonizacidén y generar la infeccion en el hospedero.

Tabla 1. Principales factores de virulencia de S. pneumoniae que intervienen en su
patogenicidad (Short y Diavatopoulos, 2015; Morimura et al., 2021).

Factores de virulencia del neumococo Funcion principal

Es una enzima capaz de hidrolizar la capa de

Autolisina (LytA) peptidoglicano de neumococo, permitiendo la
liberaciéon de su contenido citoplasmatico en la
célula blanco. De esta manera es posible que
otras bacterias viertan su contenido en la célula
blanco y puedan iniciar la infeccion.

Es una toxina que se encuentra en el citoplasma
y es liberada debido a la accion de la autolisina.
Ply se puede anadir a la membrana celular del
Neumolisina (Ply) hospedero por medio de receptores de colesterol,
donde se polimeriza hasta formar canales



Neumolisina (Ply)

Neuraminidasa

Hialuronidasa

Proteina de superficie de unién a colina A
(CbpA) o Proteina C de superficie
neumococica (PspC)

Neuraminidasa A (NanA), Bgalactosidasa A
(BgaA) y Nacetilhexosaminidasa
expuesta de superficie (StrH)

Hialuronato liasa (Hyl)

Proteina de superficie A (PspA)

Adhesina de superficie A (PsaA)

Capsula

transmembranales que anteceden a la lisis a
través de la formacion de poros. También inhibe
la respuesta proliferativa de los linfocitos, lo cual
indica que es parte importante de la capacidad
invasiva y de la virulencia de S. pneumoniae.

Es una enzima asociada a la pared nheumocécica,
separa el acido sialico terminal de las
glicoproteinas, glicolipidos y oligosacaridos
presentes en la superficie de las células del
hospedero; esta separacion facilita la adhesién
del neumococo a las células epiteliales del
hospedero, es importante en la diseminacion y
multiplicacion de S. pneumoniae en los tejidos
infectados.

Se expresa en la superficie de S. pneumoniae y
es esencial para facilitar a la diseminacién e
invasion de neumococo en el tejido tisular
mediante la degradacién del componente &cido
hialurénico de la matriz extracelular.

Se expresa en la superficie de S. pneumoniae y
reconoce un dominio colina en la IgA y la proteina
C3 del complemento, evadiendo asi la accién del
sistema inmune.

Son enzimas que actian de manera secuencial
para escindir los azlcares terminales de las
glicoproteinas de las células hospederas, de esta
manera se exponen receptores de la célula
hospedera para la adherencia e invasion
neumocacica.

Es capaz de invadir al hospedero por la
desestabilizacion de la membrana, degradando
los componentes de la matriz extracelular de la
célula hospedera.

Evade al sistema inmune porque evita la unién
componente C3 del complemento en la superficie
neumocdcica, evitando el reconocimiento del
sistema inmune.

Es componente del sistema de transporte ABC,
que esta implicado en la resistencia al estrés
oxidativo. Evita que la bacteria sea dafiada por
radicales libres generados por las células
alveolares.

Es considerado como el factor mas importante en
la colonizacion, debido a que facilita la interaccion
con el moco nasal, permitiendo asi el acceso a las
superficies epiteliales. Adicionalmente también
inhibe el reconocimiento por el sistema inmune.
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Figura 4. Localizacion de los factores de virulencia de S. pneumoniae. PsaA= Antigeno de
superficie A. PiaA/PiuA= Proteinas de adquisiciéon y absorcion de hierro. PsrP= Proteina rica en
serina. NanA= Neuraminidasa.Eno= Enolasa.PavA= Adhesién y virulencia neumocodcica. LytA=
autolisina. StrA= sortasa A. Hyl= Hialuronato liasa. LTA= &cido lipoteicoico. PspC= proteina de
superficie C. PspA= proteina de superficie A. Cps= polisacarido de capsula. PAF= factor de
agregacion plaquetaria (Johnson, 2017).

La virulencia de S. pneumoniae se atribuye al conjunto de los factores de virulencia,
principalmente a la combinacion de los factores de la superficie y las disminuciones
del hospedero. Asi también los factores de virulencia, como la capsula y las
proteinas de la superficie de esta, pueden determinar la resistencia a la fagocitosis
y la resistencia al sistema inmunolégico del hospedero (Alghory et al., 2023).

7.2.4 Patogenia

La colonizacién nasofaringea es el primer paso en la aparicién de las enfermedades
neumococicas. Una vez que la bacteria se establece en la nariz y la garganta, puede
diseminarse a otras partes del cuerpo, como el oido medio, el tracto respiratorio
inferior o el torrente circulatorio, lo que puede provocar otitis media, nheumonia o
sepsis, respectivamente. Ademas, el neumococo puede atravesar la barrera
hematoencefalica y causar meningitis, lo que puede tener graves consecuencias
neuroldégicas. La neumonia, sepsis 0 meningitis causada por neumococos se
consideran enfermedades neumococicas invasivas y tienen una alta mortalidad,
incluso tratandose con antibioticos. La relacidn entre el patdogeno y el hospedador,
asi como el papel de la microbiota, es importante para comprender como se



establecen las enfermedades neumocdcicas invasivas. En el proceso de
patogénesis de las enfermedades neumococicas se pueden diferenciar en tres
etapas: colonizacion, invasion y enfermedad (Li et al., 2023).

7.2.4.1 Colonizacion

La colonizacion de S. pneumoniae del tracto respiratorio superior, es un proceso
asintomatico, previo a la infeccion. Este paso regularmente también lo podemos
conocer como estadio de portacidn y tiende a ser largo para S. pneumoniae, ya que
recordemos es una bacteria oportunista, sin embargo, este estado es el principal
constituyente de la transmision de S. pneumoniae (Short y Diavatopoulos, 2015).

En la colonizacion la adhesidn del neumococo al epitelio es crucial para su
persistencia en la nasofaringe. Esta adhesion se logra en gran medida a través de
interacciones especificas entre S. pneumoniae y el hospedador. Como se menciond
anteriormente, la capsula es uno de los principales factores de virulencia que
influyen en la capacidad de adhesion del neumococo. Se ha demostrado que, en
presencia de anticuerpos anticapsulares, la adhesion a la nasofaringe se reduce, lo
que sugiere que la capsula se expresa y es necesaria en este ambiente para la
colonizacion. Sin embargo, también se ha observado que la presencia de grandes
cantidades de capsula inhibe la adhesion del neumococo. Por lo tanto, la regulacion
de la expresion de la capsula es fundamental para el éxito de la colonizacion
nasofaringea del neumococo (Weiser et al., 2018).

Para efectuar la colonizacion S. pneumoniae expresa exoglicosidasas como NanA,
BgaA y StrH, las cuales son crucial para la colonizacion nasofaringea del
neumococo. Estas enzimas actuan de manera secuencial sobre diferentes residuos
glicosilados, eliminando los residuos de acido sialico, galactosa y N-
acetilglicosamina, la eliminacion de estos residuos glicosilados permite que los
receptores glicosilados sean accesibles para S. pneumoniae, lo que facilita el
proceso de adhesion del neumococo a las células del epitelio (Short vy
Diavatopoulos, 2015). Ademas, existen proteinas como PavA y PavB que juegan un
papel importante en este proceso de adhesién. Estas proteinas tienen una alta
afinidad por la union con fibronectina y plasminégeno, lo que les permite unirse a la
matriz extracelular y facilitar la adhesion del neumococo a las células del epitelio.
En resumen, tanto la expresién de exoglicosidasas como la presencia de proteinas
de adhesion son esenciales para la colonizacion nasofaringea del Neumococo. Otro
grupo de proteinas con un papel importante en la colonizacion son las que tienen
actividad proteasa, como HtrA, y otras de la superficie bacteriana, como PspC,
CbpG, BgaC, o las hidrolasas de pared celular LytB, LytC y Pce (Kadioglu et al.,
2008).

El factor externo también juega un papel muy importante, un ejemplo es una
infeccién viral la cual incrementa la posibilidad de colonizacion. Esto porque las
infecciones virales causan pérdida de la integridad del epitelio respiratorio,
incrementa la secrecion de citoquinas proinflamatorias y por tanto el aporte de



nutrientes lo que facilitara el crecimiento del S. pneumoniae y su migracion a vias
inferiores. El paso de colonizacion la invasion es un proceso que va a depender de
factores derivados tanto del neumococo como del huésped y de factores
ambientales (Weiser et al., 2018).

7.2.4.2 Invasioén

Este proceso es una manera de diseminacion de S. pneumoniae, la invasion puede
iniciar desde el sitio de colonizacion que normalmente es la nasofaringe hasta el
torrente sanguineo. Hay varios mecanismos que permiten a S. pneumoniae
atravesar el epitelio, los cuales unicamente mencionaremos ya que desarrollarlos
podria no representar la finalidad de esta tesis. Los mas estudiados son el
mecanismo mediado por el factor de activacion plaquetario (rPAF), el mecanismo
de union a la proteina PspC al fragmento plgR y por ultimo el mecanismo de unién
plasminégeno (Kadioglu et al., 2008).

Tanto la colonizacién e invasién dependen de la importante capacidad de S.
pneumoniae para evadir o aprovechar las respuestas inflamatorias e inmunes del
huésped, sin embargo, la finalidad es la misma, logran la diseminacion del
Nneumococo.
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Figura 5. Ciclo de vida de S. pneumoniae en el huésped y patogénesis de la enfermedad
neumocodcica. S. pneumoniae coloniza la mucosa del tracto respiratorio superior, lo que es un
requisito para la transmision a otros huéspedes, asi como para causar alguna de las enfermedades

invasivas en el portador (Weiser et al., 2018).



7.2.4.3 Enfermedades que provoca S. pneumoniae

Este estreptococo causa infeccidon de las vias respiratorias superiores, asociandose
a oftitis media y sinusitis, asi como a las infecciones respiratorias en las vias
respiratorias inferiores asentandose en traquea y pulmon. También puede
transferirse por diseminacion hematégena provocando meningitis, endocarditis,
artritis y peritonitis (Short y Diavatopoulos, 2015).

7.2.4.3.1 Otitis media aguda

La otitis media aguda es la causa mas frecuente de consultas médicas entre los
infantes menores de 3 afnos. Esta incidencia va reduciéndose en menor proporcién
conforme el infante crece, donde apenas y se presenta después de los 5 a los 6
afnos o en adolescentes o mayores de edad (Ramirez et al., 2015).

La otitis media aguda es una es una entidad infecciosa, que se ve favorecida por la
reduccion de la trompa de Eustaquio, esto es a causa de la congestion de la mucosa
orofaringea durante procesos agudos de las vias respiratorias superiores,
provocando catarro comun o faringoamigdalitis aguda. Los signos y sintomas son
la otalgia intensa, otorrea purulenta y pérdida de la audicion, presentandose también
con fiebre, vértigo o nistagmos, lo que se hace suficiente para dar un diagndstico de
otitis media aguda (Ruvinsky, 2001).

Para S. pneumoniae, ya sea en asociacion a una infeccion viral o por independiente,
es la bacteria mas frecuente asociada a otitis media aguda en muestras obtenidas
de nifios o adultos. En caso de no tratarse la infeccion, la otitis media aguda se
extendera localmente y pude solo ocasionalmente complicarse gravemente en
forma de mastoiditis aguda o afectar los procesos intracraneales con abscesos
cerebrales, meningitis o trombosis en los senos venosos (Kadioglu et al., 2008).

7.2.4.3.2 Rinosinusitis aguda

La sinusitis aguda causa inflamacion e hinchazon de los espacios dentro de la nariz
(senos paranasales). Esto altera el proceso de secrecion y provoca la acumulacion
de mucosidad. Respirar por la nariz puede resultar dificil debido a la sinusitis aguda.
La region que rodea los ojos y la cara puede sentirse hinchada, acompafiada de
dolor facial punzante o cefaleas. La sinusitis aguda causa inflamacion e hinchazon
de los espacios dentro de la nariz (senos paranasales). Esto altera el proceso de
secrecion y provoca la acumulacion de mucosidad. Respirar por la nariz puede
resultar dificil debido a la sinusitis aguda. La regidén que rodea los ojos y la cara
puede sentirse hinchada, acompafada de dolor facial punzante o cefaleas (Weiser
et al., 2018).

7.2.4.3.3 Neumonia

La neumonia es una enfermedad que puede afectar a los I6bulos pulmonares, esto
es bien conocido como neumonia lobular, también puede afectar los bronquios
llamada bronconeumonia o en pocas situaciones puede llegar al tejido intersticial
llegando a conocerse como neumonia intersticial. En un paciente con neumonia el



tejido que es parte de los pulmones se inflama, se llena de liquido y esto convierte
a la enfermedad en algo muy doloroso (Dockrell et al.,2015).

En la infeccion pulmonar por neumococo, se secreta una citotoxina, llamada
neumolisina, que es capaz de formar poros en las membranas celulares alveolares,
no sélo mediante la lisis de las membranas celulares del hospedero, sino también
mediante la inhibicién de los latidos mucociliares de las células epiteliales, ademas
de la pérdida de las uniones estrechas. Esta modificacion de la interaccion influye
en la penetracion de S. pneumoniae en las células dendriticas y evita la apoptosis
de las células del hospedero ya que inhibe la secrecion de las citoquinas, lo que le
permite al neumococo poder cumplir su objetivo en el hospedero (Evans, 2022).

7.2.4.3.4 Bacteriemia

La bacteriemia es la presencia de bacterias en el torrente sanguineo. Puede
producirse espontaneamente o durante la infeccion de determinados tejidos.
Durante la bacteriemia, la capsula neumocécica es el elemento mas importante
durante su desarrollo, esto es debido a que esta le permite evadir el sistema inmune,
inhibiendo la via del complemento. Esta inhibicion puede tener diferentes
dimensiones dependiendo el serotipo de neumocaocico (Dockrell et al., 2015).

7.2.4.3.5 Meningitis

La meningitis estreptococica es una inflamacion aguda y purulenta de las
membranas que rodean el cerebro y la médula espinal. Esta ocurre cuando las
bacterias ingresan al torrente sanguineo y luego cruzan la barrera hematoencefalica
o por contacto directo de las meninges con la piel o la cavidad nasal. El foco mas
frecuente de infeccion es la nasofaringe colonizada por S. pneumoniae que evade
el sistema inmunolégico del huésped. El torrente sanguineo resulta invadido y se
activan los sistemas del complemento y de la coagulacion. Los mediadores
inflamatorios se liberan masivamente, lo que facilita que las bacterias atraviesen la
barrera hematoencefalica. La inflamacion es responsable de todos los signos tipicos
de la meningitis bacteriana, es decir, la pleocitosis (Ruvinsky, 2001).

7.2.5 Epidemiologia

Las infecciones neumocadcicas se transmiten de persona a persona a través de los
aerosoles y la colonizacién nasofaringea, que es un requisito previo para la
enfermedad neumocdcica. La tasa de portacion alcanza su punto maximo alrededor
de los 2 a 3 anos y luego disminuye a tan solo el 10% de la poblacién adulta. Sin
embargo, los adultos con nifios pequefios en casa pueden tener una tarifa de
transporte mas alta. S. pneumoniae ingresa a la cavidad nasal y se adhieren a las
células epiteliales nasofaringeas y luego pueden permanecer como colonizadoras
o extenderse a otros 6rganos, como los oidos, los senos nasales o a través de los
bronquios hasta los pulmones y luego potencialmente penetrar la barrera mucosa
para ingresar al torrente sanguineo y/o cruzar la barrera hematoencefalica para
causar meningitis (Ramirez et al., 2015). El seguimiento de la propagacién global o
local de los neumococos se realiza habitualmente mediante la serotipificacion del



polisacarido capsular. Hasta el momento, se han descrito al menos 93
estructuras/serotipos capsulares diferentes. Ciertos serotipos se encuentran con
mayor frecuencia en nifios pequefios, como los tipos 6B, 9V, 14, 19F y 23F. Una
comparacion de aislados de enfermedades invasivas y aislados portadores de la
misma region durante el mismo periodo sugiere que la virulencia difiere segun el
serotipo capsular. Algunos serotipos, como el 1y el 7F, son mas prominentes en la
enfermedad invasiva (tienen un alto potencial de enfermedad invasiva), mientras
que otros tipos participan principalmente en el transporte. Sin embargo, sélo los
serotipos raros causan unicamente transporte. Los pacientes infectados con
serotipos con un bajo potencial de enfermedad invasiva tenian con mayor frecuencia
una enfermedad subyacente antes de la infeccion neumococica en comparacion
con los pacientes infectados con serotipos con un alto potencial de enfermedad
invasiva. Sin embargo, las tasas de mortalidad mas altas se encontraron en
pacientes infectados con serotipos de menor potencial de enfermedad invasiva,
como los tipos 3, 6B y 19F (Li et al., 2023).

7.2.6 Diagnéstico

Con el objetivo de identificar al agente etiologico, responsables del proceso
infeccioso y para conocer las implicaciones patogénicas/patoldgicas, asi como para
aplicar un diagnostico eficaz para la infeccion por S. pneumoniae; la microbiologia
clinica es un pilar fundamental, el origen de constituir la asignacion de una especie
al aislamiento microbiano. La microbiologia clinica es la practica rutinaria diaria del
diagndstico, los laboratorios de microbiologia aplican técnicas fenotipicas que
permiten lograr este objetivo, sin embargo, en algunos casos mas especiales
muestran algunas limitaciones. Las situaciones atipicas son cubiertas por técnicas
mas precisas, entre las que encontramos los métodos moleculares, que permiten
remediar algunas de estas limitaciones, a comparacion de los métodos clasicos
microbiologicos (Sotillo et al., 2014; Loughran et al., 2019).

7.2.6.1 Pruebas microbiolégicas de identificacion para S. pneumoniae

Las pruebas microbiolégicas de identificacion son herramientas esenciales en la
identificacion y caracterizacion de diferentes tipos de microorganismos infecciosos
para el ser humano. Por lo tanto, la identificacion temprana y precisa de S.
pneumoniae es fundamental para su tratamiento, asi como para evitar la
propagacion de la enfermedad que cause. En este texto, discutiremos algunas de
las pruebas microbiolégicas mas comunes utilizadas para identificar
especificamente S. pneumoniae (Blaschke, 2011).



7.2.6.1.1 Prueba de sensibilidad a la optoquina

En esta prueba se utiliza un disco de papel absorbente, el cual esta impregnado con
5 ug de etilhidroxicupreina (optoquina), posteriormente este disco se coloca en la
superficie de una placa de agar, la cual previamente tiene un sembrado de S.
pneumoniae, al paso del tiempo con el crecimiento del cultivo, nos percatamos de
la formacion de una aureola donde no hay crecimiento de la bacteria, alrededor del
disco de optoquina, lo cual nos indicara la sensibilidad por parte de S. pneumoniae
(Prado, 2001).

\  S. mitis

Figura 6. Prueba de sensibilidad a la optoquina. Resultado de la prueba de optoquina
(etilhidrocupreina), utilizada para confirmar la presencia de la bacteria S. pneumoniae, que es
sensible a la optoquina. De este modo, S. pneumoniae puede diferenciarse de otros organismos
estreptococicos alfa-hemoliticos, como S. mitis, que son resistentes. El resultado revela que S.
pneumoniae sensible a la optoquina estaba presente en la derecha, dada la zona de inhibicion
alrededor del disco de optoquina, mientras que las bacterias resistentes a la optoquina en la izquierda

crecieron sin inhibiciones hasta el borde del disco. (Recopilacién de la Biblioteca de imagenes de salud publica
(PHIL), con numero de identificaciéon n.°19332. Esta imagen es de dominio publico y, por lo tanto, esta libre de restricciones
de derechos de autor)

7.2.6.1.2 Prueba de la actividad de la catalasa

La catalasa es una enzima que esta presente en la mayoria de los microorganismos
que tienen citocromos. Aquellas bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso, el cual es liberado en forma de
burbujas visibles a simple vista. Sin embargo, en el caso de S. pneumoniae no se
cuenta con esta enzima, por lo tanto, al aplicar esta prueba, debemos obtener un
resultado negativo para dicho neumococo (Bou et al., 2011).
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Figura 7. Resultados negativos y positivos de la prueba de Catalasa. Del lado izquierdo del
portaobjetos se muestra a S. pneumoniae con un resultado negativa para esta prueba, mientras que
del lado derecho se observa un portaobjetos con S. aureus la cual es una bacteria que tiene un



resultado positivo a esta prueba. (Recopilacién de la Biblioteca de imagenes de salud publica (PHIL), con nimero de
identificacion n.°1921. Esta imagen es de dominio publico y, por lo tanto, esta libre de restricciones de derechos de autor)

7.2.6.1.3 Prueba de la sensibilidad a la bilis

S. pneumoniae tiene una enzima autolitica intracelular, esta enzima es una
amidasa, la cual lisa la pared celular durante la division. Al anadir desoxicolato de
sodio (sales biliares) esta enzima y se produce la autolisis del microorganismo. La
prueba de solubilidad de la bilis es un método preciso y técnicamente no exigente
para identificar a S. pneumoniae (Bou et al., 2011).

Figura 8. Prueba de solubilidad en bilis. a) Del lado izquierdo se observa una muestra de S.
pneumoniae sometida a esta prueba, por lo que se ha eliminado la turbidez del medio que se observa
al suspender a la bacteria en una solucion liquida. b) Del lado derecho se colocé una muestra de

una bacteria negativa a la prueba de solubilidad en bilis, por lo que se nota la turbidez en el medio.
(Recopilacion de la Biblioteca de imagenes de salud publica (PHIL), con numero de identificacion n.°1823. Esta imagen es de
dominio publico y, por lo tanto, esta libre de restricciones de derechos de autor)

Tabla 2. Caracteristicas de las técnicas de identificacion microbiologica de S. pneumoniae.

Método de Tiempo para
identificacion Ventajas Desventajas obtener
resultados
* Poco especifica. 10-20 s a partir
Econdmicas. * Laenzima esta presente solo en de un cultivo
Catalasa cultivos viables. bacteriano (18-
* Los cultivos mal manejados 24 h).
Los reactivos son pueden dar resultados falsos
faciles de negativos.
obtener. » Existen cepas de S. pneumoniae De 18-24 h a
resistentes a la optoquina. partir de un
Optoquina * Un porcentaje elevado de cepas cultivo
Son sencillas de no capsuladas tienen sensibilidad bacteriano.
realizar. intermedia.
2 h a partir de
Solubilidad en La prueba no debe realizarse con un cultivo
bilis Obtenemos cultivos antiguos, ya que la actividad bacteriano
resultados faciles = enzimatica podria perderse. (18-24h).

de interpretar.



7.2.6.2 Pruebas moleculares de identificacién de S. pneumoniae

Las pruebas moleculares son herramientas avanzadas que permiten la
identificacion precisa de los microorganismos en muestras clinicas o en cepas
aisladas. Al ser utilizadas para S. pneumoniae, estas pruebas ayudan al diagnostico
rapido y efectivo de las enfermedades respiratorias que causa este neumococo,
como la neumonia y la otitis media. Al utilizar estas herramientas se nos permite
una identificacion con mayor precision y rapidez, a diferencia de las pruebas
microbiologicas. Entre las tecnologias moleculares utilizadas destacan la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), tanto en tiempo real como convencional, la
secuenciacion de ADN y los microarreglos. Estas metodologias nos permiten la
identificacion exacta de S. pneumoniae, ya que basan su funcionamiento en las
secuencias especificas de ADN que son unicas de esta bacteria (Evans, 2022).

7.2.6.2.1 Reaccidén en cadena de la Polimerasa

La PCR es una de las técnicas de diagndstico moleculares que se utilizan con mas
frecuencia, de todas las técnicas moleculares. Esto se debe a que se cuenta con un
protocolo estandarizado que es rapido y de facil uso para el personal especializado.
Generalmente la PCR requiere de 2 a 4 h, para poder proporcionarnos un resultado
que indique la presencia de S. pneumoniae. En la actualidad existen diferentes kits
que facilitan el proceso de identificacion mediante PCR de S. pneumoniae, pero se
requiere de personal especializado para la manipulacién del ADN vy la interpretacion
de los resultados (Short y Diavatopoulos, 2015).

Esta metodologia requiere de utilizar un termociclador, en donde el ADN gendémico
de S. pneumoniae se utiliza como molde para la amplificacion por PCR de una
secuencia del ARNr 16S. Para esto se utilizan cebadores universales o
complementarios a las regiones conservadas, por lo que se amplificaba unicamente
el gen del ARNr 16S de S. pneumoniae en la que los cebadores hibriden,
permitiéndonos identificar la presencia de S. pneumoniae en el hospedero. Las
ventajas de la PCR para la deteccidn de S. pneumoniae en comparacion con otros
métodos de deteccion incluyen su alta especificidad, la velocidad y la precision en
la deteccion del patogeno. Sin embargo, como cualquier técnica, tiene desventajas
y limitaciones, como una alta tasa de falsos positivos, debido a la contaminacion de
la muestra (Silva-Costa et al., 2023).

7.2.6.2.2 Secuenciacion

La tecnologia de secuenciacion de acidos nucleicos ha dado pasos increibles en los
ultimos diez afnos. Con esta tecnologia, los genomas pueden ser completamente
secuenciados en poco tiempo (meses, semanas o hasta horas), en lugar de afos,
debido a que las nuevas metodologias para hacer secuenciacidon no requieren
bibliotecas de ADN, sdlo los acidos nucleicos aislados. El uso de la secuenciacion
ha ampliado la recopilacién de los genomas bacterianos secuenciados, lo que ha
ayudado a identificar los agentes potenciales, bacterianos. Esta técnica es muy
efectiva en la identificacion precisa y la caracterizacion de las cepas de S.
pneumoniae, lo que permite una mejor comprension de su papel en la enfermedad



y su respuesta a los tratamientos. En la identificacion bacteriana la secuenciacion
del ARNr 16S es la herramienta mas utilizada, como marcador en la mayoria de las
bacterias, este se presenta como una familia de multiples genes cuya funcion no se
modifica con el tiempo y por lo que actua como un marcador eficiente. EIl ARNr 16S
es util para la deteccion de S. pneumoniae, ya que proporciona informacién
elemental y rapida para la identificacion y filogenia mediante la comparacion con
bases de datos publicas que contienen un amplio numero de secuencias
bacterianas (Ramirez et al., 2015).

Las ventajas de la secuenciacion para la deteccion de S. pneumoniae en
comparacion con otros métodos de deteccion incluyen su alta especificidad y
sensibilidad, lo que permite identificar la presencia de la bacteria y de variantes
genéticas especificas. Ademas, la secuenciacidon permite una caracterizacion
detallada de la bacteria, incluyendo su resolucion genética, los perfiles de
resistencia a los antimicrobianos, la deteccion de cepas multirresistentes y la
evaluacion de la prevalencia de patdégenos especificos en poblaciones humanas.
Sin embargo, como cualquier técnica, tiene algunas desventajas, un alto costo y la
necesidad de equipos especializados y experiencia técnica (Evans, 2022).

7.2.6.2.3 Microarreglos

Los microarreglos son una poderosa herramienta de analisis de expresion de genes,
debido al mayor numero de sondas que se pueden analizar al mismo tiempo y tienen
grandes ventajas sobre otras técnicas, en la deteccion de S. pneumoniae, las
sondas moleculares estan disefiadas para detectar regiones especificas del
genoma de la bacteria. Esta técnica se realiza en varias etapas, en la primera etapa,
se extrae y amplifica el ADN de la muestra clinica, que puede ser sangre, liquido
cefalorraquideo o exudado faringeo. En la segunda, se deja hibridar el ADN
amplificado con las sondas especificas impresas en la superficie de la microplaca.
Para que finalmente, se analice la fluorescencia de las uniones, lo que determina la
presencia de moléculas especificas de S. pneumoniae en la muestra (Ramirez et
al., 2015).

Las ventajas de los microarreglos en comparacion con otros métodos de deteccion
es su alta especificidad y sensibilidad en la deteccion de determinadas sondas
moleculares especificas. Ademas, los microarreglos permiten la deteccion
simultanea de multiples objetivos, lo que ahorra tiempo y es mas eficiente. No
obstante, el proceso de microarreglos puede ser costoso, requiere un alto nivel de
experiencia técnica (Le et al., 2023).



Tabla 3. Caracteristicas de las técnicas de identificacion moleculares de S. pneumoniae
(Ramirez et al., 2015).

Método de Ventajas Desventajas Tiempo para
identificacion obtener
resultados
- Bajas cantidades de -Alta tasa de falsos
muestra -Requiere de
- No depende de la personal
PCR viabilidad de la muestra especializado 2a4h
- Alta especificidad y -Costo alto
sensibilidad -Dificulta ensayos
multiples

- Bajas cantidades de -Requiere de
muestra personal
- No depende de la especializado
viabilidad de la muestra -Costo alto

Microarreglos - Alta especificidad y -Solo laboratorios de 4a6h
sensibilidad referencia
- Analisis de multiples - No distingue
objetivos viabilidad en la

muestra

- Bajas cantidades de -Requiere de
muestra personal
- No depende de la especializado

Secuenciacion viabilidad de la muestra -Costo alto 7a12h

- Alta especificidad y
sensibilidad
Identificacion

-Solo laboratorios de
referencia
-Preparacion de las

-Caracteriza a la bacteria muestras

Los métodos moleculares presentan algunas desventajas en comparacion con los
métodos de cultivo. En primer lugar, aun no son ampliamente utilizados en la
practica diaria, lo que limita su relevancia en ciertas situaciones. Ademas, su uso
puede ser costoso, ya que requiere equipos y reactivos que pueden ser caros en
comparacion con los métodos de cultivo. Estas técnicas también pueden ser
complicadas, requieren un alto nivel de experiencia y utilizan productos quimicos
peligrosos, lo que puede dificultar su uso rutinario para la deteccion de varias
muestras. Debido a la falta de protocolos estandarizados y la variabilidad en la
calidad de los equipos y reactivos, su adopcién como herramienta de diagnostico
es desafiante, particularmente para usuarios no especializados en laboratorios (Li
et al., 2023).

7.2.6.3 El futuro para la identificacién de S. pneumoniae

En la ultima década, el desarrollo de nuevas técnicas ha revolucionado la
identificacion de patogenos, incluyendo S. pneumoniae. Durante mucho tiempo, la
identificacion de este patdogeno y otros dependié de técnicas microbiolégicas
clasicas y cultivo en medios selectivos. Aunque estos métodos son utiles, todavia



presentan algunas limitaciones, como el alto tiempo para obtener un resultado y la
posibilidad de obtener resultados inexactos. Por lo tanto, los métodos de
identificacion requieren evolucionar hacia la incorporacién de técnicas moleculares
(Evans, 2022).

La PCR es una técnica molecular cada vez mas utilizada para la deteccion de S.
pneumoniae y muchos otros patdogenos en muestras de pacientes. La técnica de
PCR se basa en la amplificacién especifica e in vitro de ADN lo permite la deteccion
precisa del patdogeno. Ademas, técnicas como la secuenciacién y los microarreglos
también se utilizan cada vez con mayor frecuencia para la identificacion de
patogenos. Si bien sabemos que estas técnicas moleculares son muy utiles, todavia
presentan algunas desventajas, como el alto costo, la complejidad técnica, la
necesidad de equipos y personal especializados. Por lo tanto, el desarrollo de
tecnologias como los biosensores parece ser una buena perspectiva para la
identificacion de patogenos, incluyendo a S. pneumoniae (Prado, 2010).

Los biosensores son dispositivos molecularmente disefiados que permiten la
deteccion especifica y en tiempo real de microorganismos y sustancias en muestras
clinicas. Los biosensores utilizan técnicas avanzadas de deteccion, como la
amplificacion molecular, y pueden ser disefiados para detectar microorganismos o
cepas especificas. Ademas, los biosensores presentan como ventaja la facilidad de
uso que las técnicas moleculares existentes no pueden, asi como pueden reducir el
costo de la identificacion del patdogeno en tiempo real (Sotillo et al., 2014).

8. Antecedentes particulares

8.1 Biosensores

Recientemente, los métodos basados en biosensores han irrumpido de manera
importante en el campo del diagndstico microbioldgico, lo cual tiene sin duda un
gran impacto en la organizacion futura de los servicios de microbiologia; ya que
representan alternativas precisas, como las técnicas moleculares, teniendo la
peculiaridad de permitirnos un costo econdmico similar a las técnicas
microbiologicas tradicionales; las ventajas mas apreciadas en los biosensores es su
caracteristica por tener una alta tasa de seguridad, por su peculiar ahorro de
tiempo, asi como su facil manipulacién (Perumal et al., 2014; Liu et al., 2022).

En concreto un biosensor es un dispositivo que cuenta con un receptor bioldgico
(anticuerpo, enzima, acido nucleico o carbohidrato) y un transductor, el cual esta
integrado y convierte la respuesta bioldgica en una sefial cuantificable, sefal que
es encendida al momento que el bioreceptor interactua con la molécula de interés
(analito), lo que proporciona la sefial util para el transductor (Mehrotra, 2016; Babaei
et al., 2022). Asi mismo es importante aclarar que un biosensor se disefia de
acuerdo con las necesidades que requiere cada situacion, esto es lo que



determinara los elementos que conforman a cada biosensor (Hegde et al., 2022).
Actualmente el disefio y el desarrollo de biosensores, ocupa un gran interés en una
alta gama de aplicaciones, desde la dedicacion al ambito médico y el diagnodstico
de enfermedades, pasando por el monitoreo del ambiente, la calidad del agua y
alimentos, llegando hasta a la deteccion de elementos inertes (Kadadou et al.,
2022). Los principales desafios para el desarrollo de los nuevos biosensores son:

1) La captura eficiente de la sefal de reconocimiento bioldgico, la transformacién de
esta sefial en una medicion cuantificable que permita interpretar el resultado, como
una sefal eléctrica, 6ptica, gravimétrica o acustica (esto es lo que llamamos el
proceso de transduccion).

2) Mejorar el rendimiento de la sefial transducida o, acrecentar la sensibilidad y la
reproducibilidad, asi como disminuir el tiempo de respuesta o los limites de
deteccidn, para revelar incluso moléculas individuales.

3) Hacer mas pequeios los dispositivos de biodeteccion, utilizando tecnologias en
unidades micro, nano, pico o fentomeétricas (Naresh et al., 2021).

8.2 Elementos de un biosensor

Un biosensor combina el elemento bioldgico (como un aptamero o un anticuerpo),
con un componente de transduccion para generar una sefial cuantificable. El
transductor es capaz de detectar, registrar y transmitir informacion acerca de un
cambio fisiolégico o la presencia de diferentes materiales quimicos y bioldgicos en
un medio (Dincer et al., 2019). Los biosensores pueden adoptar diversas formas y
tamafos, estos son capaces de detectar cantidades bajas de patogenos
especificos, sustancias quimicas toxicas y niveles de pH. Lo que indica que un
biosensor tradicional tiene como elementos basicos los siguientes componentes:

a) El analito es la sustancia de interés cuyo constituyente se esta identificando
(glucosa, amoniaco, lactosa, etc.).

b) El bioreceptor es una biomolécula capaz de reconocer e interactuar con el
sustrato objetivo, es decir el analito. La sefial que emerge durante la interaccion de
estos dos elementos (bioreceptor y analito) se denomina bioreconocimiento.

c) El transductor es un elemento que interpreta la sefial captada de una forma a
otra. Este elemento es clave en un biosensor, ya que transforma el evento de
bioreconocimiento en una sefial cuantificable. El transductor se clasifica segun el
principio de funcionamiento en: transductor electroquimico, Optico, térmico,
electronico y gravimeétrico.

d) La electrénica se encarga de procesar la seial transducida y prepararla para la
visualizacion. Las sefales se amplifican y posteriormente se convierten en formato
digital.



e) La pantalla, es un sistema de interpretacion para el usuario, tal como una
computadora o una impresora, que genera una salida para que la respuesta
correspondiente sea legible y comprensible para el usuario. El resultado mostrado
en la pantalla puede tener formato numeérico, grafico, tabular o de una figura,
dependiendo del requisito del usuario final (Cajigas et al., 2021).

Los componentes del biosensor seran distintos de acuerdo con cada requerimiento
del disefio, ya que contamos con biosensores que no cuentan con la electrénica o
la pantalla, sin embargo, en el proceso de disefio y estandarizacion pasan por estas
interfaces para poder establecer su metodologia que le permitira ser un proceso
repetible (Naresh et al., 2021).
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Figura 9. Diagrama esquematico de los elementos de un biosensor clasico. Esquema de los
elementos de un biosensor, asi como una variedad de tipos de bioreceptores y transductores
utilizados regularmente en los biosensores (Naresh et al., 2021).

8.3 Clasificaciéon de los biosensores

La clasificacion de los biosensores es muy amplia, esto va a depender de la
categoria que sea nuestro parametro, por ejemplo: el analito, la fuente de energia,
contacto (de contacto fisico o sin contacto), analdgico o digital, tipo de sefal (fisica,
quimica, térmica), el tipo de bioreceptor (ADN, ARN, aptamero, anticuerpo, enzima,
etc.) por mencionar algunas de las tantas clasificaciones (Seok et al., 2016).
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Figura 10. Esquema de la clasificacidon general de los tipos de biosensores. Los bioreceptores
se dividen en seis categorias, los transductores en tres categorias y cada uno a su vez se subdivide
en otras subcategorias de acuerdo con la técnica que se implemente para determinar la muestra

(Mendoza-Madrigal et al., 2013).

En el caso de la clasificacion por bioreceptor, se puede dividir en dos categorias de
acuerdo con el segmento, segun el principio de bioreconocimiento, los biosensores
cataliticos y biosensores de afinidad o no cataliticos:

Biosensores cataliticos, la interaccion del analito bioreceptor da lugar al desarrollo
de un nuevo producto de reaccion bioquimica. Los biosensores cataliticos pueden
incluir enzimas, microorganismos, tejidos o células.

Biosensor de afinidad (no cataliticos), son aquellos donde el analito se une al
receptor de forma irreversible y, durante la cual no se forma ningun nuevo producto
de reaccion bioquimica. Los biosensores de afinidad comprenden anticuerpos,
receptores celulares y acidos nucleicos como su objetivo (Mendoza-Madrigal et al.,
2013).

Cuando hablamos de biosensores de afinidades, se comprende aquellos que estan
dirigidos a un blanco especifico, en esta categoria podemos encontrar a los
biosensores basados en aptameros, conocidos también como aptasensores (Uhuo
et al., 2022).

8.4 Aptameros

Los acidos nucleicos son capaces de hibridarse entre si, utilizando un cddigo
bidimensional, ademas pueden formar estructuras tridimensionales altamente
complejas que sirven como andamiajes para interacciones moleculares con
diferentes blancos (Fu et al., 2020). Esta propiedad siempre ha estado presente en
los acidos nucleicos, so6lo que recientemente se ha manipulado como un avance



tecnologico para el desarrollo de métodos in vitro con el fin de disefiar sondas de
ADN o ARN que no se encuentran en el microambiente de manera natural
(Marrazza, 2017). Estos avances en los métodos de sintesis de ADN han permitido
la generacion de grandes poblaciones de sondas que se unen a cualquier blanco.
Mientras que, por otro lado, la PCR ha hecho posible la amplificacion de pequefas
cantidades de moléculas en cantidades que son mas faciles de manipular (Ning et
al., 2020). La combinacion periodica de estos dos avances permitio la capacidad de
dividir oligonucledtidos en base a sus actividades de union a un blanco, lo que dio
lugar a la “seleccion in vitro de acidos nucleicos funcionales”, también conocida
como SELEX. Las sondas de acidos nucleicos que se generan utilizando SELEX se
llaman aptameros, un término del latin que significa "adaptable" (Keefe et al., 2010).
Los aptameros son una de las pocas clases de moléculas que, al igual que los
anticuerpos, son capaces de disefiarse para unirse a multiples blancos diferentes
(Ospina, 2020).

1. Incubar 2. Seleccionar

4. Clonar y secuenciar 3. Amplificar

Figura 11. Esquema de la seleccion in vitro de acidos nucleicos funcionales o “SELEX”.
Apartado, 1) Incubacion: la libreria previamente disefiada es puesta en contacto con las moléculas
blanco. 2) Seleccion: separacion de los aptameros que se unen a las moléculas blanco y descarte
de aquellos que no lo hacen. 3) Amplificacion: mediante PCR se obtienen multiples copias de los
aptameros seleccionados. Se repiten los pasos 1, 2 y 3 hasta obtener aptameros con gran afinidad
y especificidad. 4) Clonacion y secuenciacion: una vez obtenidos los aptameros afines, se clonan y

se secuencian para conocer su composicion de nucleétidos (Ospina, 2020).

Los aptameros tienen una gran afinidad por su blanco, ademas tienen propiedades
maleables y grandes ventajas como su bajo costo y alto rendimiento (Alsager et al.,
2018).



8.5 Aptasensores

Los aptameros se han convertido en herramientas moleculares cada vez mas
importantes para el diagnéstico (Gutiérrez-Santana et al., 2020; Ospina, 2020; Liu
et al., 2022). En concreto, los biosensores que emplean aptameros como elemento
de reconocimiento se denominan aptasensores, estos aptasensores presentan
grandes ventajas sin precedentes en comparacion con los biosensores que utilizan
receptores como anticuerpos y enzimas, por ejemplo:

1. Los aptameros de alta especificidad y afinidad pueden seleccionarse in vitro para
cualquier blanco, desde pequefas moléculas a grandes proteinas e incluso
células, lo que permite desarrollar una amplia gama de biosensores basados en
cada blanco deseado (Seok et al., 2016).

2. Una vez seleccionados, los aptameros pueden sintetizarse con gran
reproducibilidad y pureza. Ademas, a diferencia de los anticuerpos o enzimas
basados en proteinas, los aptameros de ADN tienden a ser quimicamente mas
estables.

3. Los aptameros suelen sufrir cambios conformacionales significativos al unirse a
su blanco. Esto ofrece una gran flexibilidad en el disefio de nuevos biosensores
con alta sensibilidad y selectividad (Kalra et al., 2018).

8.5.1 Tipos de Aptasensores

Se han utilizado diferentes modelos de deteccion para el desarrollo de
aptasensores, que van desde métodos sin etiquetas, como la resonancia de
plasmon superficial (SPR) y la medicion de microbalanzas de cristal de cuarzo
(QCM), hasta otros métodos que a menudo requieren etiquetas, como la
electroquimica, fluorescencia y quimioluminiscencia (Mehrotra, 2016). Todos estos
procesos han sido objeto de estudio y mejoras, impulsando el avance de esta
tecnologia (Hosseinzadeh et al., 2020).

-Aptasensor fluorescente
Biosensor Aptasensor -Aptasensor electroquimico
-Aptasensor colorimétrico

Figura 12. Esquema de los aptasensores mas comunes. Clasificacion de los aptasensores por
su metodologia, cada aptasensor tiene una metodologia distinta que varia dependiendo el
resultado que buscamos.

8.5.2 Aptasensores opticos

Existen varias estrategias para modificar los aptameros y convertirlos en
aptasensores, éstas pueden variar dependiendo de las técnicas de medicion
utilizadas en el proceso de deteccion (Atapour et al., 2022). Los aptasensores
opticos se pueden dividir en varias categorias, como colorimétricos, fluorescentes y
SERS (Dispersion Raman Mejorada en Superficie). Entre los distintos formatos de
ensayo, la fluorescencia y la colorimetria son las dos técnicas mas populares,
debido a la facilidad para generar reacciones que permitan observar la identificacién
del blanco (Yuan, Wu, et al., 2014).



8.5.2.1 Aptasensores de fluorescencia

La deteccidn fluorescente es empleada habitualmente en los aptasensores, ya que
hay aptasensores a base de fluorescencia que se caracterizan por su facilidad por
el etiquetado de los aptameros con fluoroforos, asi mismo la disponibilidad de
multiples fluoroforos y la capacidad para la deteccion en tiempo real, hacen que sea
una de las técnicas mas utilizadas (Bayra¢ and Donmez, 2018; Sharma and
Ramena, 2021). A lo largo del tiempo, con este tipo de biosensores se han
desarrollado varias estrategias principales para convertir los aptameros en sondas
de sefalizacion fluorescentes que actuan como marcador en un aptasensor (Kim et
al., 2011).

Los aptasensores fluorescentes mas utilizados actualmente, son aquellos basados
en las técnicas que anteriormente utilizaban anticuerpos, en las cuales se sustituy6
este anticuerpo, por un algun aptamero, un ejemplo muy cotidiano es el uso de una
sefal molecular basada en aptameros, donde se coloca una estructura molecular
en forma de horquilla, que es etiquetada en un extremo con un fluoréforo. La unién
de este complejo a su blanco interrumpe la formacion de la horquilla, separando el
fluoréforo del cebador, lo que genera la sefal de fluorescencia (Mehrotra, 2016).
Otro formato adoptado con frecuencia es el colocar un aptamero marcado con un
fluor6foro en una estructura duplex con una secuencia de ADN complementaria
marcada; la presencia de su blanco fuerza la liberacion de la hebra complementaria
del aptamero, lo que genera la senal de fluorescencia (Zhang, et al., 2019).

8.5.2.2 Aptasensores colorimétricos

En los ultimos 5 afos, los aptasensores colorimétricos se han vuelto cada vez mas
populares debido a su bajo costo, simplicidad, alta sensibilidad y su capacidad para
detectar de manera especifica sin la necesidad de equipos complejos (Yuan et al.,
2014; Ma et al., 2017; Wang et al., 2021). Se han descrito muchos mecanismos de
deteccion relacionados con la técnica colorimétrica, tales como la catalisis de
nanozimas, la resonancia de plasmoén superficial (SPR) y la unién del ligando-
receptor (Xiao et al., 2022).

Una de las caracteristicas mas buscadas en un aptasensor colorimétrico, es la
capacidad de obtener un resultado inmediato basado en la colorimetria de ciertos
elementos. Existen metodologias que se basan en la aglomeracion de las AuNPs,
las cuales permiten generar un cambio cuantificable de acuerdo con el color. Un
ejemplo de esto es el cambio de rojo a azul en presencia de blanco, y se logra
gracias a la separacion de un aptamero unido a las AuNPs(Yuan, Wu, et al., 2014;
Sadsri et al., 2020).

8.6 Potenciadores de los biosensores

Los biosensores han surgido como una prometedora alternativa en la deteccién de
diferentes moléculas. Sin embargo, la mayoria de las técnicas utilizadas para el
desarrollo de estos dispositivos presentan una gran desventaja, dado que
proporcionan un resultado apenas cuantificable (Hegde et al., 2022). Por ello se ha



buscado contrarrestar esta desventaja con potenciadores que permitan aumentar
los resultados que son proporcionados. De esta manera, se podrian disenar
biosensores que no dependan de equipos grandes, ni de personal especializado.
Los nanomateriales, se han vuelto cada vez mas populares debido a su capacidad
para mejorar el rendimiento de los biosensores (Wang et al., 2015). Gracias a su
tamafio reducido, estos materiales permiten que los biosensores obtengan un mejor
resultado y, por tanto, se conviertan en una opcion altamente mas atractiva (Seok
et al., 2016).
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Figura 13. Esquema de la magnitud del tamafo de los nanomateriales. Un pelo humano tiene
un didmetro de 0.1 mm, mientras que el nanomaterial mas grande es de 0.0001 mm, lo que es

comparable con un virus. (Recopilacién de la Agencia Europea de Quimica 2016, esta imagen es de dominio publico
y, por lo tanto, esta libre de restricciones de derechos de autor, imagen disefiada por Anders Norén)

8.6.1 Nanomateriales

El estudio y desarrollo de los nanomateriales ha cobrado gran importancia en el
campo de la nanotecnologia debido a sus sorprendentes propiedades fisicas y
quimicas. Para considerar un material como un nanomaterial, su tamafio debe ser
inferior a 100 nm (Jia et al., 2016). Debido al tamafo extremadamente pequefio de
los nanomateriales, el comportamiento de los electrones se ve altamente
influenciado por su entorno y por la disposicion de los atomos en el material (Naresh
etal., 2021). Esto significa que, para un material nanométrico, la cantidad de atomos
presentes en la superficie con respecto a su interior es mucho mayor y como
resultado, el movimiento de los electrones se encuentra altamente limitado por las
dimensiones del propio material. Gracias a estas propiedades tan particulares, es
posible disefiar materiales con propiedades unicas y especificas para cada
necesidad. Se ha clasificado los nanomateriales actuales en seis tipos, lo que
demuestra el creciente interés por este importante campo de estudio (Grzelczak et
al., 2008).



i
Ok
2R

Dendrimero

Micela
Polimero
Nanomateriales Y\l/Y
- <
Nanotubos de carbono l Conjugado de polimero-droga
Nanoparticulas [ DrogaA- + |

Droga B - %

[ i
. * 'J .“
Coraz nucleo
MNanoparticulas Nanoparticulas Nanoparticulas
poliméricas magnéticas solidas/lipido

Figura 14. Esquemas de la clasificacion de los nanomateriales por su forma estructural. Los
nanomateriales se han clasificado dependiendo de las caracteristicas que presentan. El liposoma,
compuesto de lipidos, puede utilizarse como un potente vehiculo. Los dendrimeros, estructuras
macromoleculares que comprenden una serie de "ramificaciones" alrededor de un nucleo interno,
son capaces de transportar multiples moléculas tanto en el ndcleo interno como en la superficie. Las
micelas poliméricas son particulas nanocoloidales con un nucleo hidrofébico, donde se pueden
transportar diferentes tipos de moléculas hidrofébicas. Los nanotubos de carbono se pueden utilizar
como vehiculos para administrar multiples medicamentos o moléculas. Las nanoparticulas son
particulas coloidales donde se pueden transportar multiples moléculas. Ademas, se muestran
ejemplos representativos de diferentes nanoparticulas, como nanoparticulas poliméricas,

nanoparticulas magnéticas y nanoparticulas de lipidos sélidos (Parhi and Sahoo, 2012).

Actualmente la sintesis de distintos tipos de nanoparticulas se basa en metales
como plata, oro, cobre, 6xido de cobre, 6xido de zinc y magnetita estos materiales
han encontrado aplicaciones en diversas metodologias de diagndstico con
biosensores, farmacologia y biologia. En la medicina, se esta aprovechando la
capacidad bactericida de algunas de estas nanoparticulas (Jia and Wang, 2016). En
el ambito de la nanotecnologia, se ha planteado la posibilidad de integrar
nanoparticulas en el diagnéstico, y para ello se han desarrollado sistemas de
biodeteccion que emplean una amplia gama de biomateriales, desde el quitosano,
el colageno, las nanoparticulas metalicas, el grafeno y los nanomateriales a base
de carbono, hasta los puntos cuanticos, los dendrimeros y los nanomateriales de
silicio (Naresh and Lee, 2021).

Entre la variedad de nanoparticulas metalicas disponibles, las AuNPs estan
ganando un gran interés en este campo debido a su excepcional capacidad de
conjugacion, estabilidad y propiedades de amplificacion de sefal. Estas



propiedades hacen de ellas los sistemas de nanoparticulas mas biocompatibles, lo
que les ha otorgado una gran popularidad en el campo del diagnéstico y la medicina
(Wang et al., 2015).

Tabla 4. Clasificacion de los nanomateriales segun sus dimensiones. Esta clasificacion se
basa en las dimensiones que los nanomateriales tienen (Parhi et al., 2012).

Estructura Ejemplos

Cero-dimensional (0D)

Fullerenos

Particulas coloidales
Puntos cuanticos
Nanoclusters
Nanoparticulas (Au y Ag)

Uni-dimensional (1D)

Nanocables y nanofibras
Nanotubos

Nanovarillas

Fibra polimérica

Bi-dimensional (2D)

Monocapas
Nanorecubrimientos
Peliculas poliméricas
Peliculas multicapa

Tri-dimensional (3D)

Nanoestructuras
Policristales
Nanobobinas
Nanoflores

8.7 Nanoparticulas de oro

Las AuNPs estan ampliamente utilizadas gracias a su capacidad para funcionalizar
con una amplia gama de biomoléculas. En particular, las AuNPs son capaces de
actuar como una salida de sefal que se puede rastrear sin la necesidad de utilizar
equipos relativamente complejos, lo que las hace muy deseables (Zhang et al.,
2021). Ademas, las AuNPs son conocidas por su facilidad de operacion vy
visualizacion, lo que las hace excelentes candidatas para ser utilizadas como
biosensores colorimétricos (Khorshid et al., 2023).



En este sentido, la integracion de las nanoparticulas de oro en biosensores ha
mejorado en gran medida la eficiencia de captura de analitos y reducido los falsos
positivos. Los biosensores basados en AuNPs se basan en un principio segun el
cual, la distancia mas corta entre las particulas provoca la interaccion del plasmon
de superficie, lo que provoca un cambio de color de rojo a azul. El principal beneficio
de los ensayos colorimétricos es que no requieren procedimientos adicionales para
la amplificaciéon de la sefal, lo que significa que no se necesitan instrumentos
analiticos complejos (Yuan et al., 2014; Dong et al., 2020).

A pesar de que estos biosensores han mostrado una gran efectividad en la
identificacion de diversos organismos objetivo utilizando este cambio de color como
sefial analitica, la investigacion traslacional para utilizar biosensores de
nanoparticulas de oro en aplicaciones clinicas esta limitada debido a ciertos
desafios, como la preparacion de muestras y los efectos de la matriz. Es importante
destacar que la integracion del sistema también representa otro gran desafio que
debe ser abordado en el futuro para ampliar el uso de biosensores con AuNPs en
aplicaciones clinicas (Garcia-Melo et al., 2019; Moraldo et al., 2022).
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Figura 15. Proceso de nucleacion en la sintesis de AuNPs y las formas resultantes. a)
Representacion del proceso de sintesis de las AuNPs. Partiendo de un atomo de oro y un agente
reductor, es posible controlar el tamafio y velocidad de la sintesis de las AuNPs. b) Formas que se
pueden obtener de las AUNPs mediante la sintesis quimica. La versatilidad en las formas que se
pueden obtener las AuNPs permite sintetizar AUNPs mas sencillas (esféricas) hasta las AuNPs con

formas mas complejas (estrella, huecas, hexagonales, tubos) (Parhi et al., 2012).



8.7.1 Aptameros unidos a nanoparticulas de oro

Dentro del desarrollo de biosensores, se han comenzado a incorporar aptameros
en nanomateriales para crear aptasensores de alto rendimiento. Las AuNPs son un
material ideal para utilizar en estos aptasensores debido a su facilidad de
funcionalizacion con aptameros (ya sea a través de la adsorcion fisica o de grupos
tiol) y esto gracias a sus caracteristicas fisicas y quimicas, que las hacen superiores
a otros nanomateriales (Mehrotra, 2016). Hay estudios en los cuales se emplearon
AuNPs y nanoparticulas de hierro magnéticas funcionalizadas con un aptamero
para detectar al patdgeno Vibrio parahaemolyticus, en muestras de mariscos.
Cuando una muestra contenia estas bacterias, quedaban intercaladas entre los
aptameros de ambas nanoparticulas, y se podian separar de manera magnética.
Las AuNPs permitian la deteccion del patogeno sin la necesidad de instrumentos,
esto gracias a que se podia observar como el cambio de color en la muestra al
momento de tener presencia de la bacteria blanco (Sadsri et al., 2020).

Hay otros ejemplos donde se demuestra, como se disefid un ensayo basado en
aptameros y AuNPs para detectar muestras con contaminacién por Escherichia coli
en jugo de frutas. Este ensayo colorimétrico utiliz6 nanozimas y AuNPs, las cuales
se acoplaron con un aptamero especifico para E. coli, aptamero que se separd de
la superficie de las AuNPs en presencia de E. coli, dejando la superficie de las
AuNPs desprotegidas contra 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB), el cual oxida las
AuNPs cambiando la soluciéon de un color rojo a azul. Sin embargo, cuando los
aptameros permanecian unidos a las AuNPs debido a la ausencia de E. coli, el
aptamero no se separaba, por lo que TMB no oxida a las AuNPs y se mantenia el
color rojo de la solucién original (Das et al., 2020).

Ademas, en la literatura se encuentra un ensayo basado en un aptamero especifico
para la bacteria Bacillus carboniphilus, el cual se empled para la creacion de un
aptasensor colorimétrico. En presencia del organismo objetivo, el aptamero se
adhiri6 a la bacteria, dejando solo unos pocos aptameros libres que no pudieron
proteger a las AuNPs de la agregacion inducida por la sal, lo que hacia que la
solucion se volviera azul. Si los aptameros no se unian especificamente al
organismo objetivo, quedaban una gran cantidad de aptameros libres que protegian
a las AuNPs de la agregacion inducida por la sal y preservaban el color rojo de la
solucion (Wang et al., 2021).

Este enfoque permitio la deteccion precisa de la bacteria objetivo. En general, la
utilizacién de nanoparticulas de oro funcionalizadas con aptameros presenta un
gran potencial para la creacion de aptasensores con diversas aplicaciones.

8.8 Aptasensores para la deteccidon de microorganismos

La deteccion, identificacion y cuantificacion de patdégenos microbianos es esencial
para salvaguardar la salud publica. Asimismo, es crucial identificar enfermedades
causadas por estos patdgenos para realizar un estudio adecuado del posible
tratamiento a seguir. Para detectar microrganismos, se suele recurrir a sondas de



deteccion del patégeno que identifican proteinas en la superficie. Sin embargo,
actualmente se presenta una gran limitacion para disefiar estas sondas, debido a
que a pesar de que la idea de usar aptameros para la construccion de biosensores
no es nueva, es aun poco explorada (Ma et al., 2017).

En la literatura se encuentran biosensores basados en aptameros y AuNPs, que
tienen la finalidad de detectar microorganismos, un ejemplo muy enriquecedor es la
construccion de un aptasensor para detectar a Salmonella typhimurium utilizando
nanoparticulas de oro de 15 nm y un aptamero especifico para su blanco. Este
ensayo presenta una metodologia colorimétrica a base de acido acético para
generar la aglomeracion de las AuNPs. Las pruebas de este aptasensor permitieron
determinar una deteccién minima del blanco de 56 UFC/mL en medio liquido. El
complejo se form6é mediante la interaccion de las cargas negativas del aptamero
con las AuNPs, formando un enlace débil que se desprende en presencia de su
blanco, que en este caso es la bacteria S. typhimurium. Con este biosensor, se logra
la deteccion de la bacteria con gran precisidn y rapidez, lo que puede ser muy
beneficioso en la deteccion temprana de contaminacion de alimentos (Ma et al.,
2017).

Asi también se encuentran metodologias que desarrollan biosensores con
estructuras mas complejas como es el caso del aptasensor colorimétrico basado en
AuNPs para la deteccion de la bacteria Staphylococcus aureus utilizando tecnologia
de amplificacion de sefal de tiramina (TSA). Para lo cual se inmovilizé un aptamero
biotinilado especifico para S. aureus, en pocillos de una placa de microtitulacion
mediante la union de biotina-avidina. Posteriormente, se introdujo sucesivamente
en los pocillos las bacterias blanco, con los conjugados de aptamero biotinilado-
estreptavidina-HRP, la tiramina biotinilada, el peréxido de hidrogeno y la avidina-
catalasa. Lo cual le permiti6 a la catalasa consumir el peroxido de hidrogeno
presente en la muestra, para que finalmente, se afiadio trihidrato de cloruro de oro
(1) recién preparado, situacion que genera un cambio colorimétrico. Este cambio
permite hacer una relacidén entre la absorbancia a 550 nm y la concentracion de S.
aureus, lo que les permitié obtener una relacion lineal en el rango de 10 a 1x108
UFC/mL. El limite de deteccion de este método desarrollado fue de 10 UFC/mL, y
en condiciones optimas, se logro la deteccidn precisa y sensible de la bacteria S.
aureus, lo que tiene importantes aplicaciones en el diagndstico de infecciones de
origen bacteriano en tiempo real (Yuan et al., 2014).

Los antecedentes descritos demuestran la necesidad de desarrollar biosensores
capaces de detectar otros tipos de bacterias relevantes en el campo clinico.



9. Hipétesis

El aptamero Lyd-3 acoplado a nanoparticulas de oro, permite la deteccion de S.
pneumoniae de manera rapida y con una alta especificidad.

10. Justificacion

Se considera importante el desarrollo de un biosensor que sea rapido y sensible lo
cual tendra un impacto significativo en la identificacion de S. pneumoniae. Esta
bacteria es una de las principales causas de neumonia y es responsable de la
muerte de aproximadamente 4 millones de nifios menores de 5 afios y de un numero
similar de adultos mayores de 60 anos alrededor del mundo (Bosak et al., 2019;
Evans, 2022).

Los métodos convencionales para la identificacion de este microorganismo son las
pruebas microbioldgicas clasicas como la prueba de la optoquina, la prueba de
solubilidad en bilis o la prueba de catalasa. Sin embargo, en la actualidad se utilizan
otros como la determinacion del antigeno capsular o métodos moleculares para la
determinacion de genes de virulencia, como la autolisina (Lyt A) y la neumolisina
(Ply), utilizando la PCR. Desafortunadamente estas técnicas requieren un gran
tiempo o un gasto econdmico mayor y el obligatorio requerimiento de personal
especializado, sin mencionar que muchas veces las técnicas moleculares
unicamente se utilizan en laboratorios de referencia, todas estos hechos son un
impedimento para el pronto diagnostico (Bennett, et al., 2005; Morimura et al.,
2021).Hay una gran necesidad de enfocar el diagndstico clinico en etapas
tempranas, lo que lleva al desarrollo de nuevas técnicas analiticas, que sean
capaces de detectar a sus blancos de manera sensible y especifica.

Por lo tanto, actualmente hay un interés creciente en el desarrollo de biosensores
para la deteccidn de patdégenos, ya que muestran un rendimiento analitico superior,
junto con una medicion en tiempo real y mayor sensibilidad (Hamed et al., 2020;
Garcia-Melo et al., 2022). Ademas, también evitan un lapso entre la preparacién y
el analisis de las muestras, presentando una gran ventaja en relacion con los
métodos convencionales, esto sin la mencién de sus bajos costos de produccion
(Cajigas et al., 2021).



11. Objetivos
11.1 Objetivo General

Disefiar un método de deteccion funcional basado en el aptamero Lyd-3 y
nanoparticulas de oro para la identificaciéon de S. pneumoniae.

11.2 Objetivos particulares

« Construir un bioreceptor basado en el aptamero Lyd-3 y AuNPs que sea capaz de
identificar a S. pneumoniae.

« Evaluar la sensibilidad y la especificidad del bioreceptor AuNPs-Lyd3 para S.
pneumoniae.

« Utilizar el bioreceptor AuNPs-Lyd3 para disefiar un biosensor, que permita la
identificacion de S. pneumoniae.



Estrategia experimental

12.




13. Metodologia

13.1 Microbiologia

13.1.1 Cepa bacteriana

La bacteria que se utilizd6 para llevar a cabo las pruebas fue S. pneumoniae,
especificamente los serotipos TIGR4 (ATCC BAA-334), R6 (ATCC BAA-255) y
49619 (ATCC 49619), ademas se utilizé como controles negativos las bacterias
Klebsiella pneumoniae (ATCC-9633), Staphylococcus aureus (ATCC-33591),
Staphylococcus epidermidis (ATCC-12228), Haemophilus influenzae (ATCC-
19418) y Streptococcus mutans (ATCC-25175).

13.1.2 Cultivos en medio sélido

Los cultivos se realizaron en agar base sangre, enriquecidos con sangre de cordero
al 5% estéril, las placas fueron incubadas a 37 °C durante un periodo de 18 h, con
una atmoésfera regulada de CO2 al 10%.

13.1.3 Cultivos en medio liquido

Después del crecimiento en agar base sangre enriquecido, las bacterias se
recuperaron y se sembraron en medio liquido Todd Hewitt (TH) el cual se enriquecio
con extracto de levadura al 5% estéril, este medio liquido se incub6 de igual forma
a 37 °C durante 18 h en una atmosfera de CO2 regulada al 10%.

13.1.4 Crioconservacion de las bacterias

Las cepas bacterianas fueron colocadas en crioviales estériles de 1 mL, los cuales
contenian 500 pL de medio de cultivo liquido TH y glicerol estériles en una relacion
3:1 para almacenarlas a una temperatura de -80 °C.

13.1.5 Tinciéon de Gram

La tincion se realizd respecto de una dilucidn de S. pneumoniae (TIGR4, R6 vy
49619) a 10* UFC/mL en agua MiliQ estéril, agregando 10 uL de dilucién a un
portaobjetos de manera independiente por cepa. La gota se distribuyé de manera
uniforme por el portaobjetos y se fijo por calor, frente al mechero. Una vez que se
seco, a la muestra se le agregaron tres gotas de cristal violeta por 1 min, pasado el
tiempo se lavo con agua estéril abundante, para agregar 3 gotas mas de Lugol por
1 min, una vez que terminod de reaccionar, se procedio a lavar de la misma manera,
posteriormente, se agregaron 3 gotas de alcohol-cetona (1:1) por 10 s, se enjugo y
por ultimo se agregd safranina por 1 min y se realizo el ultimo lavado. Las muestras
se dejaron secar frente al mechero. Se coloco el cubreobjetos y se sell6é con barniz.
Las muestras se observaron en el microscopio éptico con los aumentos 40Xy 100X.

13.1.6 Prueba de la Catalasa

Para realizar esta prueba, se obtuvo de una caja de cultivo de agar sangre con S.
pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), una azada de manera independiente, bajo
condiciones de esterilidad, esta se colocé en un portaobjetos por cepa de S.
pneumoniae, a los cuales se les agregd 50 yL de H202 30%. Se considero el



parametro de la prueba, para el cual la reaccion burbujeante como positiva y la que
no genera burbujas como negativa.

La finalidad de esta prueba es que la catalasa, que es una enzima, que tiene la
capacidad de descomponer el H.O2, genere una reaccion capaz de formar H20 y
Oo.

13.1.7 Prueba de Optoquina

Por cada cepa de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), se realiz6 un cultivo masivo
en una caja de agar base sangre, para lo cual se colocd un disco de optoquina en
el centro del cultivo, para dejar en crecimiento por 18 h. Posteriormente las cajas se
incubaron a 37 °C durante un periodo de 18 h, con una atmésfera regulada de CO-
al 10%. Pasado este tiempo, se observo si alrededor del disco de optoquina habia
un halo de inhibicion de crecimiento y se midié el tamafio de este halo. Se considero
positiva la prueba si el halo estaba presente y negativa si no habia presencia del
halo.

13.2 Aptameros

13.2.1 Seleccién y modificaciéon de aptameros

El aptamero principal que se utilizé es Lyd-3 (Bayra¢ and Donmez, 2018), el cual se
modificé mediante la adicion de un grupo tiol (SH) en el extremo 3" de la secuencia
y se realiz6 una segunda modificacion en la cual se agregd un grupo 6-FAM (6-
carboxifluoresceina) en el extremo 6°, como se representa en la Tabla 5.

Tabla 5. Especificacion representada de las modificaciones a la secuencia Lyd-3

Secuencia
Sentido 5 ITGACGAGCCCAAGTTACCTGCCCCCGAACCATACCACACGATGCCCCG
TACCCA GCCACCGAATCTCCGCTGCCTACAI/SH/- 3’
Sentido 5’/6fam/TGACGAGCCCAAGTTACCTGCCCCCGAACCATACCACACGATGCCC
CGTA CCCAGCCACC GAATCTCCGCTGCCTACA/SH/- 3’
Ademas, se buscd un segundo aptamero, que se utilizo como control negativo
DTMRSA1(Turek, 2013), unicamente se modific6 mediante la adicion de un grupo
tiol (SH) en el extremo 3", como se representa en la Tabla 6.

Tabla 6. Especificacion representada de las modificaciones a la secuencia DTMRSA1

Secuencia

Sentido 5'IATCCAGACGTGACGCAGCATGCGGTTGGTTGCGGTTGGGCATGAT
GTATTT CTGTGTGGACACGGTGGCTTAGTA/SH/- 3’
Los aptameros, se rehidrataron con 150 L de Ditiotreitol (DTT) a una concentracion
de 100 mM por 2 h a 60 °C, hasta que todo el DTT se evaporo, posteriormente se
agrego 100 pL de Amortiguador TE pH 8.0 para rehidratar y se hicieron alicuotas
para evitar la exposicion continua, asi como para su almacenamiento a -20 °Cy a -
80 °C.



13.2.2 Gel de electroforesis de Agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa al 3% se pesaron 3 g de agarosa y disolvieron en 100
mL de amortiguador TAE 0.5X. La mezcla se calentd en un matraz Erlenmeyer
dentro del horno microondas por 30 s, evitando la ebullicion para no evaporar el
amortiguador, hasta obtener una mezcla homogénea. Esta mezcla se colocé en una
bandeja de geles con un peine de pozos, evitando la formacidn de burbujas al verter
la mezcla y se dejé enfriar durante 20 min. Posterior a la preparacion, el gel se
sumergiéo en una camara de electroforesis con amortiguador TAE 0.5X hasta
alcanzar el sefialamiento de la camara. Se afiadi6 la muestra designada en cada
pozo, para lo cual se agrego 1 pL de marcador con 1 uL de amortiguador de carga
para el pozo 1, para las muestras siguientes se agregaron 7 uL de muestray 3 uL
de amortiguador de carga. Una vez que se termin6 de cargar el gel se corrio a 70
mV por 45 min. Finalmente, el gel se revel6 mediante una camara de luz UV y se
fotografioé para obtener la evidencia.

13.3 Nanoparticulas

13.3.1 Sintesis de AuNPs

El material que se utilizé para la sintesis de AuNPs, fue previamente lavado con
agua regia (acido nitrico mas acido clorhidrico, 3:1) para la eliminacion de materiales
quimicos. A continuacion, se enjuaga con abundante agua MiliQ, se dejo secar a
temperatura ambiente y se esteriliza por un ciclo de la autoclave, para eliminar los
residuos biologicos.

En un matraz de 250 mL, se agregd 10 mL de acido tricloroaurico (HAuCl3z) a una
concentracion de 1 mM en 90 mL de agua MiliQ, posteriormente se esperd a la
ebullicién en agitacién continua por 10 min; calentandolo en una plancha magnética
a 200 °C. Cuando se alcanz6 nuevamente la ebullicion se agregd 18 mL de una
solucién de citrato de sodio (Na3zCsHs0O7) a una concentracion 38.8 mM, se espero
15 min a que se alcanzara la ebullicion y se retir6 del calor, posteriormente se dejo
enfriar por 1 h a temperatura ambiente.

Para eliminar los posibles residuos de la sintesis, una vez que se enfrid, se procedio
a realizar tres lavados del producto final, llevando a cabo una centrifugacion a 15000
rom por 15 min a una temperatura de 4 °C, de lo cual se formaron dos fases, de
estas, retiraremos la fase superior o el excedente (liquido transparente) y se
rehidrata con el mismo contenido retirado, con agua MiliQ para finalmente
almacenar a 4°C, por un tiempo maximo de una semana.

13.3.2 Determinacion del rendimiento de la sintesis de AuNPs

Esta determinacién se realizé por diferencia de pesos con un tubo Eppendorf, para
lo cual, se pesé el tubo Eppendorf de 1.5mL antes de agregar 1 mL de AuNPs o de
AuNPs-Lyd3. Una vez que se agregd 1mL, se procedi6 a secar en el equipo
speenback, el cual centrifugd nuestras muestras al vacio y eliminé el liquido a una
temperatura de 60 °C por 120 min. El Eppendorf, se pesdé nuevamente con el
residuo solido que se quedo, las diferencias de peso en los tubos, del antes y



después de adicionar las AuNPs o AuNPs-Lyd3 se consideré como el rendimiento
de la sintesis por mililitro de muestra de manera independiente.

13.4 Preparacion del bioreceptor o complejo AuNPs-Lyd3

El bioreceptor, se preparo a partir de las AuNPs sintetizadas previamente y Lyd-3.
Para lo cual las AuNPs de 20 nm se incubaron con el aptamero Lyd-3, para generar
el enlace entre el grupo tiol del aptamero y la superficie de la AUNPs. Esto se realizé
agregando 100 pL del aptamero a 60 pM, 70 pM o 80 pM, de manera independiente,
con 700 pL de AuNPs, para posteriormente proceder a incubar a 37°C por un tiempo
de 30 h. Posteriormente una vez pasado el tiempo, se retir6 el excedente de Lyd-3,
por centrifugacién a 10000 rpm, desechando el sobrenadante de las dos fases
formadas, para que finalmente se rehidrata con agua MiliQ, agregando la misma
porcidn que se retiré de sobrenadante; para el almacenamiento se guardé a 4°C,
por un maximo de cuatro semanas.

13.5 Aglomeracion por NaCl

13.5.1 Determinacion de la aglomeracién de las AuNPs

Se observo la aglomeracion de las AuNPs, utilizando 100 yL de NaCla 1.2 M, 1.5
M, 1.7 My 2M de manera independiente en 800 pL de AuNPs, dejando reaccionar
por 15 min, El resultado de esta exposicion se analizé por espectrofotometria a una
longitud de onda de 520 nm, para registrar el cambio colorimétrico debido a la
aglomeracién de las AuNPs.

13.5.2 Determinacion de la aglomeraciéon del complejo AuNPs-Lyd3

Se observo la aglomeracién del complejo AuNPs-Lyd3, utilizando 100 pL de NaCl a
1.5 My 1.7 M de manera independiente en 800 yL de AuNPs-Lyd3, dejando
reaccionar por 10 min. El resultado de esta exposicion se analiz6 por
espectrofotometria a una longitud de onda de 525 nm, para registrar el cambio
colorimétrico debido a la aglomeracién de las AuNPs, sin romper a AuNPs-Lyd3.

13.6 Complejo AuNPs-Lyd3

13.6.1 Incubacion de AuNPs-Lyd3 con bacterias

El complejo AuNPs-Lyd3 se incub6 con S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619) y con
las bacterias control (negativo):, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Haemophilus influenzae y Streptococcus mutans, bajo
las condiciones experimentales optimas, con una concentracion bacteriana de 0
UFC/mL, 50 UFC/mL, 70 UFC/mL 10%? UFC/mL, 10® UFC/mL, 10* UFC/mL, 10°
UFC/mL, 108 UFC/mL, 107 UFC/mL y 108 UFC/mL de manera individual, utilizado
100 pL de bacteria que se incub6 con 800 pL de AuNPs-Lyd3 por 15 min, a lo cual
posteriormente se agregaron 100 pL de NaCl a 1.5 M y se dejo incubar por 10 min
mas. El resultado de esta exposicion de AuNPs-Lyd3, se analizé por el
espectrofotometro a una longitud de onda de 525 nm, para registrar los cambios.



13.7 Deteccion bacteriana por microscopia de fluorescencia

S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), y las bacterias control negativo: Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Haemophilus
influenzae y Streptococcus mutans se fijaron por calor, de una dilucion a 104
UFC/mL de manera independiente y estéril, en un portaobjetos. Una vez fijadas, se
agrego a la fijacion 10 yL de IP a una concentracion de 1 mM para dejar secar por
20 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo se procedié a lavar el exceso
de IP, con lavados de agua destilada estéril. Posteriormente al lavado, se agregaron
10 pL del complejo AuNPs-Lyd3 marcado con 6-FAM por 20 min, una vez cumplido
el tiempo, se lavd abundante con agua destilada estéril. Por ultimo, se colocé el
cubreobjetos para sellar con barniz, los portaobjetos armados se observaron
posteriormente en el microscopio de fluorescencia y se almacenaron a 4 °C.

13.8 Correlacion entre la intensidad de la senal a 525 nm por
espectrofotometria y la concentracion de S. pneumoniae (49619, TIGR4 y
R6)
El complejo AuNPs-Lyd3 se incub6 con S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), en
una placa de 96 pozos por cepa, en diferentes concentraciones: desde 0 UFC/mL,
70 UFC/mL, 10?2 UFC/mL, 10® UFC/mL, 10* UFC/mL, 10° UFC/mL, 10 UFC/mL
hasta 107 UFC/mL por cepa de manera individual. Para lo cual se utilizaron 800 pL
de AuNPs-Lyd3 con 100 pL de S. pneumoniae y se dejo reaccionar por 15 min,
pasado este tiempo se agregaron 100 yL de NaCl a 1.5 M; dejando la reaccion por
10 min y, una vez pasado un total de 25 min se analizé por espectrofotometria, a
una longitud de onda de 525 nm. Este experimento se analiz6 por triplicado para
cada cepa de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), teniendo las mismas
condiciones para todas las réplicas, una vez se obtuvieron todos los datos se
procedié a hacer un analisis de regresion lineal por el software GraphPad 8. Las
placas armadas para este experimento no se almacenaron.

13.9 Filtracion y ajuste de pH para el medio de oposiciéon

Se utiliz6 100 mL de leche entera ultra pasteurizada, para una prueba que simule
un ambiente hostil, lo que denominamos prueba de oposicion. De esta cantidad de
leche se hicieron alicuotas de 20 mL y se centrifugd cada alicuota durante 15 min a
15000 RPM para eliminar proteinas y excesos de grasas. Posteriormente el
sobrenadante que se obtuvo se filtré dos veces con papel filtro, este filtrado se pasé
nuevamente por una unidad de filtracion de 0.45 uym. Al resultado de la filtracion se
le ajustd el pH a 7.7, esto fue usando un amortiguador de Tris-HCI y se preservo la
leche filtrada a 4°C por un tiempo maximo de una semana.

13.10 Deteccién de S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6), por el complejo
AuNPs-Lyd3 en medio de oposiciéon

La muestra de leche filtrada con el pH ajustado se dividié en 8 partes de 900 pL,

donde a cada alicuota se le afiadié S. pneumoniae para obtener una cantidad de 0

UFC/mL, 70 UFC/mL, 100 UFC/mL, 150 UFC/mL, 200 UFC/mL, 250 UFC/mL, 300

UFC/mL y 350 UFC/mL. Por ultimo, S. pneumoniae en leche, se analizé6 tomando



100 pL de cada concentracién independiente, para incubar con 800 puL de AuNPs-
Lyd3 por 15 minutos, una vez pasado el tiempo se agregaron 100 yL de NaCla 1.5
M dejando la reaccién por 10 min, y una vez pasado un total de 25 min se analizo
por espectrofotometria, a una longitud de onda de 525 nm. Ademas, se tomaron
100 L adicionales de S. pneumoniae en leche, para sembrar en una placa de agar
sangre al 5%, la cual se incub6 a 37°C por 18 h, una vez pasado el tiempo se
procedié a hacer un conteo de UFC en placa tradicional para cada concentracion,
resultados que fueron comparados con los obtenidos por espectrofotometria en las
lecturas de S. pneumoniae en leche. Este experimento se analizé por triplicado para
cada cepa de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), teniendo las mismas
condiciones para todas las réplicas, una vez se obtuvieron todos los datos se
procedioé a hacer un analisis de regresion lineal con el software GraphPad 8. Las
placas armadas para este experimento no se almacenaron.

14. Resultados

14.1 Pruebas microbiolégicas para la identificacion de S. pneumoniae

Con la finalidad de identificar las tres cepas de S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6)
se realiz6 una tincion de Gram. El resultado de esta tincion mostré bacterias con
una forma de coco, tefiidas de color morado-azulado (Gram positiva), creciendo en
diplococos o formando cadenas cortas de cocos (Figura16). Las caracteristicas
presentes en la tincion coinciden con las descripciones de la literatura (Prado, 2010).

Figura 16. Tincion de Gram para las cepas de S. pneumoniae. Se observo la tincion para a) Cepa
49619, b) Cepa TIGR4 y c) Cepa R6. La observacion se realizé en un microscopio éptico de campo
claro con el objetivo 40x mas un zoom digital x2.

Ademas de haber realizado una tinciéon de Gram para identificar a S. pneumoniae,
se hizo una prueba de sensibilidad a la optoquina. Por lo que se utilizé un disco de
optoquina para la siembra de cada una de las tres cepas de S. pneumoniae (49619,
TIGR4 y R6) y se midio el halo de inhibicion después de 24 h. Obteniendo un
diametro de 0.14 mm para la cepa 49619, de 0.24 para la cepa TIGR4 y de 0.20
mm para la cepa R6. Este resultado fue tomado como positivo si el halo era mayor
o igual a 14 mm y negativo si el halo era menor de 14 mm, lo que nos indico que las



tres cepas son sensibles a la optoquina (Figura 17). La sensibilidad a la optoquina
coincide como una de las caracteristicas descritas en la literatura (Evans, 2022).

7 \
N

Figura 17. Prueba de la optoquina en S. pneumoniae. a) Cepa 49619. b) Cepa TIGR4. c) Cepa
TIGRA4. Se puede observar un halo de inhibicién en el crecimiento de S. pneumoniae alrededor del
sensidisco en las tres cepas.

Por ultimo, se aplicé la prueba de la catalasa, en la cual se observé que el resultado
para las tres cepas es negativo, ya que no hay una reaccion de burbujeo al estar en
contacto con el perdéxido de hidréogeno. El parametro para esta prueba fue
considerar como positivo, solo si la reaccidon era burbujeante y fue considerado
negativo cuando no se genero burbujeo (Figura 18). Ser catalasa negativa es una
de las caracteristicas descritas en la literatura (Prado, 2010)

Figura 18. Prueba de catalasa para S. pneumoniae. En el primer portaobjetos tenemos a S. aureus
como control positivo y a las tres cepas de S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6) en los portaobjetos
siguientes. Se observd que, a diferencia del control positivo, las cepas de S. pneumoniae no
presentaron burbujeos.



La suma de los resultados de las tres pruebas microbioldgicas clasicas realizadas,
coinciden con la presencia de S. pneumoniae para sus tres cepas. Segun lo descrito
en la literatura (Cacho et al., 2007; Evans, 2022).

14.2 Sintesis de nanoparticulas de oro

Como se expuso en la metodologia, la técnica que utilizamos fue mediante la
sintesis quimica o método de Turkevich (Dong et al., 2020), esto para la sintesis de
las AuNPs empleadas en los experimentos consecuentes. La sintesis se pudo
conseguir mediante el seguimiento del cambio de color de la mezcla de reaccion,
para lo cual usamos como agente reductor el citrato de sodio a 18 mM, el cual nos
permitié formar las AuNPs a un tamafo de 20 nm, mediante el citrato de sodio, la
sal de oro se redujo a oro metalico, con el que se forman las nanoparticulas, las
cual son distinguibles por el paso de una coloracion amarilla de la solucion inicial, a
una coloracion negra y por ultimo rojo carmesi, proceso que fue supervisado hasta
su estandarizacion (Figura 19).

i

Figura 19. Sintesis quimica de las AuNPs. Al iniciar la sintesis se observé un cambio de coloracion,
pasando de una solucién translucida a un color gris (panel a). Minutos después del cambio de color
se observo una nueva coloracion pasando de gris a rojo. Al final de la sintesis se mantuvo el color
rojo carmesi, que es la principal caracteristica de las AuUNPs de 20 nm (panel b).

Las AuNPs sintetizadas fueron caracterizadas por espectrofotometria, el rango que
la literatura reporto para las AuNPs de 20 nm es de 218 nm a 522 nm (Grzelczak et
al., 2008). En este trabajo la lectura obtenida fue de 520 nm, resultado que permitio
sugerir que el tamafio de la sintesis obtenida es de 20 nm (Figura 20) (Tabla 7).

Tabla 7. Tamaio de AuNPs y la longitud de onda que se correlaciona con estas en un analisis
por UV-bis

AuNPs Longitud min (nm)* Longitud max (nm)*
40 nm 229 533
30 nm 524 527
20 nm 518 522

Rangos del espectro de absorcién UV-visible para AuNPs de diferentes tamafios. *Valores de referencia
tomados de: https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/product/aldrich/753610
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Figura 20. Espectro de absorcion en UV-visible de las AuNPs sintetizadas. Se realiz6 el
espectro de absorbancia de las sintesis de AuNPs, a una A de 400 a 700 nm que mostré el pico mas
alto a los 520 nm.

14.3 Rendimiento de la sintesis de AuNPs

La evaluacion del rendimiento de la sintesis de AuNPs, se realizé a través de la
diferencia de pesos que se obtenian antes y después de la eliminacion del eluyente
de las AuNPs (agua MiliQ), esto se realiz6 con un total de 10 microtubos por cada
sintesis de AuNPs y se tomaron en cuenta un maximo de 10 sintesis. Por lo cual se
analizé un total de 100 diferentes pesos promediados generando 10 resultados. De
estos promedios se obtuvo el rendimiento general para cada sintesis (Tabla 8).

Tabla 8. Promedio del rendimiento en las sintesis de las AuNPs.

0.69
0.68

0.67

0.60
0.59
0.65
0.70
0.71

0.62
0.66

Promedio general de 0.657
100 sintesis
Se utiliz6 un total de 10 sintesis promediadas para obtener un promedio final de la reaccién en pg/mL.
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El promedio total del rendimiento de la sintesis de AuNPs fue de 0.657 ug/mL.

14.4 Aptamero

Al aptamero Lyd-3, se le realizaron una serie de modificaciones para poder permitir
gue se una a la superficie de la nanoparticula, la modificacidon mas importante que
se realiz6 con este propdsito fue la de agregar un grupo tiol al extremo 3°, esto
permitid que las AuNPs se pueda funcionalizar con el aptamero (Tabla 5). Por lo
que fue necesario determinar el tamafo y la integridad del aptamero, lo que se
corroboro a través de una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 3%, el
resultado demostré que el aptamero Lyd-3 estaba en una buena condicién ya que
no se observo degradacion del aptamero en el gel (Figura 21).

1 2 3 4 o

1 kpb

M 60pM 70pM  SOpM

Figura 21. Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 3% del aptamero Lyd-3 60 pM, 70
pM y 80 pM. En el carril 1 se encuentra el marcador de 50 pb a 1kpb y para los carriles 3, 4y 5 se
encuentra Lyd-3 en sus diferentes concentraciones, la flecha muestra el tamafio de 80b del aptamero
Lyd-3.

14.5 Estandarizacién de las condiciones para la construccién del bioreceptor
La construccion del bioreceptor se llevd a cabo incubando 100 uL del aptamero a
una concentracion de 100 nM con 500 pyL de AuNPs, para garantizar un exceso del
aptamero. Posteriormente se cuantifico el aptamero unido a la AuNPs por
espectrofotometria a 4°C, 20°C y 37°C a una longitud de onda de 270 nm, siendo
obtenida del tiempo de hibridacion en h contra la temperatura (Figura 22).
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Figura 22. Monitoreo por espectrofotometria a 270 nm de la hibridacion del bioreceptor a
diferentes temperaturas y tiempos de incubacion. Se analizé la absorbancia a 270 nm de la
incubacion del aptamero Lyd-3 con las AuNPs a 4 °C (rombo con linea azul), 20 °C (triangulo con
linea verde) y 37 °C (circulo linea roja) en un tiempo de 18 h, 24 h, 30 h y 38 h, para determinar un
estandar de hibridacion 6ptimo.

El mejor resultado se obtuvo a una temperatura de 37 °C, por un periodo de 30 h
de incubacion (Figura 22). Este resultado, se correlacion6é con las estructuras
secundarias obtenidas a través del servidor UNAFold Web Server * (Figura 23),
donde se observa que el grupo tiol queda mas expuesto a 37°C que a 4°C,
permitiendo que sea mas facil la formacion del enlace con las AuNPs.

14.6 Analisis computacional de las estructuras secundarias del Lyd-3

La secuencia del aptamero Lyd-3, fue modelada mediante el servidor UNAFold Web
Server *. El resultado revel6 las estructuras secundarias caracteristicas de los
aptameros a temperaturas de 4 °C, 20 °C y 37 °C (de izquierda a derecha) (Figura
23). La formacion de estas estructuras secundarias permitio o nego el acceso al a
la region 3°, que es donde se encuentra el grupo tiol, el cual es responsable de
formar la unién entre la AuNPs y el aptamero Lyd-3, esta union fue indispensable
debido a que es la base del bioreceptor.
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Figura 23. Modelaje de la estructura secundarias de Lyd-3 a 4°C, 20°C y 37°C utilizando el
software UNAFold Web Server*. En la imagen se muestran las estructuras predichas para el
aptamero Lyd-3 a diferentes temperaturas (4 °C, 20 °C y 37 °C). Las estructuras se presentan con
los enlaces mas probables en rojo y los menos probables en negro. Ademas, se proporciona el

numero de base nitrogenada y el inicio y fin de la secuencia.

14.7 Estandarizacién de la concentracién de Lyd-3, sobre la construccion del
bioreceptor
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Figura 24. Optimizacion de la concentracion de Lyd-3 con las condiciones preestablecidas de
hibridacion. Hibridacion del aptamero Lyd-3 con las AuNPs a 18 h (triangulo amarillo), 24 h
(triangulo verde), 30 h (circulo rojo) y 36 h (cuadrado azul) contra la concentracion de Lyd-3 a 60 pM,
70 pM y 80 pM en una temperatura de 4°C, 20°C y 37°C, para determinar el éptimo de las
caracteristicas que nos permitio obtener una mayor formacion del bioreceptor Lyd3-AuNPs, analisis

por espectrofotometria a 525 nm.

Se conservan la mejor temperatura y el tiempo de hibridacién preestablecidos,
(Figura 22), independientemente de la concentracion del aptamero Lyd-3. Sin



embargo, es importante mencionar que el mejor rendimiento de la hibridacion se
obtiene con una concentracion de 70 pM, ya que cuando se utilizd una
concentracion mayor, por ejemplo, 80 pM la AuNPs tiende a mostrar una
absorbancia ligeramente menor o igual, lo que se interpreta como una posible
saturacion de union a las AuNPs (Figura 24). De acuerdo con los resultados
obtenidos, podemos asegurar que las mejores condiciones para formar el
bioreceptor AUNPs-Lyd3, se obtienen a una temperatura de 37°C, por 30 h con una
concentracion de 70 pM de Lyd-3.

14.8 Caracterizacion de los componentes del complejo AuNPs-Lyd3

Se realiz6 una caracterizacion del bioreceptor y de cada uno de sus componentes
por espectrofotometria, para poder determinar los cambios que las AuNPs sufren
en las fases de su construccion (Figura 25).
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Figura 25. Caracterizacion de los componentes del complejo AuNPs-Lyd3. Espectro de
absorcion del bioreceptor AuNPs-Lyd3, en un rango de longitud de onda (A) 230-700 nm. Complejo
AuNPs-Lyd3 (linea roja), AuNPs (linea amarilla) y aptdmero Lyd-3 (linea azul). Las flechas indican
la posicion del pico mas alto de cada elemento del bioreceptor indicado a 525nm, las AUNPs 520 nm
y el Lyd-3 a 270nm.

El espectro analizado mostré que las bandas de absorcién mas altas fueron a 270
nm, para Lyd-3, a 520 nm para las AuNPs sin funcionalizar. Ademas, se observé un
patron que corresponde a la banda de absorcion del bioreceptor (AuNPs-Lyd3), este
tiene dos picos: uno que corresponde al aptamero (270 nm) que esta unido a las
AuNPs y un segundo pico a 525 nm, correspondiente a las AuNPs funcionalizadas
o bioreceptor. Lo que corrobora que el bioreceptor se sintetizé es el desplazamiento
del pico de 520 nm (AuNPs sin funcionalizar) a 525 nm (bioreceptor) (Figura 25).



14.9 preparacion del amortiguador para la aglomeracion de las AuNPs

Con la finalidad de inducir la aglomeracién de las AuNPs, se recurrio a
desestabilizarlas utilizando NaCl lo cual modificara el pH y provoca que las AuNPs
se aglomeren, tornando la solucion de un color rojo vino a un morado hasta llegar a
un azul, estos cambios de color nos indican que las AuNPs tendrian un cambio en
el tamafo cercano a los 100 nm de longitud. Se decidié utilizar diferentes
concentraciones de NaCl (1.25 M, 1.5 M, 1.7 My 2 M) con la finalidad de obtener la
optima (Figura 26).

AuNPs + NaCl
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Figura 26. Analisis por espectrofotometria de las AuNPs por el amortiguador de aglomeracion
a diferentes concentraciones. Las AuNPs con un amortiguador de 1.25 M (linea morada), 1.5 M
(lineaverde), 1.70 M (linea amarilla) y 2 M (linea azul) y las AuNPs sin amortiguador de aglomeracién
(linea roja) como control. La linea recta que cruza las graficas indica el pico maximo de longitud de
onda a 520 nm para las AuNPs. Espectro de absorcion en un rango de 400 nm a 700 nm.

Se obtuvieron dos valores que cumplen con las caracteristicas Optimas, estos
valores son 1.5 My 1.70 M de NaCl, ya que antes de llegar a 1.5 M no hay una
modificacion que se denote al cambiar el equilibrio de las AuNPs, sin embargo,
pasando cuando se llega a 2 M, el equilibro se rompe por completo (Figura 26).

Las AuNPs pueden protegerse de los efectos de aglomeracion, debido a la
funcionalizacion con Lyd-3 y al ser una secuencia de ADN, confiere una carga
negativa al complejo evitando que los atomos de NaCl interactuen con el oro de las
AuNPs. Por lo tanto, se busc6 una molaridad éptima de NaCl, que le ayude al analito
a desprender el aptamero Lyd-3 y por consiguiente se aglomeren las AuNPs.

Los resultados mostraron que las concentraciones de NaCl 1.5M y 1.7M fueron las
mas adecuadas para llevar a cabo la aglomeracion de las AuNPs (Figura 27)
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Figura 27. Andlisis por espectrofotometria de la resistencia del bioreceptor a NaCl. El
bioreceptor AuNPs-Lyd3 contra una concentracion de 1.5 M (linea roja), 1.7 M (linea verde) y el
bioreceptor sin NaCl (linea morada) como control. La linea recta que cruza las graficas indica el pico
maximo de longitud de onda 525 nm en el caso de AuNPs-Lyd3.

El resultado nos indica que 1.5 M de NaCl es la concentracién optima para el
bioreceptor AUNPs-Lyd3 (Figura 27).

14.10 Interaccién del complejo AuNPs-Lyd3 con S. pneumoniae

El bioreceptor (AuNPs-Lyd3) fue probado con las diferentes cepas de S.
pneumoniae, para permitir que Lyd-3 reconociera a su blanco y se desprendiera de
las AuNPs, induciendo su aglomeracion, lo cual se pudo corroborar observando un
cambio de color del rojo al azul. Este viraje de tonalidad pudo ser cuantificable a
través de espectrofotometria, midiendo la OD a una longitud de onda de 525 nm. La
cuantificacion de la disminucién del complejo AuNPs-Lyd3, se realizé para la
interaccién con las tres cepas de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), cambio que
se analizé desde en las siguientes concentraciones: 0 UFC/mL, 50 UFC/mL, 70
UFC/mL 10? UFC/mL, 103 UFC/mL, 10* UFC/mL, 10% UFC/mL, 10® UFC/mL, 107
UFC/mL hasta 108 UFC/mL (Figura 28).
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Figura 28. Analisis de absorbancia por espectrofotometria a 525nm para determinar la
exposicion de AuNPs-Lyd3 a las tres cepas de S. pneumoniae en diferentes cantidades de
UFC/mL. a) S. pneumoniae cepa 49619 b) S. pneumoniae cepa R6 c) S. pneumoniae cepa TIGR4.
Para las tres cepas se puede denotar un cambio colorimétrico originado por la separacién del
complejo AuNPs-Lyd3 en presencia de S. pneumoniae en un rango de 0 UFC a 108 UFC.

Este bioreceptor es capaz de identificar a S. pneumoniae para sus tres cepas a
partir de 70 UFC/mL y hasta 107 UFC/mL, ya que posteriormente a esta cantidad,
tenemos una saturacién del sistema. Interesantemente este resultado también se
puede observar visualmente a partir de 70 UFC/mL en donde observamos el cambio
de rojo a azul, que se mantiene posterior a 107 UFC/mL (Figura 28).

Podemos resaltar que el bioreceptor fue capaz de detectar un minimo de 70
UFC/mL y hasta un maximo de 10’UFC/mL, este resultado es similar y repetible
para las tres cepas de S. pneumoniae.



14.11 Interaccidn de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619) y diferentes
bacterias como control negativo con AuNPs-Lyd3

El complejo AuNPs-Lyd3 fue expuesto a una variedad de cepas de bacterias

diferentes Tabla 8, para determinar si la especificidad del bioreceptor es aceptable

para discriminar bacterias que causan sintomatologias similares al cuadro clinico de

S. pneumoniae, como la neumonia, la meningitis, la otitis media entre otras (Tabla

8) (Figuras 29, 30y 31).

Tabla 9. Seleccion de las cepas bacterianas como control negativo y su relacién con S.
pneumoniae, de acuerdo con la enfermedad que pueden provocar.

Bacteria Neumonia  Meningitis Otitis Media Bacteriemia No relacién
K. pneumoniae x

S. aureus x

H. influenzae x

S. mutans x

S. epidermidis x

S. pneumoniae (49619)

a
1.0
£ . ; : S. epidermidis
c s——— | — i -~ H. influenzae
0 f —;\z\\ﬁ - K. pneumoniae
@ — S. aeurus
© — S. mutans b
g 0.54 = ——
(1]
a
I6
a ~ 49619
]
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Figura 29. Actividad del complejo AuNPs-Lyd3 en presencia de S. pneumoniae (49619) y
diferentes bacterias relacionadas al cuadro de enfermedades de la bacteria blanco. a) Analisis
de absorbancia a 525 nm del complejo AuNPs-Lyd3 contra S. pneumoniae (49619) (hexagono color
rojo), S. epidermidis (triangulo arriba color amarillo), H. influenzae (triangulo abajo color turquesa),
K. pneumoniae (cuadrado color verde), S. aureus (circulo color rosa), S. mutans (rombo color
morado). b) Placa de 96 pozos con la reaccion colorimétrica del andlisis del apartado a), podemos
observar una reaccién colorimétrica del complejo AuNPs-Lyd3 unicamente para la bacteria blanco
S. pneumoniae (49619).
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Figura 30. Actividad del complejo AuNPs-Lyd3 en presencia de S. pneumoniae (TIGR4) y
diferentes bacterias relacionadas al cuadro de enfermedades de la bacteria blanco. a) Andlisis
de absorbancia a 525nm del complejo AuNPs-Lyd3 contra S. pneumoniae (TIGR4) (hexagono color
rojo), S. epidermidis (triangulo arriba color amarillo), H. influenzae (triangulo abajo color turquesa),
K. pneumoniae (cuadrado color verde), S. aureus (circulo color rosa), S. mutans (rombo color
morado). b) Placa de 96 pozos con la reaccion colorimétrica del analisis del apartado a), podemos
observar una reaccion colorimétrica del complejo AuNPs-Lyd3 unicamente para la bacteria blanco
S. pneumoniae (TIGR4).
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Figura 31. Actividad del complejo AuNPs-Lyd3 en presencia de S. pneumoniae (R6) y
diferentes bacterias relacionadas al cuadro de enfermedades de la bacteria blanco. a) Andlisis
de absorbancia a 525nm del complejo AuNPs-Lyd3 contra S. pneumoniae (R6) (hexagono color rojo),
S. epidermidis (triangulo arriba color amarillo), H. influenzae (triangulo abajo color turquesa), K.
pneumoniae (cuadrado color verde), S. aureus (circulo color rosa), S. mutans (rombo color morado).
b) Placa de 96 pozos con la reaccion colorimétrica del analisis del apartado a), podemos observar
una reaccion colorimétrica del complejo AuNPs-Lyd3 uUnicamente para la bacteria blanco S.
pneumoniae (R6).



El bioreceptor AuNPs-Lyd3 fue capaz de identificar unicamente a S. pneumoniae en
sus tres cepas, partiendo de un minimo de 70 UFC/mL hasta 10" UFC/mL, a partir
de ahi nuestro complejo presenta una saturacién, comportamiento que es similar
para las tres cepas diferentes de S. pneumoniae.

14.12 Especificidad del aptamero Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1
(control negativo)

Con la finalidad de comprobar la especificidad del aptamero Lyd3, se probo el

biosensor utilizando como control negativo un aptamero inespecifico (DTMRSA1,

este reconoce a S. aureus). Este aptamero modificado, no reconoce a S.

pneumoniae, solo a su blanco especifico (S. aureus) (Figuras 32, 33 y 34).
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Figura 32. Especificidad del aptamero Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1 (control negativo)
para S. pneumoniae (49619). Se muestra la especificidad de los complejos formados por los
aptamero Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1 (control negativo) para S. pneumoniae (49619). En la
imagen a), se presenta el analisis de la absorbancia a 525 nm del complejo AuNPs-Lyd3 contra S.
pneumoniae (triangulo, color rojo) y S. aureus (cuadrado, color azul), y el complejo AuUNPs-AptN
contra S. pneumoniae (triangulo, color verde) y S. aureus (cuadrado, color morado). En la imagen b)
se muestra una placa de 96 pozos con la reaccién colorimétrica del analisis presentado en la imagen
a). Se observé que solo se produjo una reaccién colorimétrica en los complejos con sus
correspondientes blancos.
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Figura 33. Especificidad del aptamero Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1 (control negativo)
para S. pneumoniae (TIGR4). Se muestra la especificidad de los complejos formados por los
aptamero Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1 (control negativo) para S. pneumoniae (TIGR4). En
la imagen a), se presenta el analisis de la absorbancia a 525 nm del complejo AuNPs-Lyd3 contra
S. pneumoniae (triangulo, color rojo) y S. aureus (cuadrado, color azul), y el complejo AUNPs-AptN
contra S. pneumoniae (triangulo, color verde) y S. aureus (cuadrado, color morado). En la imagen b)
se muestra una placa de 96 pozos con la reaccion colorimétrica del andlisis presentado en laimagen
a). Se observd que solo se produjo una reaccidon colorimétrica en los complejos con sus
correspondientes blancos.
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Figura 34. Especificidad del aptamero Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1 (control negativo)
para S. pneumoniae (R6). Se muestra la especificidad de los complejos formados por los aptamero
Lyd-3 contra el aptamero DTMRSA1 (control negativo) para S. pneumoniae (R6). En la imagen a),



se presenta el analisis de la absorbancia a 525 nm del complejo AuNPs-Lyd3 contra S. pneumoniae
(triangulo, color rojo) y S. aureus (cuadrado, color azul), y el complejo AuNPs-AptN contra S.
pneumoniae (triangulo, color verde) y S. aureus (cuadrado, color morado). En la imagen b) se
muestra una placa de 96 pozos con la reaccién colorimétrica del analisis presentado en la imagen
a). Se observé que solo se produjo una reaccion colorimétrica en los complejos con sus
correspondientes blancos.

La especificidad del aptamero Lyd-3 fue confirmada mediante la prueba de un
control negativo, el complejo AuNPs-DTMRSA1. Este complejo no mostrd
capacidad de unirse a S. pneumoniae, 1o que demuestra que Lyd-3 se une de
manera especifica al neumococo.

14.13 Microscopias de fluorescencia para S. pneumoniae (TIGR4, R6 y
49619)

La interaccion entre el bioreceptor y la superficie de la bacteria fue visualizada

mediante microscopia de fluorescencia, para lo cual se utilizé el aptamero Lyd-3 con

6-FAM se prepararon laminillas con las tres cepas de S. pneumoniae (TIGR4, R6y

49619) y se le agrego el bioreceptor fluorescente, para poder observar en el

microscopio (Zeiss Axio Imager Z2) (Figura 35).
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Figura 35. Deteccion de la interaccion entre el bioreceptor fluorescente y las cepas de S.
pneumoniae. Se muestra la deteccion de la interaccion entre el bioreceptor fluorescente vy las tres
cepas de S. pneumoniae. En el lado izquierdo se puede observar la tincién en rojo de las cepas con
IP (~615 nm), que se utilizd como control de presencia, y en el lado derecho se muestra la
fluorescencia en verde obtenida de 6-FAM (~517 nm). La imagen fue obtenida con un objetivo de
100x y un zoom digital de 2x.



Se observé una interaccion positiva entre el bioreceptor fluorescente Lyd-3 y las tres
cepas de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619). Este resultado proporcioné una
confirmacion visual sobre la interaccion de nuestro biosensor con la bacteria
objetivo.

14.14 Microscopias de fluorescencia usando bacterias inespecificas (control
negativo)

A través del uso de controles negativos, se corroboré la especificidad del bioreceptor

Lyd-3, este fue retado contra: K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis, H.

influenzae y S. mutans, utilizando como control de presencia de la bacteria IP

(Figura 36).
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Figura 36.Deteccion de la interaccion entre el bioreceptor fluorescente y bacterias no
relacionadas (controles negativos). En la imagen del lado izquierdo, se puede ver la tincién en

S. mutans




rojo de las cepas con IP (~615 nm), que se utilizd como control de presencia, y la fluorescencia en
verde obtenida de 6-FAM (~517 nm), que se muestra en el lado derecho. La imagen tiene un objetivo
de 100x y un zoom digital de 2x.

El resultado obtenido confirmé la alta especificidad del bioreceptor Lyd-3 para S.
pneumoniae de manera visual, ya que cuando se desafié al bioreceptor contra
cepas no relacionadas, no se detectd fluorescencia en 6-FAM. Sin embargo, se
confirmé la presencia de la bacteria mediante el uso de IP.

14.15 Curva de correlacidon estandar entre la intensidad de la senal a 525 nm
y la concentracidon de S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6)

Con la finalidad de obtener una relacion entre las UFC y la OD, se realizé una

cuantificacion a 525 nm por espectrofotometria, de la cantidades de UFC para las

tres cepas de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619) en un rango de 70 a 10" UFC

(Figura 38).
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Figura 37. Relacion lineal de las UFC de S. pneumoniae (TIGR4, R6 y 49619), contra la
absorbancia a 525 nm. Se demostro la relacion lineal entre la absorbancia a 525 nm y el nimero
de UFC para cada cepa de S. pneumoniae, relacion que nos proporciono la ecuacion de la recta y
la R?, en la parte inferior se colocd una muestra visual del cambio colorimétrico de dicha relacion
para cada cepa de S. pneumoniae.

Los resultados mostraron una relacién inversamente proporcional entre la cantidad
de bacterias y la OD, ya que a medida que aumento el numero de UFC, disminuyo
la OD. Este resultado obtuvo una R? de 0.9846 para la cepa 49619, una R? de
0.9728 para la cepa TIGR4 y, por ultimo, una R? de 0.9773 para la cepa R6, lo que
nos indicé un resultado significativo para las tres cepas de S. pneumoniae, ya que
es mayor a 0.95, y el R? es significativo en estudios bioldgicos, ya que se trata de
un coeficiente de determinacion y los resultados obtenidos indican que hay un buen
ajuste al modelo disefiado.



14.16 Curva de correlacion estandar entre el método de cuantificacion clasico
y el biosensor para detectar a S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6)

Los resultados estandarizados para determinar la cantidad de UFC por OD para S.

pneumoniae (49619, TIGR4 y R6), fueron contrastados con la metodologia de

deteccion por UFC, donde analiz6 cada muestra por conteo en placa y mediante el

biosensor (Figura 39).

S. pneumoniae (49619) S. pneumoniae (TIGR4) S. pneumoniae (R6)
o 400, _ N o 400- o 400-
T asef 1, 1 O12X-1OT9 T o] YEONUTIX 42122, B 1Y =1001°X+ 07268
5 300 R'Z0.9828 T B ] RE00ems A5 R=000750
£, P<0.0001 £ @307 p<g 0001 £ @ 3907 b 000t
fo 20 % 0. 250- % 0. 250
5520 5 200 55 200
o < 150 o] 0]
T 100- o~ 150+ p T = 150+
[e] 7 0 0
°  50{" © 1009 X o 1004 K
E II'I'I'I'I'I'IE 50 I-‘I'I'I'I'I'I'IE 50 :-I'I'I'I'I'I'I
70100 150 200 250 300 350400 UFC 70100 150 200 250 300 350400 UFC 70100 150 200 250 300 350400 UFC
Método tradicional Método tradicional Método tradicional
(Conteo en placa) (Conteo en placa) (Conteo en placa)

Figura 38. Relacion entre el biosensor AuNPs-Lyd3 y el método de conteo en placa para la
deteccion de S. pneumoniae. Se comparé las UFC que contabilizé el biosensor propuesto contra
las UFC que contabilizé la metodologia tradicional de conteo en placa, relaciéon que nos proporciono
la ecuacion de la recta, la R? y la P, para cada cepa de S. pneumoniae.

Los resultados que fueron obtenidos nos indicaron una comparativa significativa
para las tres cepas de S. pneumoniae, con una R? de 0.9828 para la cepa 49619,
una R? de 0.9775 para la cepa TIGR4 vy, por ultimo, una R? de 0.9759 para la cepa
R6. En las tres cepas, se obtuvo un resultado mayor a 0.95, que es significativo en
estudios biolégicos, ya que se trata de un coeficiente de determinacion y los
resultados obtenidos indican que hay un buen ajuste al modelo disefiado.

El ultimo resultado indic6 que, ya sea utilizando el biosensor o la técnica tradicional,
se obtendran los mismos resultados, con la unica diferencia de que el proceso toma
s6lo 25 minutos para el biosensor en comparacion con las 48 horas de rigor para el
recuento en placa.



15. Discusion

En esta investigacion, se abordo el disefio y el desarrollo de un biosensor, el cual
es notable en su tipo, formando parte de la clasificacion de aptasensores
colorimétricos segun la categorizacion que se describié en la literatura (Mendoza-
Madrigal et al., 2013; Mehrotra, 2016). Esta investigacion permitio recopilar las mas
novedosas técnicas para el desarrollo de biosensores, como lo es el uso de las
AuNPs vy la interpretacién de las marcas colorimétricas, lo cual nos proporcioné
informacion visual, que se tradujo a un dato cuantificable, sin olvidar el efecto
potenciador que las AuNPs ejercieron en la interpretacion de los resultados (Jia et
al., 2016), dentro de este biosensor se us6 un aptamero, que se considera la
molécula mas relevantes capaz de reemplazar a los anticuerpos desde el punto de
vista de la especificidad y sensibilidad (Seok et al., 2016; Gutiérrez-Santana et al.,
2020).

Se logré sintetizar AuNPs de 20 nm a través de la reaccion de reduccion de
Turkevich (Dong et al, 2020). Estas AuNPs fueron caracterizadas por
espectrofotometria y el resultado que se obtuvo correspondio a 520 nm, lo cual es
concordante con la literatura para las AuNPs de 20 nm (Grzelczak et al., 2008), asi
mismo hay ejemplos que llevan a cabo la sintesis por reduccion de AuNPs y que
caracterizan las AuNPs por espectrofotometria los cuales obtiene un rango de
resultados de 218 nm a 222 nm (Wang et al., 2015; Gutiérrez-Santana et al., 2020;
Atapour et al., 2022; Hegde et al., 2022). Las AuNPs sintetizadas se preservaron a
4 °C, en un tiempo no mayor a una semana debido a que posterior a este periodo,
se aglomeran y sedimentan (Xiao et al., 2022), sin embargo, cuando estas se
funcionalizan con el aptamero Lyd-3, el tiempo de preservacién aumentaba a un
mes (Alsager et al., 2018).

Se utilizo el aptamero Lyd-3 (Bayrag and Donmez, 2018), con dos modificaciones
adicionales (Tabla 5). La primera modificacion fue el grupo tiol, ya que este permitid
unir a Lyd-3 a la superficie de las AuNPs a través de un enlace sulfuro, lo que
proporcioné estabilidad, pero la suficiente maleabilidad para la separacion en
presencia de S. pneumoniae, caracteristicas del enlace sulfuro con los atomos de
las AuNPs (Garcia-Melo et al., 2019). En la segunda modificacion de Lyd-3 se le
adiciona un grupo FAM-6 en el extremo 5°, ya que este es un fluoréforo que permitié
observar la union del bioreceptor a S. pneumoniae. Para determinar la integridad de
Lyd-3 con las modificaciones que fueron agregadas, realizamos una electroforesis
con una concentracion de agar al 3% (Figura 21), la cual permitié conocer que Lyd-
3, se encontrd integro, ya que las bandas corresponden a 80 b, caracteristica
descrita (Bayra¢ and Donmez, 2018).

Teniendo los dos elementos base del bioreceptor (AuNPs y Lyd-3), el siguiente paso
fue unirlo. Para lo cual se us6 un rango de tres temperaturas de incubacion del
aptamero Lyd-3 con las AuNPs (4 °C, 20 °C y 37°C) y ademas se utiliz6 otro rango



para el tiempo de exposicion (18 h, 24 h, 30 hy 36 h) (Figura 22). Las caracteristicas
optimas para la construccién del bioreceptor AuNPs-Lyd-3 fueron 37 °C, por un
tiempo de 30 h. Cuando se utilizd6 un rango menor de temperatura, el aptamero no
logro exponer el grupo tiol de manera eficiente (Figura 23), esto se interpretd ya que
se realizé un analisis computacional a través del software UNAFold Web Server, el
cual permitié predecir las estructuras secundarias del aptamero Lyd-3 para las
diferentes temperaturas (4 °C, 20 °C y 37°C). Este resultado corroboré porque la
temperatura 6ptima fue a 37 °C, mostrando que las estructuras formadas a esta
temperatura permitieron que el grupo tiol sea expusiera en su totalidad, quedando
libre para interactuar con las AuNPs; a diferencia de las otras temperaturas que
encierran al grupo tiol, disminuyendo la exposicion con las AuNPs, la formacién de
las estructuras secundarias, es independiente para cada aptamero ya que estas
estructuras pueden ser determinadas por sus bases nitrogenadas y el orden en el
que se presentan en la secuencia (Alsager et al., 2018; Bosak et al., 2019; Zhang
et al., 2021). Adicional a ello, el rango de tiempo que se utilizd permitié determinar
que el 6ptimo corresponde a las 30 h, ya que antes de este se obtuvo un valor menor
a 0.3 de OD, en un analisis por espectrofotometria a 525 nm y mayor a este tiempo
se observo una saturacion del complejo, este comportamiento es similar a los
resultados que fueron presentados en la estandarizacion del aptasensor
colorimétrico para T-2 (Zhang et al., 2021), donde al estandarizar las condiciones
de unién a la AuNPs por parte de su aptamero sufrieron de una saturacion de esta
unién, presentando resultados que no sobrepasan el 0.3 de OD (Kim et al., 2011;
Alsager et al., 2018). Debido a la saturacion de la union de las AuNPs y Lyd-3 la OD
mas alta lleg6 a un rango de 0.3, esto es debido a que para la estandarizacion de
estas variables se utiliz6 una concentracion alta de aptamero Lyd-3 (100 nM), lo que
permitid garantizar la unién (Figura 22). Sin embargo, una vez que tuvimos la
certeza de las mejores condiciones se buscéd optimizar la concentracion de
aptamero Lyd-3 para aumentar la formacion de complejo AuNPs-Lyd-3, para ello se
utilizaron las siguientes concentraciones 60 pM, 70 pM y 80 pM (Figura 24). Este
resultado mostré la mejora en la obtencidn del producto total del complejo, ya que
la OD aumenté a 0.7, duplicando la cantidad de bioreceptor obtenido manteniendo
las condiciones optimas preestablecidas, determinando que la mejor concentracidn
correspondio a 70 pM, bajo una temperatura de 37 °C y un tiempo de incubacion de
30 h. Estas condiciones son similares a bioreceptores que encontramos en la
literatura, basados en AuNPs y aptameros, donde hay variaciones que van desde
los 4 °C a los 37°C, por tiempos desde las 20 h hasta las 48 h y concentraciones
desde los 10 pM a los 200 nM (Yuan, Wu, et al., 2014; Ma et al., 2017; Wang et al.,
2021; Atapour et al., 2022; Xiao et al., 2022)

Para confirmar la unién de los dos elementos base, se caracterizé la formacion del
complejo a través de espectrofotometria de campo amplio, la cual permitid
determinar la union del grupo tiol de Lyd-3 a la superficie de las AuNPs (Figura 25),
donde se observo el desplazamiento de la medicion de las AuNPs, pasando de 520
nm a los 525 nm, este desplazamiento fue una particularidad de la union de dos



elementos. El desplazamiento del pico de la grafica, al modificar las AuNPs es un
comportamiento registrado en la literatura, sean aptameros, anticuerpos o algun
compuesto que se una a la superficie de las AuNPs. Este rango de desplazamiento
vario desde los 5 nm a los 50 nm (Perumal and Hashim, 2014; Yuan et al., 2014,
Wang et al., 2015). La caracterizacion de la formacién del complejo AUNPs-Lyd3 y
sus elementos, nos permitio conocer Lyd-3 se unié con éxito a las AuNPs, lo que
represento la base de la construccion del biosensor, ya que es el bioreceptor aquel
que lleva a cabo el reconocimiento del analito con el blanco de interés (Mendoza-
Madrigal et al., 2013; Mehrotra, 2016).

Si bien recordamos que las AuNPs, actuaron como vehiculo para Lyd-3 en la
formacion del complejo, también hay que mencionar que estas cumplieron un papel
como reporteras colorimétricas, para observar un efecto visual sin la necesidad de
algun equipo adicional. Existen diferentes metodologias que se han utilizado para
emplear las AUNPs como un reportero colorimétrico. En algunas de estas las AuNPs
pueden formar grandes complejos que inicialmente presentan una tonalidad azul de
aproximadamente 80 nm. Estos complejos, al estar en presencia de su blanco, se
separan y forman pequefios complejos menores a 30 nm que presentan una
tonalidad roja (Kim et al., 2011). Por otro lado, en otras metodologias, las pequefias
AuNPs pueden formar grandes complejos que cambian de color rojo a azul (Alsager
et al., 2018; Bosak et al., 2019; Zhang et al., 2021).

Con la finalidad de poder generar un cambio colorimétrico que nos pueda reportar
la presencia de S. pneumoniae, se utilizé NaCl para aglomerar las AuNPs, hecho
que les permiti6 cambiar el color a un tono azul, sin embargo, la proporcion del
cambio puede ser regulada de acuerdo con la cantidad de NaCl que fue utilizada,
por lo que se expuso a las AuNPs a un rango de molaridades de NaCl y se obtuvo
como mejores concentraciones 1.5y 1.7 M (Figura 25), ya que estas no aglomeran
la totalidad de AuNPs, lo que nos permitio mantener las propiedades trasportadoras
de las AuNPs. Ademas, se prob¢ la cantidad 1.5y 1.7 M de NaCl con el bioreceptor
AuNPs-Lyd3 (Figura 26), obteniendo a 1.5 M de NaCl, como la unica molaridad que
actué como intermediario para aglomerar las AuNPs solo si se llegara a desprender
Lyd-3 por la presencia de su blanco, sin forzar el rompimiento del bioreceptor (Xiao
et al., 2022).

Teniendo el bioreceptor para interactuar con el blanco y el intermediario para
permitirnos el cambio colorimétrico, se decidio retar al bioreceptor AuNPs-Lyd3 con
su blanco S. pneumoniae, para lo que se utilizé las cepas 49619, TIGR4 y R6, que
determinaron la capacidad de detectar al blanco en un medio liquido (Figura 28), el
resultado fue lograr identificar a este neumococo con un minimo de deteccion de 70
UFC/m y con un limite maximo de deteccién de 107 UFC, esta sensibilidad es un
rango muy similar al obtenido en un frotis bucal, que va de 10® a 10° UFC (Cacho et
al., 2007; Bou et al.,, 2011). Ademas, biosensor obtuvo rangos de sensibilidad
similares a prototipos que fueron disefiados para otras bacterias, por ejemplo: S.
aureus, con un minimo de 10 UFC/mL y un maximo 106 UFC/mL (Yuan, Wu, et al.,



2014), S. typhimurium, con un minimo de 100 UFC/mL y un maximo 10° UFC/mL
(Tao, etal., 2014) o V. parahaemolyticus, con un minimo de 5 UFC/mL y un maximo
102 UFC/mL (Sadsri et al., 2020) .

Se busco comprobar que la especificidad del bioreceptor fue dada por Lyd-3, para
lo cual se sustituyé Lyd-3 por el aptamero DTMRSA1 descrito previamente en la
literatura (Turek, 2013), disefiado para S. aureus, el cual fue modificado con un
grupo tiol (Tabla 6), bajo las mismas caracteristicas de Lyd-3 pero sin un grupo 6-
FAM (Tabla 5). La finalidad fue formar un complejo distinto que actué como control
negativo, denominado AuNPs-AptN. Este complejo negativo, nos permitid
establecer que la capacidad de AuNPs-Lyd3, para reconocer a S. pneumoniae fue
enteramente una propiedad del complejo dada por Lyd-3. Ya que cada complejo fue
retado contra S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6) y S. aureus (Figuras 32a, 33ay
34a), los complejos unicamente reaccionaron de manera positiva a su bacteria
blanco, AuNPs-Lyd3 por S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6) y AUNPs-AptN por S.
aureus, resultados que pudimos predecir sin la necesidad de espectrofotometria
debido al nulo cambio de color de las AuNPs (Figuras 32b, 33b y 34b), resultado
que fue ratificado al realizar la espectrofotometria. El planteamiento de este
experimento se baso en la literatura (Ma et al., 2017; Sadsri et al., 2020), donde se
busco confirmar la afinidad de sus bioreceptores, sustituyendo su aptamero por
otros que no fueran afines a la bacteria blanco, en todos los casos esta sustituciéon
les permitié confirmar que la selectividad por la bacteria blanco es una propiedad
que se asocia enteramente al aptamero (Wang et al., 2021).

Ademas, también se demostrd la especificidad del bioreceptor, sometiéndolo a la
identificacion de varias cepas utilizadas como control negativo: K. pneumoniae, S.
aureus, S. epidermidis, H. influenzae y S. mutans (Figura 29a, 30a y 31a), para lo
cual en ninguno de estos ensayos el bioreceptor AuNPs-Lyd3, proporcion6é un
resultado positivo. Estas cepas control negativo, fueron elegidas de acuerdo con las
enfermedades que se relacionan con S. pneumoniae (Tabla 9) (Bou et al., 2011;
Evans, 2022; Sotillo et al., 2014), regularmente estas bacterias suelen confundirse
debido a su cuadro clinico similar, a excepcién de S. epidermidis, la cual se
selecciond por no tiene relacién. Los resultados colorimétricos obtenidos de la
exposicidn a las cepas control negativo, no fueron significativos, lo que confirmo que
nuestro bioreceptor tiene una alta afinidad por su blanco (Figura 29b, 30b y 31b),
ademas estos resultados fueron similares a biosensores, que retan su bioreceptor
a controles negativos, para los cuales en la mayoria se obtiene una minima
interaccion, menor o igual a 0.1 de OD, valor que es considerado como no
significativo (Kim et al., 2011; Yuan et al., 2014; Ma et al., 2017).

Una vez que fue demostrada la capacidad del biosensor para determinar la
presencia de S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6), se buscé obtener una
confirmacién visual por espectroscopia de fluorescencia, donde fue utilizado el
aptamero Lyd-3 con las modificaciones del fluoréforo FAM-6 (Tabla 5). Este se retd
contra su bacteria blanco S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6) (Figura 35) y contra



las bacterias control negativo, K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis, H.
influenzae y S. mutans (Figuras 36). Los resultados de la exposicion a la bacteria
blanco, nos demostraron la capacidad de la union de Lyd-3 a S. pneumoniae
(49619, TIGR4 y R6) de manera visual, ya que hubo fluorescencia a ~517 nm en
color verde (Figura 35), en comparacion con los controles negativos (Figura 36),
donde se observo el grupo FAM-6 no emitié ninguna sefial debido a que este no se
une a ninguna de las bacterias control negativo K. pneumoniae, S. aureus, S.
epidermidis, H. influenzae y S. mutans, sin embargo denotamos la presencia de
estas bacterias en la muestra, gracias a que se utilizé IP como control de presencia
y este fluoréforo si emitid al exponerse a ~615 nm, esto determiné de manera visual
la selectividad de nuestro complejo AuNPs-Lyd3.

De las mayores ventajas que presentd el desarrollo este biosensor contra las
técnicas microbiologicas tradicionales, es que AuNPs-Lyd3, es capaz de identificar
a S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6) en un tiempo maximo de 25 min, este tiempo
esta en un rango similar a los biosensores para otras bacterias, por ejemplo: por
ejemplo: S. aureus, 40 min (Yuan, Wu, et al., 2014), S. typhimurium, 30 min (Tao,
et al., 2014) o V. parahaemolyticus, 20 min (Sadsri et al., 2020). Mientras que, para
la metodologia tradicional de conteo en placa de UFC (Figura 37), es necesario un
tiempo minimo de 48h de rigor (Cacho et al., 2007; Prado, 2010). El tiempo de 25
min obtenido con este biosensor, creemos que pudo ser mejorado, si se optimiza el
proceso a una metodologia en papel como se ha relatado en la literatura (Kim et al.,
2011; Kalra et al., 2018; Liu et al., 2022), para otros biosensores con capacidades
similares.

Al reconocer que nuestro biosensor fue capaz de detectar S. pneumoniae, se buscé
proporcionar un ambiente que generara resistencia a la deteccion del blanco, para
lo cual se utilizé leche entera de vaca tratada, para simular las posibles dificultades
gue podriamos encontrar en muestras reales obtenidas de un frotis bucal, proceso
que es un estandar en las metodologias para simular los fluidos biologicos (Yuan et
al., 2014); este ambiente simulado con la leche de vaca (Figura 38), no influy6 con
los resultados previamente obtenidos por el biosensor, lo que sugiridé que este
biosensor es capaz de cumplir su funcidon en una muestra con saliva real (Dincer et
al., 2019; Liu et al., 2022).



16. Conclusiones

Esta tesis confirmo la viabilidad y eficiencia de la construccion de un biosensor
basado en las AuNPs y en el aptamero Lyd-3 con una alta sensibilidad vy
especificidad para la deteccién de S. pneumoniae, la cual es una bacteria de
relevancia en la clinica. Las propiedades de la formacién del bioreceptor AuNPs-
Lyd3, nos permitieron desarrollar un biosensor que proporcioné informacion
colorimétrica capaz de detectarse a simple vista y con la opcién de cuantificar para
obtener informacién con mas precision, hecho que fue posible gracias a las
propiedades que aportaron las AuNPs. Este biosensor fue capaz de fortalecer sus
ventajas gracias a la alta sensibilidad y selectividad que proporcioné el aptamero
Lyd-3, que en conjunto nos dio un biosensor facil de utilizar, que nos proporcion6
resultados sin la necesidad de un cultivo celular, resultados en un tiempo de 25 min,
lo que nos habla de su potencial significativo para el diagnéstico clinico temprano.

En comparacion con lo reportado en la literatura se encontré que ya se utilizan
aptameros para la deteccion de patogenos, sin embargo, se empieza a explorar
ampliamente la combinacion de oligonucledtidos y AuNPs para el desarrollo
biosensores. De acuerdo con la literatura el biosensor desarroll6 se categorizé como
un aptasensor colorimétrico, este tiene una respuesta sensible, especifica y rapida,
lo que nos permitiria sentar las bases para la adaptacién al campo clinico, teniendo
el potencial para entornos de atencion hospitalaria, clinicos primarios y laboratorios
de diagnosticos, aportando las bases para la construccion de muchos otros
biosensores que apoyen a la salud publica.

No obstante, debido a la gran versatilidad y el avance que representa nuestro
biosensor, es importante mencionar que parte de las perspectivas de esta tesis,
podria incluir la validacion del biosensor con muestras clinicas, asi como la
ratificacion de las pruebas con pacientes para la confirmacion de la eficiencia y la
aplicaciéon de este biosensor al campo clinico. Ademas, también se debe tener en
cuenta aquellas cuestiones que tienen que ver con la estabilidad a largo plazo del
complejo AuNPs-Lyd3 y la estandarizacién de los procesos a niveles industriales
para su aplicacion en el escenario clinico.

En sugerencia para investigaciones futuras, se podria incluir la optimizacion
continua de esta tecnologia, explorando posibles mejoras en la cinética de union
entre diferentes aptameros y S. pneumoniae para lograr una deteccion aun mas
rapida. Ademas, la integracion del biosensor en metodologias portatiles como un
biosensor en papel podria ampliar su accesibilidad y utilidad en entornos no
hospitalarios.

El desarrollo de este biosensor representa un paso significativo hacia adelante en
la deteccidén de S. pneumoniae. Aunque persisten desafios y preguntas sin resolver,
los resultados presentados sientan las bases para futuras investigaciones v,



potencialmente, para la aplicacidn practica de esta tecnologia en el diagnostico de
infecciones bacterianas, marcando asi un precedente en la convergencia entre la
nanotecnologia y la biomedicina. A continuacion, enlistamos las conclusiones a las
que se llego en este proyecto:

Se estandarizé un protocolo para la formacion del bioreceptor (AuNPs-Lyd3)

La formacion del bioreceptor AUNP's-Lyd3, protege a la AuNP’s contra la
aglomeracion.

El limite de deteccidn del bioreceptor AUNP 's-Lyd3 va desde 70 UFC hasta
10x’UFC para S. pneumoniae (49619, TIGR4 y R6).

El bioreceptor AUNPs-Lyd3 es especifico para S. pneumoniae, ya que no
reconoce a las bacterias utilizadas como control negativo utilizadas en esta
tesis.

El tiempo minimo de deteccion obtenido para este biosensor fue de 25 min.

Los resultados de la prueba de oposicidn sugieren que este biosensor puede
ser utilizado para la deteccién de S. pneumoniae, en fluidos humanos como
la saliva.

La curva de relacion, entre la técnica de conteo en placa y el biosensor es
estadisticamente significativa ya que se obtuvo una R?= 0.9828 para la cepa
49619, R?= 0.9775 en el caso de la cepa TIGR4 y por ultimo una R?= 0.9759
para la cepa R6.

En resumen, la hipdtesis planteada en esta tesis, la cual propone que el aptamero

Lyd-3 acoplado a AuNP’s, permitio la deteccidon de S. pneumoniae de manera
rapida y con una alta especificidad, es correcta.
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UNA VENTANA A LOS BIOSENSORES PARA LA
DETECCION Y PREVENCION DE ENFERMEDADES.

Biol. Exp. Alfredo Campoy-Ramirez, Biol. Jacqueline Paola Martinez-Mares,

Dr. José Olivares-Trejo

Posgrado en Ciencias Genémicas, Universidad Auténoma de la Ciudad de México

*Autor corresponsal: jose.olivares@uacm.edu.mx

En la sociedad moderna requerimos de mas
dispositivos en nuestra vida cotidiana y esto nos
lleva a buscar pruebas de determinacion rapida,
como el glucometro, la prueba de embarazo, la
prueba de deteccién de COVID-19, entre otros. De
estos dispositivos se busca que sean econémicos,
portatiles y de facil manipulacion. Todo esto
facilitara que los pacientes tengan mayor control
de sus medicaciones o les facilitara el diagndéstico
temprano de alguna enfermedad a la que estén
propensos, lo cual nos permitira anticiparnos al
cuidado y control de la salud (Garcia-Melo y col.,
2019). Por todo esto, el disefio de dispositivos
de diagndstico se ha convertido en un area de
investigacion importante de la biologia, asi como
de sus ramas, la gendmica, la biologia molecular
y la biotecnologia, las cuales nos permiten explorar
muchas nuevas opciones para descubrir anomalias,
como la deteccidn de anticuerpos, proteinas y
secuencias especificas de ADN ya sean humanos,

bacterianas o virales (Jia y col., 2016). El gran
aumento de esta informacién sobre secuencias de
ADN hace surgir nuevas formas de analisis para el
estudio y desarrollo de dispositivos de deteccion,
que como se planteé anteriormente, se busca sea
un andlisis rapido, barato y de alto rendimiento.
Todas estas caracteristicas son cumplidas por los
biosensores, los cuales han acaparado la atencién
estos ultimos afios (Yau y col., 2005). Un biosensor
es un dispositivo que integra un elemento
biolégico como una enzima, un anticuerpo o una
sonda, debe incluir un componente reactivo para
generar una sefial medible. La sefial se transmite
a un display que evidencia la informacion sobre
el cambio molecular o fisiolégico. Un biosensor
tipico comprende un analito, un bioreceptor, un
transductor (siendo su funcién convertir el evento
de bioreconocimiento en una sefial medible) y
un medio de interpretacion (Naresh y Lee, 2021)
(Figura 1).
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Fig 1. Componentes de un biosensor. Un biosensor se compone de un analito, el cual corresponde a aquel factor que se
detectara e iniciara la reaccion bioquimica al unirse al bioreceptor (acido nucleico, proteina, etc.), generando una sefial que se
identifica por el transductor y se compara con la referencia que es el parametro estandarizado para cuantificar la sefial, para lo
cual una vez traducida esta sefial se pasa por la electronica que amplifica la sefial y la procesa convirtiendo la sefial de forma
analogica a digital para arrojar los datos en el display (puede ser numérica, gréafica, tubular e imagenes dependiendo de los

requisitos de usuario). Imagen realizada en BioRender.

Dentro de los biosensores podemos encontrar
aquéllos basados en acidos nucleicos llamados
aptasensores, en donde se utiliza una hebra como
sonda para la detecciéon de blancos especificos.
Los aptameros son moléculas de acidos
nucleicos monocatenarios, tienen un tamano
de aproximadamente 80 nucledtidos que puede
unirse de forma especifica y eficaz a una variedad
de biomoléculas. Los aptameros son aislados in
vitro a partir de una biblioteca de oligonucleétidos
sintéticos utilizando una técnica llamada Cell-
Selex (selection evolution of ligands by exponential
enrichment) (Marrazza, 2017). Cada aptamero
posee una estructuratridimensional particular que le
permite unirse con afinidad y especificidad alta a la
molécula blanco (Fuy Xiang, 2020). Los aptameros
se han utilizado como parte de los biosensores,
debido a sus ventajas en relacion a los anticuerpos,
a su alta estabilidad, baja dimension y alta afinidad
por moléculas pequefias. Ademas, son faciles de
sintetizar in vitro, sencillos de modificar y flexibles
de disefar (Zhang et al., 2019)(Figura 2).

En este sentido, se han creado un gran nimero
de biosensores de aptameros y se han utilizado o
combinado diversas técnicas para obtenerunasefial
detectable satisfactoria (dptica, electroquimica,
etc.) (Bosak y col, 2019). Actualmente en
el Laboratorio 4 del Posgrado de Ciencias
Gendmicas en la UACM, se lleva a cabo el proyecto
“Desarrollo de un método de deteccion para

Fig 2. Configuracion de un aptamero. A) Aptamero en su
forma de cadena sencilla. B) El aptamero adquiere su forma
tridimensional en medio acuoso. C) Aptamero en su forma
tridimensional anclado a su blanco. Imagen realizada en
BioRender.

Streptococcus pneumoniae basado en aptameros y
nanoparticulas”, para lo cual se esta disefiando un
aptasensor basado en la deteccién colorimétrica de
la bacteria S. pneumoniae que se ubica dentro de
las principales prioridades como problema de salud
publica tanto en los paises desarrollados como en
aquéllos en vias de desarrollo. Es responsable de
una elevada tasa de morbilidad y mortalidad, ya
que es el agente causal de una gran variedad de
infecciones graves como la otitis media aguda,
sinusitis o infecciones invasoras como neumonia,
meningitis, septicemia, fiebre sin foco, entre otras
(Blaschke, 2011). Por lo tanto, es imperativo el
desarrollo de un aptasensor para la identificaciéon
de S. pneumoniae con el objetivo de obtener un
dispositivo que detecte este patégeno, pero que
ademas muestre un rendimiento analitico superior
y una medicién inmediata que disminuya el largo
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Fig 3. Resumen grafico del proyecto para la identificacion
de S. pneumoniae a través de un aptamero acoplado
a nanoparticulas de oro. Para la identificacion de S.
pneumoniae se disefid un aptamero especifico para la
bacteria, el cual en presencia de ésta genera una afinidad a
su blanco produciendo una reaccion de conglomeracion que
se denota en el cambio colorimétrico en el medio acuoso de
las nanoparticulas. Imagen realizada en BioRender.

lapso entre la preparacion y el analisis de la muestra
(Bosak y col.,, 2019). Como consecuencia, este
método de deteccidn presentara grandes ventajas
sobre los métodos convencionales como los bajos
costos de desarrollo y produccion (Bou-Torrent y
col., 2011). Se espera obtener un aptasensor capaz
de identificar a S. pneumoniae de forma inmediata,
lo que nos permitira ahorrarnos el recurso del
tiempo. Proponemos que este dispositivo va a
tener una alta sensibilidad de identificacién. Este
dispositivo debe ser usado sin requerimientos de
personal de alta especialidad como lo piden los
métodos moleculares. Sabiendo que los métodos
moleculares representan un gran reto debido a su
alta especificidad, se pretende obtener un aumento
de la senal arrojada por el dispositivo al identificar a
S. pneumoniae a través del uso de nanoparticulas
de oro (AuNP’s) obteniendo nuestro complejo que
llamamos AuNP’s-aptamero, lo que nos permitira
establecer si el biosensor es capaz de desafiar a
los métodos de identificacion actuales (Figura 3).
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Development of a biosensor for the detection of Streptococcus
pneumoniae based on the Lyd-3 aptamer and AuNPs.

'Jorge Alfredo Campoy-Ramirez, 'Jacqueline Paola Martinez-Mares, 'Elizbeth
Alvarez- Sanchez, 2Edgar Augusto Ortiz-Benitez, 'Elisa Irene Azuara-Liceaga y

1José de Jesus Olivares-Trejo.

1Posgrado en Ciencias Gendmicas, Universidad Auténoma de la Ciudad de México, San Lorenzo 290, Col. Del
Valle, C.P. 03100, Ciudad de México. E-mail: olivarestrejo@yahoo.com, Tel: +525554886661 Ext. 15309.

2| ab-Tech Instrumentacién, Yacatas 319, Narvarte Poniente, Benito Juarez, 03020, Ciudad de México, México.

Streptococcus pneumoniae is a bacterium considered a public health problem, it is
the causative agent of infections such as otitis and sinusitis or more serious
infections such as pneumonia or meningitis. This pneumococcus has a high rate of
morbidity and mortality, attributed to a failure in diagnosis, being the time for
diagnosis the most important factor to choose the best treatment. Therefore, it is
very important to develop new identification methods that in a short time allow the
generation of a more adequate treatment scheme. A good alternative for this
purpose are the methods based on biosensors, which an accurate diagnosis can be
given, fast at very low cost. The goal of this investigation is to develop a device that
allows obtaining a result in almost immediate time. In the present work, an aptamer
based colorimetric biosensor was analyzed for the specific detection of S.
pneumoniae. The chosen aptamer was Lyd-3' as a recognition element and gold
nanoparticles (AuNPs) was used as a colorimetric indicator. The binding of Lyd-3 to
the AuNP's allowed to stabilize the AuNPs, keeping the solution red. When S.
pneumoniae is present in solution, the Lyd-3 aptamer dissociates from the AuNPs,
resulting in aggregation of AUNPs and a visual color change the solution from red to
blue. And then, the color change it was quantified by spectrophotometry, which
allowed us to obtain a relationship between the number of CFUs and the absorbance
of the solution. When comparing this new method with the result obtained from the
CFU count, and R2= 0.98831 was obtained, that is a significant relation that shows
that the biosensor obtains the same results like the quantification by CFU, with the
great advantage of performing in a fast, in 25 minutes without having to wait the 48
hours of rigor, for obtain the CFU.

1. Bayrag, Abdullah Tahir, and Sultan llayda Donmez. 2018. “Selection of DNA Aptamers to
Streptococcus Pneumonia and Fabrication of Graphene Oxide Based Fluorescent Assay”.



pIelo) sapIno ‘ei(]

I0peZIUR3I) JIWO)) [ I0]
dJUoWLIUD}Y

*0)) “DPURI[Y P [PNSBIA Ueg ‘€707 9P 2Iqn3d0 ap 7T - 8
seLIv)Oey 9P Ie[NIJOJN er3oforg A eoruurmborg op 0sa13uo)) [[A [0 Us [9)1ed op pepI[epou e Uy

olo1], saxear[ snsaf op 9s0[ A e3eaDdIT BIPNZY SULI] BSI[H ‘Z9jIudyg ZNI() 0)sndny redpyg
‘ZaYdupg ZoIeAly YIOGZI[H ‘SOIRIN Zoulely e[oe ] sul[onboe( ‘zamurey Aodwe) opaiy #310(
210

sINPV pue awelde ¢-pAT ay) uo paseq
aviuownaud snr30303dai1S Jo U0119)3p 3V} 10J I0suasoIq e Jo juswdo[aaa(g

ope[nin O.Hdh—d.b °pP Goﬁuﬁuﬁwmth A PIOUL]SISe NS I0J

zasnuwy hodwwv)) opaifly adiof
*VIONVLISNOD

Auosaid e[ e31030 oG



£ZOZWDSID R
7o ovod eopan | op ooy v

(O 2P .,,]..,“.,a_ov_a:o__ocEOu:

N

1p mww_vaw&mo. oY S8 9p 0DJeuw [ UD Ope)




pielic) SapAno’| “ei(]
TopezZIIedI0) AMUO)) [d I0]
dJuaWIRIUD) Y

"0} “DpuR[Y P [PNBIA URS “CZOT AP 2IqNIP0 AP T - 8
serIa)org Ip IO erdojorg A eonumborg ap 0sa13U0)) [IA [ UD [911ed 9P pepIepow e ug

oldx1-sareaT|O SnSaf ap 950 ‘ofrare)) zanbzy 1 eme ‘zarnuey-Aoduwre) opaxyy 9310(
‘ewrerrepenc) zonbzep A LWION] ‘SaIeJA] Zounaey ejoe auranboe(
10

vinownaud sn220003da4y§ Jo surexs pajeynsde)-uoN
pue ajernsded Jo uonedryiuIpI 103 dweide ue Jo UOIII[AS

:openyy oleqeny [op uonejuasaid A eud)sISE NS 10
SIAVIN ZoULJAVIA] P]OV M&.&QS@QQ M

*VIONVISNODO

ajuasaid e e310j0 oG



	4c7634cb873af8817f9f7a32cf10a49e406bad2e90e78df804c0c226c7b5f6b1.pdf
	4c7634cb873af8817f9f7a32cf10a49e406bad2e90e78df804c0c226c7b5f6b1.pdf
	4c7634cb873af8817f9f7a32cf10a49e406bad2e90e78df804c0c226c7b5f6b1.pdf

