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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae es la causa mas frecuente de neumonia extra
hospitalaria y meningitis en adultos y se ha convertido también en el agente
infeccioso mas frecuente en lactantes y nifios. Es el principal agente etiolégico de
la otitis media aguda bacteriana en nifios y causa un tercio de las sinusitis agudas
a nivel mundiall. En los ultimos afios se han registrado cepas de este patégeno
resistentes a la prueba de optoquina que es una de los principales métodos de
identificacion de esta bacteria, ocasionando con esto falsos negativos en su
identificacion.Por lo tanto y debido a las crecientes desventajas de estos métodos
de identificacion bacteriana, a la alta incidencia que presentan las infecciones con
S. pneumoniae y al riesgo que con llevan éstas, es importante el desarrollo de
nuevas técnicas de identificacion de la misma.Por lo anteriornos hemos dado a la
tarea de innovar un método de identificacion para S. pneumoniae utilizando
nanotecnologia conjugada con aptameros para desarrollar un bio receptor
especifico para este patdgeno.

|.-INTRODUCCION
1.- Antecedentes generales del tema.
1.1.- Streptococcus pneumoniae.

Inicialmente S. pneumoniae fue denominado “microbio septicémico de la
saliva”por Pasteur y Micrococcus pasteuri por Sternberg en 1881, afio en el
cual ambos investigadores lo aislaron por primera vez. En 1886, este
microorganismo fue denominado neumococo por Fraenkel debido a que
causaba neumonia. Posteriormente, segun sugerencia de Weichselbaum
(1886), en 1920 fue denominado Diplococcus pneumoniaedebido a su
morfologia, en 1974 en la octava edicién del Manual de Bacteriologia de Bergey,
el neumococo fue denominado Streptococcus pneumoniae (Chester 1901),
denominacion aun vigente (28).

Streptococcus pneumoniae se ubica dentro de las principales prioridades como
problema de salud publica tanto en los paises industrializados como en aquéllos
menos desarrollados. Es responsable de una elevada mortalidad y morbilidad,
ya que es el agente causal de una gran variedad de infecciones como otitis
media y sinusitis agudas, e infecciones severas como septicemia, meningitis y
neumonia. La neumonia como sindrome, es responsable de la muerte de
aproximadamente 4 millones de niflos menores de 5 afos de edad y de un
numero similar de adultos mayores de 60 afos alrededor del mundo, la mayoria
de estas muertes son atribuibles a S. pneumoniae. Segun datos aportados por el
banco internacional de desarrollo (BID), en Latinoamérica se producen cada afo
9.000 casos de meningitis bacteriana aguda (MBA), con un 10% promedio de
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mortalidad y 30% de secuelas.

S. pneumoniae es la principal causa de neumonias, meningitis bacterianas y de
otitis media aguda en el mundo. La neumonia neumocdcica es considerada
como una de las mas prevalentes y serias enfermedades tanto en los paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo y afecta en primera
instancia a los individuos con factores de riesgo como lo son; inmunodeficiencias
primarias, secundarias o déficit en los factores del complemento, ademas de
enfermedades cronicas como cirrosis hepética, diabetes mellitus, lupus
eritematoso, alcoholismo, drogadiccion, insuficiencia renal, sindrome nefrético,
etc. La S. pneumoniae es responsable del 10 al 25% de todas las neumonias.
La enfermedad neumocdcica es mas frecuente los 5 primeros afios de vida,
disminuyendo luego rapidamente y volviendo a aumentar su incidencia en
personas mayores de 60 afios. S. pneumoniae infecta exclusivamente al
hombre. La tasa de portador nasofaringeo es del 20 al 40%, la cual depende del
periodo estudiado y de la poblacion. La via de transmisién del heumococo es
aérea, a través de micro gotas de saliva de portadores o de enfermos. Es un
organismo sensible al calor, al frio y a la desecacién, todas las edades, razas y
sexos son susceptibles a esta enfermedad (28).

1.2.- Taxonomia.

Streptococcus pneumoniae pertenece al género Streptococcus de la familia
Streptococcaceae. EI género Streptococcus estd conformado por cocos Gram
positivos, anaerobios facultativos, catalasa negativa y citocromo oxidasa
negativa. Los estreptococos clinicamente relevantes son homofermentadores
y el producto final de la fermentacién de la glucosa es el acido lactico (28).

1.3.- Morfologia y crecimiento.

Los neumococos son bacterias Gram positivas encapsuladas con morfologia de
diplococos, con 0,5 a 2 um de didmetro, arregladas en pares o en cadenas
cortas, inméviles, no formadores de esporas; tipicamente crecen de modo
difuso en caldo con suero y requieren medios enriquecidos para su desarrollo
(28).

En cultivo agar sangre ovina, presenta colonias lisas, pequefas, brillantes,
rodeadas por un halo verde de a hemdlisis. Este microorganismo es
anaerobio facultativo y algunos aislados clinicos Unicamente pueden crecer en
presencia de COo. El estreptococo pierde su viabilidad a 60 °C por 30 min, se
lisa facilmente, es soluble en bilis, sensible a la optoquina y muchos
serotipos son virulentos para el raton. Puede perder su caracteristica de
Gram-positivo después de la fase logaritmica (28).
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Las colonias de S. pneumoniae en medio de cultivo sdlido, exhiben una
zona de depresion central causada por una autolisis parcial (Fig. 1). Con el
envejecimiento del cultivo ocurre una pérdida de la viabilidad de estas
bacterias (28).

Figural. Crecimiento y morfologia de S. pneumoniae en agar sangre. Se
observa la hemolisis alfa o parcial en halos verdosos alrededor de la colonia
debido a la actividad de la alfa hemolisina.

1.4.- Estructura y factores de virulencia.

LaS. pneumoniae estd constituida por diferentes estructuras bien definidas y
factores de virulencia, es importante sefialar que existen algunas estructuras
celulares que ademas de tener una funcién estructural también funcionan como
factores de virulencia, los cuales son utilizados por la bacteria para lograr una
exitosa colonizacion e invasion en el hospedero. Estos factores no son
Unicamente estructuras como las capsulas de polisacéaridos, la pared celular o el
acido teicdcico si no que también se ayuda de distintas moléculas que libera en
su medio con distintos fines, algunos por ejemplo son; la neumolisina, la
neuroaminidasa y la proteasa IgA. Estos se muestran a continuacién en la
(Figura 2). Para una mejor comprension hemos decidido dividir estos factores
de virulencia en dos grupos; estructurales y moleculares como se muestra en el
Diagrama 1.
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Figura 2. Estructura y factores de virulencia de S. pneumoniae. Se muestra un
esquema de la S. pneumoniae en donde se observan algunas estructuras
importantes en esta bacteria como; la pared celular, la membrana celular y la
capsula, ademas se muestran simbolizadas con letras algunas moléculas que la
bacteria libera en el medio para lograr una mejor colonizacion. Con la letra jse
simboliza la proteasa IgA, con la letra nse simboliza la neuroaminidasa y la
neumolisina por una R .
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Diagrama 1. Factores de virulencia. Se observan los factores de virulencia de S.
pneumoniaedivididos en dos grupos; estructurales y moleculares. Los
estructurales como su nombre lo dice son estructuras que también tienen una
funcion durante la patogénesis, los moleculares son los liberados en algun
momento por la bacteria para la colonizacion del hospedero.
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Figura 3. Diagrama de cépsula, pared y membrana de S. pneumoniae. En la
parte superior se muestra la capsula que esta conformada por polisacaridos, en
la parte media esta la pared celular formada por peptidoglicanos, éstos se unen
entre si por medio de enlaces peptidicos en un extremo, mientras que en otro
extremo se unen al n-acetil glucosamina que se encuentra formando capas de
péptido glucanos. En la parte mas baja se aprecia la membrana formada por una
bicapa lipidica, en donde se encuentran algunas proteinas de membrana y acido
lipoteicoico. La diferencia entre éste y el acido teicoico es la ubicacion y la union
a lipidos. El simbolo Y& sefiala los sitios de corte de la autolisina.
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1.4.1.- Factores estructurales de virulencia.
1.4.1.1.- Capsula

Esta bacteria cuenta con una capsula externa a la pared celular, como se
muestra en la Figura 2, de naturaleza polisacarida compleja que es una parte
muy importante para la patogénesis de las infecciones neumocdcicas. La
composicion antigénica de la capsula es variable en diferentes cepas y permite
agrupar a los S. pneumoniae en mas de 90 diferentes serotipos capsulares y
aproximadamente 45 serogrupos. Se definen como pertenecientes a un mismo
serogrupo, los serotipos que presentan inmunogenicidad cruzada, por ejemplo
6A y 6B. La identificacion de cada serotipo se realiza mediante una reaccion
antigeno-anticuerpo utilizando antisueros especificos, lo que da como resultado
un abultamiento de los anticuerpos en la capsula, fenobmeno conocido como
"quellung". También se utilizan hoy en dia otras técnicas para la serotipificacion
como aglutinacion con latex o por métodos moleculares como amplificacion
génica mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (43).

La complejidad antigénica capsular de S. pneumoniae explica en parte la
elevada incidencia y severidad de las infecciones por este agente. La inmunidad
es serotipo especifica, lo que significa que tedricamente un sujeto puede tener
cerca de 90 infecciones neumococicas durante su vida. Esto podria ser verdad
si la virulencia de cada serotipo fuera similar y la inmunidad fuera de larga
duraciéon y homogénea para todos los serotipos, pero en realidad la calidad y
duracion de la inmunidad depende del serotipo, de la edad del paciente y de
otros pardmetros aun no bien definidos (43).

No obstante que se conocen 90 serotipos diferentes de S. pneumoniae, solo 12
han sido utilizados para uso clinico, los cualesson1-3-4-5-6-7-8-9-14
- 18 - 19 y 23ya que estos serotipos son responsables del 80% o mas de las
infecciones neumocdécicas invasoras. Se ha observado que los serotipos varian
de acuerdo a la distribucién geografica y los grupos etarios. De los 12 serotipos
el 1 y 5 son mas frecuentes en regiones del mundo de menor desarrollo
socioeconémico (43).

La regulacién genética de la capsula es también compleja y es asi que algunas
cepas pueden experimentar una transformaciéon o cambio de serotipo. ¥’ Este
fendmeno no habia sido identificado previamente y, si bien su frecuencia es
baja, se presenta en cepas con resistencia a los antimicrobianos y asociadas a
colonizacion e infecciones en nifios. Estos cambios de serotipo en una cepa
ocurren por mecanismo de recombinacion genética en el que se modifican o se
reemplaza el locus que codifica para la expresion de la capsula. Uno de estos
ejemplos es el serotipo 19F que surgié como variante de un clon serotipo 23F
multiresistente detectado en Espafia y el cual se ha diseminado a diferentes
paises. El analisis molecular de estas cepas mediante diferentes técnicas de
tipificacion muestra una total identidad genética entre ellas, diferenciandose sélo
en el serotipo capsular. Como estas variantes han surgido en las cepas

21



resistentes a antimicrobianos, ya sea a penicilina o multiresistentes, se podria
plantear hipotéticamente que mutaciones o reordenamientos genéticos que
llevan a resistencia antimicrobiana se asocian a otras recombinaciones
genéticas resultando en cepas mejor adaptadas. Estas variantes son cepas
resistentes a los antibioticos, la presion y seleccidon de los antimicrobianos puede
influir en forma importante en un aumento potencial de su prevalencia y facilitar
la diseminacion de estas variantes. Esto obliga a la vigilancia de este fenédmeno
y al uso racional de antimicrobianos (39, 40).

La capacidad de recombinacion genética que posee S. pneumoniae se habia
puesto en evidencia desde hace mucho tiempo. En 1944 Avery, MacLeod y
McCarty observaron un fendbmeno muy peculiar en S. pneumoniae: cepas a
capsuladas, no virulentas, también denominadas R pueden transformarse en
cepas capsuladas o S, virulentas, en contacto con cepas S en un modelo in vitro
o también in vivo inoculandolas en ratdn; esto ocurre por incorporacion activa de
material genético desde el ambiente al genoma bacteriano y también por
mutaciones espontaneas. Esta transformacion genética esta presente en muy
pocos microorganismos (43).

1.4.1.2.- Polisacarido capsular y de pared celular.

El polisacarido capsular (PS) es un determinante esencial para la antigenicidad
del neumococo y todo el sistema de clasificacion esta basado en serotipos por
su diversidad antigénica, el PS es el responsable de la diferenciaciéon de esta
Unica especie en 90 serotipos. EI PS fue descrito como el primer antigeno,
no proteico, inductor de anticuerpos en humanos. La capsula se sintetiza
rapida y extensivamente durante la fase logaritmica del crecimiento bacteriano
y el antigeno PS puede ser detectado en el suero y orina de pacientes
con enfermedad neumocdcica (28).

Los estudios de la estructura quimica de este antigeno revelan que la mayoria
de los tipos poseen una capsula cargada negativamente (excepto 7y 14
gue son neutros) y poseen componentes acidos como el acido glucurdnico
(enlos tipos 1, 2, 3,5, 8, 9A y 9V) o fosfato en enlaces fosfodiéster (en los
tipos 6A, 6B, 11A, 15F, 19F, 19A y 23F). Los estudios inmunolégicos
demuestran que el antigeno PS es T-independiente y puede interactuar
directamente con las células B para la produccién de anticuerpos (28).

La capsula consiste en polimeros de alto peso molecular conformados por
unidades repetitivas de oligosacaridos, ligados por enlaces covalentes a la
pared celular. El polisacarido se denomina sustancia soluble especifica, la
capsula es considerada el principal factor de virulencia de esta bacteria,
debido a su resistencia a la fagocitosis (28).

El polisacarido de la pared bacteriana, denominado también polisacarido C
(C-PS), es un complejo de acido teicoico, principal componente de la pared
celular del neumococo (Figura 3). Esta ligado covalentemente al
peptidoglicanos a través de residuos de acido muramico. La cantidad de este
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antigeno varia de cepa a cepa, pero es igual en casi todos los tipos de
neumococo (28).

1.4.1.3.- Acido teicoico y colina.

La colina es un componente estructural bacteriano inusual que se encuentra de
manera caracteristica en la superficie celular de otros microorganismos que
residen principalmente en las vias respiratorias superiores, en el neumococo la
colina media la adherencia bacteriana por medio del receptor del factor activador
de plaquetas (rFAP), ya que la colina tiene la capacidad de mimetizar con su
ligando para poder utilizar este receptor, el cual estd ampliamente distribuido en
la superficie del tejido epitelial de la nasofaringe humana. La colina esta unida al
acido lipoteicoico que a su vez se ancla a la pared y membrana bacteriana
como se muestra (Figura 3) (55).

1.4.1.4.- Pared celular.

La pared celular de S. pneumoniae tiene la estructura general de las cocaceas
Gram positivas, con una capa importante de peptidoglicanos constituida por
subunidades alternadas de N-acetil glucosamina y acido N-acetil muramico
enlazadas por puentes peptidicos. Un componente importante de esta pared es
el &cido teicoico, rico en galactosamina, fosfato y en colina; esta ultima sustancia
es exclusiva de esta bacteria y cumple una funcién reguladora importante en la
hidrélisis de la pared. El &cido teicoico se dispone de dos formas en la pared
celular, una expuesta en la superficie celular y otra unida de manera covalente a
los lipidos de la membrana citoplasmatica (Figura 2) (43).

1.4.2.- Factores moleculares de virulencia.
1.4.2.1.- Neumolisina.

Es una proteina de 52,8 kDa y la secuencia de aminoacidos es homologa
a las hemolisinas producidas por Staphylococcus pyogenes y Listeria
monocytogenes(28). Es una proteina intracelular que pertenece a la familia de
toxinas tiol activadas, es conservada en aislados de neumococo y tiene una
variedad de efectos toxicos en diferentes tipos de células, aunque no es
secretada por el neumococo, puede ser liberada cuando éste es lisado por el
efecto de la autolisina, esta proteina tiene la capacidad de oligomerizarse en la
membrana de sus células blanco para formar un poro transmembranal con
forma de anillo, de unas 40 subunidades ocasionando la lisis celular (55).

1.4.2.2.- Neuroaminidasa.

Es una proteina de 107 kDa y esta asociada con la pared celular, la
neuroaminidasa corta el acido N-acetilneuraminico de los glicolipidos, al igual
gue en las lipoproteinas y los oligosacaridos presentes en las superficies
celulares y los fluidos corporales del hospedero. En el oido medio, la pérdida de
acido sialico inducida por la neuroaminidasa acompafia el avance del S.
pneumoniae hacia la trompa de Eustaquio. Asimismo, esta bacteria posee genes
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gue codifican distintas enzimas que tienen actividadde neuroaminidasa; por
ejemplo, la neuroaminidasa A que en modelos animales contribuye a la
colonizacion y la evolucidn a otitis media, aunque no interviene en la pérdida de
audicion que puede quedar como secuela (50).

1.4.2.3.- Autolisina.

Es una enzima de 35 kDa, también llamada amidasa, y tiene la capacidad de
hidrolizar la capa de peptidoglicanos en un sitio especifico: entre el acido N-
acetil murdmico y el residuo alanina del puente peptidico (Figura 3). La actividad
de la amidasa depende de la presencia de fosfato de colina en el acido teicoico
de la pared celular,éste permite la division celular (43).Esta tiene la capacidad
de formar oligbmeros que en altas concentraciones se unen a la membrana
celular del hospedero formando poros que causan la lisis celular, mientras que
en bajas concentraciones se ha observado que tiene diferentes efectos in vitro
como pueden ser estimulacion de factores de necrosis tumoral alfa y de
interleucina 1 beta en monocitos humanos, también inhiben el movimiento de
los cilios en las células epiteliales respiratorias humanas, genera disrupcion de
monocapas en cultivos de células epiteliales de tracto respiratorio superior y de
células alveolares, disminuye la actividad bactericida y la migracion de los
neutrofilos (49).

1.4.2.4.- Proteasa de la inmunoglobulina A.

Es una molécula de 220 kDa y son enzimas extracelulares presentes en S.
pneumoniae, estas proteinas son secretadas en el medio (Figura 2),
principalmente al inicio de la fase logaritmica de crecimiento (28). La proteasa
IgA rompe la union prolil treonil de la molécula de IgA, en los fragmentos Fab y
Fc, previniendo de esta manera que ocurra de manera adecuada el proceso de
inflamacion del hospedero (55).

1.4.2.5.- Hialuronidasa.

Es una enzima de 40 kDa y aproximadamente el 99% de los aislamientos
clinicos la produce, ésta es secretada activamente en el medio durante la
fase logaritmica del crecimiento bacteriano(28).La hialuronidasa degrada el
acido hialurénico presente en el tejido conectivo de los mamiferos y de la matriz
extracelular. Esto podria facilitar la diseminacion bacteriana y la colonizacién.
Esta enzima también puede potenciar la inflamacién pulmonar que acompafa la
neumonia por S. pneumoniae mediante interacciones complejas con citoquinas
proinflamatorias (50).
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1.4.2.6.- Proteinas de superficie PspA y PsaA.

Estas proteinas participan en la adherencia inicial a la célula blanco (43).La
proteina de superficie neumococal (PspA) es una proteina de 37 kDa con
antigenicidad variable y es encontrada en diferentes cepas de neumococo, se
cree que es una probable proteina transmembranal, sin embargo la manera en
la que funciona es desconocida debido a que es dificil de purificar, aunque
algunos experimentos indican que inhibe la activacion del complemento ya que
previene la unién del c3 a la superficie bacteriana (49, 55).Otra de las
lipoproteinas presentes en el S. pneumoniae es la PsaA también de 37 kDa que
forma parte de un complejo transportador de manganeso (Figura 2). En este
complejo la PsaA actla como proteina fijadora de sustrato. Las mutaciones en el
gen que codifica esta lipoproteina disminuyen la adhesion a las células y a la
virulencia e incrementan la sensibilidad al estrés oxidativo (50).

1.5.- Patogénesis.

La infeccion neumocdcica se manifiesta de varias maneras, puede variar
desde el estado del portador, sin infeccion del tracto respiratorio, a un
cuadro invasivo de neumonia, meningitis, endocarditis, bacteremia o a
infecciones purulentas como otitis media y conjuntivitis entre otras. La
bacteremia puede ocurrir en asociacibn con una faringitis hasta una
septicemia fulminante con hemorragias en las glandulas suprarrenales
(sindrome de Waterhouse-Friderichsen). La meningitis neumocdcica es la
complicacion mas comun de una sinusitis, mastoiditis, otitis o0 neumonia. S.
pneumoniae es un habitante normal de la nasofaringe humana; su numero
es limitado por la competencia con otros microorganismos de la nasofaringe e
igualmente por los mecanismos de defensa especificos del hospedero. La
enfermedad generalmente se asocia con la adquisicidbn de una nueva cepa,
seguida por la alteracién de la microbiota. Por lo tanto, el estado inmune del
hospedero en el momento de la colonizacion, asi como la virulencia de la
nueva cepa adquirida determinaran si el neumococo lo invadird o no (28).

El dafio de la mucosa de la nasofaringe, debido a una infeccion viral,
bronquitis asmatica o al humo, alcohol u otras drogas predispone a la
infeccion neumocdcica y aumenta la colonizacion bacteriana debido a una
mayor exposicion de receptores del hospedero a la adherencia del
neumococo. El mecanismo por el cual el neumococo migra de la nasofaringe a
los pulmones o a la circulaciéon es poco conocido. Se sabe que después de la
colonizacion el microorganismo debe sobrepasar los mecanismos de defensa
especificos para poder invadir. El efecto téxico de la neuroaminidasa, del
peroxido de hidrogeno y la accion de la proteasa IgA puede tener
importancia en esta fase de la infeccion y puede aumentar la probabilidad de
que la bacteria alcance directamente el torrente circulatorio o la trompa de
Eustaquio. En alrededor de un 30% de los pacientes con una infeccion
neumococica la bacteria alcanza el torrente circulatorio; donde sobrevive
protegido por la capsula que impide la fagocitosis, En el caso en que la
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bacteria alcance el pulmén, por esa otra via encuentra una nueva linea
de defensa que son los macrofagos alveolares en donde nuevamente la
capsula le permite sobrevivir, la respuesta inflamatoria causa dafio en los
tejidos pulmonares y puede resultar en una alteracibn de los mecanismos
de intercambio de gases, lo que puede llevar a cuadros de insuficiencia
respiratoria (28).

La meningitis ocurre cuando la bacteria infecta las meninges produciendo
una inflamacion local que altera la barrera hematoencefalica, existen cuadros
sobreagudos que pueden llevar a la muerte en pocas horas o evolucionar
favorablemente con algunas secuelas como sordera, ceguera, paralisis, etc.
(28).

1.6.- Defensas del hospedero.

La inmunidad humoral tiene importancia en la resistencia adquirida contra
el neumococo, la capsula polisacarida es inmunogénica e induce anticuerpos
protectores tipo especifico, los anticuerpos anti-PS promueven la
opsonizacibn de la bacteria, los microorganismos también pueden ser
opsonizados por la activacion de la via cladsica o de la via alterna del
complemento, las bacterias opsonizadas son rapidamente ingeridas por los
fagocitos y eliminadas, los  polisacaridos son  reconocidos  por
mecanismos independientes de las células T, por lo tanto, ellos no estimulan
anticuerpos de alto nivel de afinidad, particularmente en nifios menores de
2 afios, tampoco inducen células de memoria necesarias para una respuesta
anamneésica. Si la funcionalidad de las células B esta disminuida, como ocurre
en los nifilos pequefos o en los inmunocomprometidos como los pacientes con
SIDA, el riesgo de las neumococias sistémicas aumentan (28).

1.7.- Tratamiento y resistencia.
1.7.1.- Tratamiento contra neumonia.

La neumonia en adultos:de acuerdo a su severidad se pueden distinguir dos
grandes grupos los cuales son tratados con diferentes antibiéticos (44):

|. Neumonia leve o moderada: tratamiento oral con amoxicilina, fluoroquinolonas
de tercera o cuarta generacion o macrélido.

Il. Neumonia grave: terapia intravenosa.

a) Ceftriaxona, cefotaxima o amoxicilina-clavulanicoasociados o0 no a un
macrolido o fluoroquinolona de segunda generacion.

b) Fluorquinolonas de tercera o cuarta generacion en terapia.

Una vez conocidos los resultados microbiolégicos y en elcaso de sensibilidad
demostrada puede continuarse eltratamiento con penicilina G por via
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intravenosa.Asi, amoxicilina o cefuroxima por via oralserian las primeras
opciones en neumonia neumocoOcicaambulatoria no grave y el tratamiento
intravenoso conamoxicilina cefuroxima, cefotaxima o ceftriaxona, cambiando a
via oral tras la mejoria clinica, en los casos queprecisen ingreso hospitalario
(44).

1.7.2.- Tratamiento contra meningitis.

La meningitis neumocadcica es una enfermedad graveque da lugar a una elevada
mortalidad y secuelas comosordera, retraso mental, etc. Los criterios de
tratamientoestablecidos con penicilina y cefotaxima por el NCCLSestan
enfocados precisamente hacia este cuadro y se debe ser escrupulosos en su
cumplimiento (45).

1.7.3.- Tratamiento contra otitis media.

El tratamiento para estas infecciones es entrelos B-lactdmicos, amoxicilina a
dosis altas y ceftriaxona,alcanzan concentraciones suficientes en el oido y
lasmantienen por encima de la concentracion minima inhibitoria (CMI), mas del
40% del intervalo entre dosis, por lo que se recomiendan como tratamiento para
neumococos (46).

1.7.4.- Resistencia a antibi6ticos.
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Figura 4. Diagrama de resistencia a antibidticos. Se muestran los cuatro
mecanismos basicos para la resistencia a antibiéticos que son; bomba de
expulsion, modificacion de sitio blanco del antibiético, porina con sitio de entrada
mutado, y la sintesis de enzimas hidroliticas capaces de hidrolizar el antibi6tico,
las figuras @ A W @ simbolizan el antibi6tico.

1.7.4.1.-Resistencia a B-lactamicos.

Los betalactamicos actian en el ultimo paso de la sintesis del peptidoglucano e
inhiben las reacciones de transpeptidacion catalizadas por varias proteinas de
unién a penicilinas (PUP), inhibe la formacion de la pared bacteriana.*La
resistencia de S. pneumoniae a penicilina se debe al desarrollo de formas
alteradas de proteinas (modificacion de sitio blanco Figura 4) de union
apenicilina, de alto peso molecular, que presentanuna baja afinidad por el
antibidtico. La resistencia apenicilina afecta también al resto de los 3-lactamicos
yesta ligada a modificaciones en las pbpla, pbp2x y sobretodo pbp2b, mientras
que alteraciones en las pbpla ypbp2x afectan mas a cefalosporinas de tercera
generacion (47).

1.7.4.2.- Resistencia a macroélidos.

Los macrélidos muestran poca afinidad por los ribosomas de células humanas,
pero tienen una gran tendencia a fijarse al ARNm de la subunidad 23S
bacteriana, lo que impide su funcion inhibiendo la sintesis de proteinas y a su
vez el crecimiento bacteriano.>® Dos principales mecanismos de resistencia a
macroélidos han sido descritos en S. pneumoniae: modificacién de sitio blanco
(Figura 4) por modificacion dela metilasa ribosémica 7 (gen ermAM) y bomba de
expulsion (Figura 4) por la expulsién activa (gen mefE). El primero da lugar al
fenotipo conocido comoexpresion fenotipica de resistencia, con CMI muy altas,
que se caracteriza por resistencia a los tres grupos de antibioticos;
macrolidos,estreptograminas y lincosamidas. El segundo mecanismo confiere
resistencia frente a los macrolidos con CMI méas bajas y no afecta a
estreptograminas ni  lincosamidas.Dos nuevos mecanismos, descritos
inicialmente en mutantes de laboratorio, han sido identificados ahora enalgunas
cepas de Norteamérica y del este de Europa, conla particularidad de que la
modificacibn en los aminoacidos encontrada en una cepa de Canada
incrementaba 500veces la CMI de la telitromicina (47).

1.7.4.3.- Resistencia a quinolonas

El blanco principal de las quinolonas en los microorganismos grampositivos es la
topoisomerasa |V, codificadapor dos genes homdlogos estrechamente
relacionados, parC y parE, lo que impiden la reparacién del ADN que puede
sufrir daflos constantes, lo cual ocasiona una serie de respuestas que producen
la degradacion del genoma y como resultado la muerte rapida de la bacteria
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(56).Esta resistencia se da por mutacion de sitio blanco (Figura 4),una mutacion
en parC confiereresistencia de bajo nivel, mientras que la resistencia dealto nivel
requiere una segunda mutacion en parC omutaciones simultdneas en parC y
gyrA (15). Es probableque recombinaciones entre genes de topoisomerasas
deotras especies de estreptococos contribuyan en un futuropréximo a la
extension de resistencia de neumococos a fluoroquinolonas (47).

1.7.4.4.- Resistencia a optoquina.

El blanco de accién de la optoquina esla ATPasa de membrana y se une a las
subunidades a, b, g, d, e. Este complejo citoplasmico dispone de un sitio
catalitico para hidrolizar el ATP en ADP, es transmembranal y forma un canal de
protones, la S. pneumoniae carece de cadena respiratoria y esta enzima genera
un gradiente transmembranal de protones por medio de la energia liberada por
la hidrélisis del ATP y éste regula el pH intracelular, esto hace que la enzima sea
esencial para la viabilidad bacteriana, por lo que el inhibir de este mecanismo
conlleva a la lisis bacteriana. Las mutaciones en los genes que codifican las
subunidades de la ATPasa son las responsables de generar la resistencia de
esta bacteria a la optoquina por medio de la mutacion de sitios blanco (Figura
4).En 1987, Kontiainen y Sivonen informaron por primera vez la identificacion de
dos aislados clinicos de S. pneumoniae resistentes a la optoquina en muestras
de sangre de un hombre de 74 afios con neumonia y cirrosis hepatica junto con
el estudio de un nifio de 8 meses con sepsis de otitis media. Desde entonces, la
aparicién de cepas S. pneumoniae optoquina resistentes se ha informado en los
Estados Unidos, Israel, Portugal, Brasil y Argentina (48).

1.8.- Pruebas microbiolégicas de identificacion de S. pneumoniae.

Los métodos que se utilizan para identificar S. pneumoniae incluyen pruebas
microbiolégicas clasicas como la prueba de la optoquina (2). Otro método,
llamadoprueba de solubilidad en bilis, es confirmatorio y se basa en la capacidad
de las sales para lisar a la S. pneumoniae'3, sin embargo en la actualidad se
utilizan otros métodos como la determinaciéon del antigeno capsular que es un
meétodo seroldgico (3)o métodos moleculares para la determinacién de genes de
virulencia, como la autolisina y la neumolisina, éstos se determinan utilizando
PCR que se ha usado y recomendado en estudiosanteriores (2, 4, 5, 6).

Los métodoshioquimicos que se utilizan para identificar S. pneumoniae incluyen:
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1.8.1.- Determinacion de la actividad de lacatalasa.

La catalasa es unaenzimapresente en la mayoria de los microorganismosque
poseen citocromos. Las bacterias quesintetizan catalasa hidrolizan el peroxido
dehidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que selibera en forma de
burbujas(Figura 5) (30).El S. pneumoniae carece de esta enzima, por lo tanto
dicha prueba debe ser negativa para dicho patégeno.

Figura 5. Prueba de actividad de la catalasa. Del lado izquierdo se observa un
porta objetos con una muestra bacteriana positiva a esta prueba, mientras que
del lado derecho se observa un porta objetos con una muestra bacteriana de S.

pneumoniae que es negativa a esta prueba.
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1.8.2.- Pruebade sensibilidad aoptoquina.

Se utilizan discos de papel absorbente impregnadoscon 5 pg de etilhidroxicupreina
(optoquina) parademostrar la sensibilidad del S. pneumoniae (Figura 6). Esta
especie es sensible a laoptoquina mientras que otras especies deestreptococos
alfa- hemoliticos son resistentes a estecompuesto (30).

Figura 6. Prueba de sensibilidad a optoquina. Del lado izquierdo se observa un
disco de papel impregnado con optoquina en interaccion con una bacteria negativa
a la prueba (sin halo de inhibicion). Del lado derecho de igual manera se muestra
un disco impregnado con optoquina en interaccidon con S. pneumoniae, en la cual
se observa el halo de inhibicion alrededor del disco.
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1.8.3.-Prueba de sensibilidad abilis.

S. pneumoniae posee una enzima auto litica intracelular, una amidasa, que lisa la
pared celulardurante la division. Al afiadir sales biliares(desoxicolato de sodio) se
activa esta enzima y seproduce la autolisis del microorganismo (Figura 7) (30).

Figura 7. Prueba de solubilidad en bilis. 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 solucién liquida, del
lado derecho se coloc6 una muestra de una bacteria negativa a la prueba de
solubilidad en bilis, por lo que se nota la turbidez en el medio.

Las cepas neumocadcicas resistentes a optoquina se dieron a conocer por primera
vez en Finlandia en 1987% y desde entonces los informes esporadicos de los
aislados de diversas areas geograficas han aparecido en la literatura (32, 33, 34,
35). En particular, Aguiar y cols. informaron recientemente la aparicion de
neumococo optoquina resistente en Portugal, lo que represento el 3,2% de todos
los aislados clinicos recuperados de 30 laboratorios en todo el pais. Con esto se
demuestra que este método de identificacibn bacteriana es cada vez menos
confiable, ésta no es la Unica desventaja de los métodos de identificacién
bacteriana, como se muestra en la Tabla 1. Ademas de esto los tres métodos
basicos presentan ciertas desventajas siendo la mas importante el tiempo para su
realizacion, ya que todos éstos necesitan de un cultivo celular que basicamente
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requiere de 18 a 24 horas para su crecimiento y posteriormente el tiempo para
realizar la prueba y obtener resultados. A continuacion se observa la Tabla 1 de
las ventajas y las desventajas de los métodos de identificacion de S.pneumoniae,
entre las ventajas se encuentra que son métodos economicos, sencillos de realizar
y de interpretar, entre las desventajas se encuentra principalmente la aparicion de
cepas resistentes a optoquina y el tiempo que se necesita desde la toma de la
muestra hasta obtener el resultado.

Catalasa

Optoquina

Solubilidad
bilis

en

Econdémica.

Los reactivos son faciles de
obtener(peréxido).

Es sencilla.

Resultados faciles de interpretar.

Econdémica.

Los

reactivos son faciles de

obtener (discos deoptoquina).

Es sencilla.

Resultados faciles de interpretar.

Econdémica.

Los

reactivos son faciles de

obtener (desoxicolato desodio).

Es sencilla.

Resultados faciles de interpretar.

Poco especifica.

La enzima estad presente
solo en cultivos viables.

Los cultivos viejos pueden

dar resultados falsos
negativos.
Existen cepas de S.

pneumoniae resistentes a
la optoquina.

Un porcentaje elevado de
cepas no capsuladas
tienen sensibilidad
intermedia.

La prueba no debe
realizarse con cultivos
viejos, ya que la actividad
enziméatica podria
perderse.

10 - 20 segundos a
partir de un cultivo
bacteriano (18-24
horas).

De 18-24 a partir de

un cultivo
bacteriano  (18-24
horas).

2 horas a partir de

un cultivo
bacteriano  (18-24
horas).

Tablal. Ventajas y desventajas de los métodos de identificacion de S.
pneumoniae. Semuestran las tres pruebas bioquimicasbasicas para la
identificacion de S. pneumoniae, éstas son en conjunto la manera clasica de
microorganismo.

identificar

a este
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1.9.- Pruebas moleculares de identificacion de S. pneumoniae.

Entre las ventajas de estos métodos de identificacion es que son métodos altamente
sensibles aunque entre sus desventajas tenemos que son métodos con altos costos,
son pruebas tardadas, ya que para realizarlas se necesita aislar la muestra y
cultivarla alrededor de 18 h. Estos se muestran en la Tabla 2.

1.9.1.- Secuenciacion.

En la década de los 80comenzé la busqueda de candidatos que, siendo genes
estables, permitieran establecer relaciones filogenéticas entre las bacterias, como
los genes que codifican para las subunidades ribosémicas 5S, 16S, 23S y sus
espacios intergénicos. En la taxonomia bacteriana el analisis de la secuencia génica
del ARNr 16S es la herramienta mas ampliamente utilizada. Este marcador
housekeeping estd en todas las bacterias. Se presenta como una familia de
multigenes u operones cuya funcion no se modifica con el tiempo y actia como un
marcador eficiente de evolucion. Ademas, tiene un tamafio adecuado para realizar el
andlisis. EI ARNr 16S ademas de ser Util para la deteccién de bacterias, proporciona
informacion util y rapida sobre su identificacion y filogenia mediante la comparacion
con bases de datos publicas que contienen un amplio nimero de secuencias
bacterianas. Asi pues, la identificacion mediante el ARNr 16S se fundamenta en su
secuencia (30).

1.9.2.- PCR.

Este procedimiento se realiza en un termociclador en donde el ADN gendémico se
utiliza como molde para la amplificacion por PCR de una secuencia del ARNr 16S
con un rango de tamafio entre 500-1.500 pb (o de otro tamafio si se analizan otros
genes). Para esto se utilizan cebadores universales o complementarios a las
regiones conservadas, por lo que se amplificariatnicamente el gen del ARNr 16S de
la bacteria en la que los cebadores hibriden. Ninguno de los cebadores utilizados en
la actualidad se considera totalmente universal, por lo que no se puede realizar una
recomendacion especifica de cebadores que garantice la amplificacion de todos los
procariotas (30).

1.9.3.- Microarreglos.

Los microarreglos son en la actualidad una poderosa herramienta de analisis de
expresion de genes, debido al mayor nimero de secuencias que se pueden analizar
al mismo tiempo y tienen grandes ventajas sobre otras técnicas como la PCR
convencional, la RTPCR y la PCR en tiempo real, en las cuales solo se pueden
analizar un nimero muy limitado de genes de manera simultanea, debido a que en
la mayoria de los casos se requiere montar un ensayo por cada gen a analizar. En
términos generales, un microarreglo se encuentra integrado por dos partes, el
material biologico o sintético denominado como prueba y el soporte sélido en el cual
se inmoviliza o adsorbe el material biolégico. Una vez extraido el ADN gendmico,
éste se hace interaccionar con el microarreglo para que éstos hibriden y
posteriormente esto emitira un resultado que podra ser interpretado como positivo o
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negativo para distintos genes al mismo tiempo (30).

PCR Desde 4 Alta 2000-4000
a 12 hrs NMX
+18 hrs
Microarreglos  2-4 hrs Alta Si >10 000
+ 18 hrs NMX
Secuenciaciéon 7-48 hrs  Alta Si >200
+ 18 hrs NMX

Tabla 2. Ventajas y desventajas de algunos métodos moleculares de identificacion
bacteriana. En esta tabla se comparan tres métodos moleculares utilizados para la
identificacion de S. pneumoniae de los cuales podemos destacar que todos
necesitan personal especializado, tienen altos costos y no son inmediatos aunque
son meétodos altamente sensibles.

II. ESTADO DEL ARTE.
2.1.- Nanotecnologia.

De acuerdo con la Fundacién Nacional de Ciencia y a la Iniciativa Nacional de
Nanotecnologia de los Estados Unidos, la nanotecnologia es la capacidad de
entender, controlar y manipular la materia a nivel de "supramolecular" que involucra
grupos de moléculas (en el intervalo de aproximadamente 0,1 a 100 nm) con el fin
de crear materiales, dispositivos y sistemas con nuevas propiedades y funciones
debido a su estructura pequefia. La definicién implica el uso de los mismos principios
y herramientas para establecer una plataforma unificadora para la ciencia y la
ingenieria a nano escala y el uso de las interacciones atomicas y moleculares para
desarrollar métodos de fabricacion eficientes.
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El control de la nanotecnologia promete una plataforma tecnolégica amplia y
revolucionaria para diferentes sectores como la industria, biomedicina, ingenieria del
medio ambiente, seguridad y proteccion, alimentos, recursos hidricos, conversion de
energia y muchas otras areas (14).La primera definiciéon de la nanotecnologia que
logro cierto grado de aceptacion internacional se desarrollé después de consultar
con expertos en mas de 20 paises en 1987-1998 (51, 52). Sin embargo, a pesar de
su importancia, no existe una definicion reconocida a nivel mundial. Basicamente
cualquier definicion de nanotecnologia incluye tres elementos:

- El rango de tamafio de las estructuras materiales bajo consideracion - la escala
de longitud intermedia entre un solo atomo o molécula y alrededor de 100
didmetros moleculares o alrededor de 100 nm. Esta condicion por si sola no es
suficiente, ya que todos los sistemas naturales y artificiales contienen estructuras
anano escala (14).

- La capacidad de medir y transformar a nano escala; sin ella no tenemos nueva
comprensién y una nueva tecnologia; tal facultad se ha alcanzado soélo
parcialmente hasta ahora, pero se han logrado progresos significativos en los
ultimos cincoaros (14).

- El ultimo elemento es la capacidad, las ventajas, propiedades y funciones
especificas que tienen los elementos a nano escala sobre los compuestos
desarrollados a micro y macro escala; esto es una motivacion clave para la
investigacion denano escala (14).

En las dltimas dos décadas cientificos e ingenieros han dominado la complejidad
de trabajar con materiales a nano escala. Ahora los investigadores tienen una idea
mas clara de como crear materiales a nano escala con propiedades que nunca se
imaginaron antes, ahora productos que utilizan materiales a nano escala y el
proceso para su fabricacion ya estan disponibles para su consumo. Por ejemplo
baterias para herramientas se fabrican con materiales a nano escala con el fin de
ofrecer mas potencia, mas rapidamente con menos calor. Los protectores solares
gue contienen didxido de titanio a nano escala u 6xido de zinc son transparentes y
reflejan la luz ultravioleta para prevenir las quemaduras de sol (15). La
nanotecnologia puede ser utilizada para diversas funciones, en esta investigacion
Unicamente nos enfocaremos en la nanotecnologia para sistemas de bio sensado.

2.2.- Nanosensores.

Los nanosensores son dispositivos de censado de un didmetro menor a 100 nm,
estos son utilizados principalmente para tres areas; a) monitoreo fisico y quimico de
fendmenos en areas de dificil alcance, b) deteccidon bioquimica de organelos,
moléculas o células, y c) deteccion de particulas en el campo de la industria y el
medio ambiente. Los nanosensores pueden ser agrupados en tres grandes
categorias por sus mecanismos de funcionamiento:
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2.2.1.- Nanosensores opticos.

Los primeros nanosensores oOpticosestan basados en una fluorescencia, la cual se
unia a una nanoparticula y ésta era utilizada para medir el pH o localizarse dentro
de una célula.El nanosensor 6ptico mas basico es una nanoparticula marcada con
alguna fluorescencia o tincién que podia ser introducida en una célula para poder
resaltar una area deseada, la ventaja de éstas es que tenian la capacidad de
causar el minimo dafio a la célula y sus principales desventajas eran la interferencia
del marcaje celular como resultado de la unién de algunas proteinas, en algunos
casos los nanosensores también podian ser fagocitados por las células para su
degradacion (69).

2.2.2.- Nanosensores con fibra Optica.

Los métodos convencionales para la investigacion intracelular necesitan fijar a la
célula muestra para realizar su andlisis, este proceso de fijado usualmente podia
destruir a la célula o realizar cambios en su estructura. Los nanosensores de fibra
opticos tienen el potencial de analizar procesos celulares in vivo, en una sefal
eléctrica o en cualquier otra sefial medible, esta sefial a su vez podra ser
reconocida por un sistema de fibra Optica para emitir una sefal que podra ser
interpretada por sistema o base de datos (69).

2.2.3.- Nanosensores electromagnéticos de deteccion por medicion de la corriente
eléctrica.

El principal ejemplo es el denanoparticulas de oro suspendidas en sulfuro de
hidrogeno en el que el fundamento basico es que la adsorcion de moléculas de
sulfuro de hidrégeno en las nanoparticulas cambia el comportamiento de sus
electrones cuando éstas interaccionan con su blanco, por lo tanto al aplicar una
corriente eléctrica ésta sufrira una variacion al momento en que la nanoparticula
haga interaccion, esta alteracion podra ser medida e interpretada como una sefial
(69).

2.2.4.- Nanosensores mecanicos.

En estos sistemas se miden la interaccion de nanoesferas ensambladas en
dispositivos microelectronicos, estas nanoesferas tienen caracteristicas medibles
como vibracion y elasticidaddandole la capacidad a este dispositivo de medir
frecuencia de resonancia, constante de elasticidad, presion y aceleracion (69).

2.3.-Nanoparticulas como biosensores.

En la era de la nanotecnologia las nanoparticulas de metales nobles (NP’s) han
jugado un papel importante en el desarrollo de nuevos bio sensores y en la mejora
de las técnicas de biosensores existentes para satisfacer la demanda de
diagnosticos biomoleculares mas especificos y altamente sensibles. Las
propiedades fisicoquimicas unicas de tales metales en la nano escala han
conducido al desarrollo de una amplia variedad de biosensores, tales como: (i)
Nanobio sensores para diagnostico y atencion de enfermedades. (i)
Nanosondaspara la deteccion in vivode imagen, seguimiento y monitoreo de
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células enfermas o la vigilancia de la terapia (17).

Es importante destacar que dadas las caracteristicas y las ventajas que ofrece la
nanotecnologia una nanoparticula no tiene la capacidad especifica de seleccionar
o adherirse selectivamente a un tipo de célula, para lo que se necesitaria un
ligandocapaz de darle a las nanoparticulas una capacidad selectiva.

3.2.- Nanoparticulas acopladas a aptameros.

En el caso de administracion local de farmacos, tales como los que se suministran
a través de la inyeccion de vehiculos dentro de un érgano, es posible lograr un
efecto deseado dentro de un subconjunto de células en contraposicion a un efecto
generalizado en todas las células del 6rgano diana. En el caso del cancer, los
efectos citotoxicos de un agente terapéutico serian dirigidos a las células
cancerosas Yy asi se lograria reducir al minimo el dafio a las células no cancerosas
dentro y fuera del érgano objetivo (18). Estas a su vez pueden ser marcadas para

funcionar como un medio de contraste especifico para poder marcar las células
dafiadas con cancer, ademas también han surgido sensores capaces de

reconocer especificamente alguna bacteria como Staphylococcus aureus.

El uso de las nanoparticulas es muy variado y aunque la aplicacién de la
nanotecnologia en distintos campos de la medicina es de reciente desarrollo, es
necesario que se continde con dichos avances, ya que éstos ofrecen una amplia
gama de recursos con un sin fin de posibles aplicaciones en distintos campos.
Debido a esto hemos optado enesta investigacion por utilizar nanoparticulas como
biosensores bacterianos.

Distintas clases de moléculas han tenido aplicacibn en la nanotecnologia,
incluyendo diversas formas de moléculas basadas en anticuerpos, tales como
anticuerpos quiméricos humano murino, anticuerpos humanizados, de una sola
cadena generados a partir de un hibridoma murino o de presentacion de fagos,
etc. Otras clases de ligandos tales como hidratos de carbono y ligandos de acido
nucleico también llamados aptameros se han utilizado como ligandos para
aplicaciones de administracion dirigida. Los aptdmeros son una nueva clase de
ligandos que son pequefios, no inmunogénicos, faciles de sintetizar, caracterizar y
modificar y exhiben una alta especificidad y afinidad por su blanco (18).

3.3.- Aptameros.

Los aptameros son pequefios acidos nucleicos de una sola hebra que se pliegan
en una estructura tridimensional bien definida. Ellos muestran una alta afinidad y
especificidad por sus moléculas diana. Los aptameros pertenecen a la familia de
los acidos nucleicos y son sintetizados quimicamente (36).

El concepto de moléculas de acido nucleico que actian como ligandos fue descrito
por primera vez en la década de 1980 cuando se demostré que algunos virus
codifican ARN pequefio estructurado que se une a las proteinas del huésped con
alta afinidad y especificidad. Estos ligandos de ARN habian evolucionado con el
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tiempo para mejorar la supervivencia y la propagacion de los virus (18).

Posteriormente, se demostro que estos ligandos de ARN de origen natural pueden
inhibir la replicacion viral y tener beneficios terapéuticos. Ademasse
handescritométodosparallevaracabolaevolucioninvitroyparaaislarnuevos ligandos
de acido nucleico que se unen a un gran namero de moléculas con diversas
aplicaciones en la investigacion y la practica clinica (18).

A diferencia de los anticuerpos como ligandos los aptameros presentan ciertas
ventajas para su uso, éstas se muestran en la Tabla 3. Entre estas ventajas
sobresale su manipulacion, estabilidad, afinidad y especificidad al igual que su
rango de blancos en donde los aptameros tienen ventaja sobre los
anticuerposademas que los aptameros resultan ser no inmunogeénicos.

I N [

Rango de blancos Puede ser producido contra casi Limitado a blancos que producen
cualquier blanco una respuestainmune

Producidos en animales
Baja reproducibilidad entre lotes

Producido en vitro (no se utilizan
animales)

Sintesisy
manufactura

Manipulacidny
almacenamiento

Estabilidad

Vida media

Complicaciones
in vivo
Afinidady
especificidad

Baja variabilidad entre lotes
Sintetizado quimicamente

Son estables a temperatura
ambiente

No es necesario que sean
refrigerados o congelados

Pueden resistir repetidas rondas
de desnaturalizacién sin perder su
funcién

Larga vida media puede durar
varios afios congelado

Puede ser reusado varias veces

No despiertarespuestainmune

Alta afinidad y gran especificidad
debido a su proceso de
aislamiento

Se requieren reactivos caros para
ser sintetizados

Deben mantenerse refrigerados o
congelados
Se desnaturalizan facilmente.

Funciona solo bajo condiciones
especificas

Limitado a seis meses
Un solo uso

Puede causar respuestainmune

Alta afinidad y buena especificidad

Tabla 3. Ventajas de los aptameros sobre los anticuerpos. Se muestra una

comparacién entre los anticuerpos y los aptameros en donde sobresalen las

ventajas que tienen los aptameros. Ademas de los mostrados en esta tabla, los

aptameros una vez seleccionados son econémicos y para su reproduccion sélo es
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necesario conocer su secuencia.
[1l. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO.
3.1.- Bio andlisis.

El campo del biosensor es uno de los focos mas importantes de la nanotecnologia.
El uso de biomoléculas acopladas a nanoparticulas ofrece nuevas oportunidades
para los sistemas de bio deteccion. La capacidad electroquimica de nanoparticulas
ofrece alternativas de deteccion altamente sensibles, ademas de ser la técnica mas
facil y barata comparada con detecciones Opticas tales como espectroscopia de
fluorescencia, microscopias o espectrofotometrias (54).

3.1.1.- Sensores y bio sensores.

Un sensor quimico se define como un dispositivo que responde a un analito
particular de manera selectiva a través de una reaccion quimica y que puede
usarse para la determinacién cualitativa o cuantitativa de un determinado analito.De
acuerdo con las recomendaciones de la Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), un biosensor es un dispositivo autonomo integrado por un
receptor(o bio receptor) y un elemento transductor (Figura 8) que es capaz de
proporcionar informacion analitica cuantitativa o semicuantitativa (54).

Sus dos elementos son esenciales: en primer lugar, la capacidad de reconocimiento
molecular de un bio sensor (Figura 8) que pueden estar formados por; anticuerpos,
ADN, enzimas y componentes celulares de sistemas vivos 0 nanoparticulas, en
segundo lugar, el elemento transductor para traducir las interacciones del elemento
de bio reconocimiento en una sefal detectable, la cantidad de sefal generada es
proporcional a la concentracion del analito permitiendo mediciones tanto
cuantitativas como cualitativas en tiempos cortos. El elemento de bio
reconocimiento le da al sistema la capacidad de responder selectivamente a un
analito o grupo de analitos particulares, evitando asi las interferencias de otras
sustancias, por lo tanto, un elemento altamente selectivo y sensible de bio
reconocimiento (bio receptor) es la base para el desarrollo de un bio sensor
eficiente (54).

Analito
Sefial Sefal
_q Bio Analisisde
receptor Transductor datos

Ligando

Figura 8. Diagrama de un bio sensor. Se muestra del lado izquierdo un bio receptor
gue interacciona con un analito, posteriormente la informacion de la sefal de
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interaccion pasa a un elemento transductor que emite datos que pueden ser
analizados.

3.1.2.- Tipos de bio sensores
3.1.2.1.- Bio sensores de afinidad.

Los biosensores electroquimicos de afinidad, basados en el etiquetado enzimatico,
resuelven los problemas de deteccion radioactiva (por ejemplo, riesgos para la
salud) y abren nuevas posibilidades en ensayos bioldgicos ultrasensibles y
automatizados. Sin embargo, la investigacion bioldgica y otros campos cientificos y
tecnoldgicos necesitan una gama mas amplia de etiguetas mas fiables y més
robustas para permitir el bioandlisis de alto rendimiento y la determinacion
simultanea de mdltiples analitos. Las técnicas de marcado existentes (por ejemplo,
enzimas o isétopos) tienen varios inconvenientes: los marcadores usados tienen
tiempos de vida cortos y tienen un numero limitado de combinaciones practicas (de
mas de dos enzimas), para el andlisis simultaneo de diversos analitos existe
diferentes tipos de bio sensores por afinidad. A continuacion hablaremos de ellos
(54).

3.1.2.1.1.- Inmunosensores.

Los inmunosensores son bio sensores basados en ligando de afinidad en los que la
reaccion inmunoquimica se acopla a un transductor, estos bio sensores usan
anticuerpos como el elemento de deteccion bioespecifico y se basan en la
capacidad de un anticuerpo para formar complejos con el correspondiente
antigeno, los inmunoensayos estan entre los mas especificos de las técnicas
analiticas, estos proporcionan limites de deteccion extremadamente bajos y pueden
utilizarse para una amplia gama de sustancias. A medida que la investigacion
avanza hacia la era de la proteémica, estos ensayos se vuelven extremadamente
Utiles para identificar y cuantificar proteinas. Los inmunosensores se basan en
reacciones inmunoldgicas que se utilizan para el reconocimiento del antigeno por el
sitio de unién del anticuerpo para formar el complejo estable antigeno/anticuerpo
(54).

3.1.2.1.2.- Genosensores.

Los biosensores de ADN representan un tipo muy importante de biosensores de
afinidad en los que las moléculas de bio reconocimiento son oligonucleétidos de
secuencia conocida y el evento de reconocimiento es la hibridacion con las
secuencias complementarias. Entre los diversos tipos de sensores de ADN, el
sensor electroquimico tiene la ventaja que utiliza equipos muy simples para realizar
mediciones a bajo costo y cuenta con la posibilidad de miniaturizacion, los bio
sensores de ADN basados en la hibridacion de ADN juegan un papel cada vez mas
importante en el analisis de ADN, aunque no son el Unico tipo, ya que se han
estado desarrollando bio sensores basados en aptameros. Estos como tal no
hibridan con su blanco sino que utilizan la capacidad del ADN para plegarse y
formar estructuras terciarias que pueden unirse a un blanco especifico (54).
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3.1.2.1.3.- Aptasensores

Los aptdmeros son moléculas de &cido nucleico que se estan investigando para su
uso clinico y como sensores. Estas pequefias moléculas de ARN/ADN pueden
formar estructuras capaces de formar uniones especificas a proteinas de superficie
celular u otras dianas celulares y son esencialmente un equivalente quimico de
anticuerpos. Los aptameros tienen la ventaja de ser altamente especificosde tamafio
relativamente pequefio y no inmunogénico (11).La conjugacion de los aptdmeros y
las nanoparticulas de hierro puede utilizarse como un bioreceptor deS. pneumoniae,
para ser utilizado como unbio sensorbacteriano.Las nanoparticulas de oro pueden
ser utilizadas para numerosas aplicaciones, tales como la mejora de contraste en
microscopias, reparacion de tejidos, inmunoensayos, la desintoxicacion de fluidos
bioldgicos,hipertermia, la administracion de farmacos y la separacion de células.
Todas estas aplicaciones biomédicas requieren que las nanoparticulas tengan un
revestimiento superficial especifico, que tiene que ser no téxico y biocompatible.
Dichas nanoparticulas pueden unirse a los medicamentos, proteinas, enzimas,
anticuerpos o nucleétidos y aptameros y pueden ser dirigidas a un érgano, tejido,
tumor o en este caso a algiin microorganismo como una bacteria (10).A continuacion
se muestran algunos ejemplos de nanoparticulas conjugadas con aptameros para
ser utilizados como bio sensores:

En el afio 2010 Xun Mao y cols. desarrollaron una tira de nanoparticulas conjugadas
con aptameros utilizadas comobio sensorespara la deteccion rapida, sensible y
cuantitativa de las células cancerosas. Este sistema bajo circunstancias optimas fue
capaz de detectar un minimo de 4000 células sin ninguna otra
instrumentaciénunicamente mediante deteccion visual y 800 células con un lector de
banda maovil en un tiempo de 15 min. También en el 2013 Yi Chung Chang y cols.
disefiaron un métodorapido de deteccion de Staphylococcus aureus, el cual esta
basado en nanoparticulas de oro acopladas a aptameroscapaz de reconocer a su
blanco especificamente de entre otras catorce bacterias distintas.

Como los ejemplos anteriores se han desarrollado un gran niumero de bio sensores
o sistemas de suministros de farmacos basados en nanoparticulas acopladas con
aptameros de ADN o de RNA.Estos han repercutido notablemente en casi todas las
ramas de la medicina como la cardiologia (67), oftalmologia (62), endocrinologia
(61), oncologia (60),inmunologia (60) y ortopedia (66), los bio sensores de este tipo
no han sido Unicamente disefiados para el campo de la medicina también estan
siendo utilizados con otras funciones como; medir el intercambio de pH ( 65), la luz
(63), la temperatura (64), o la presencia de un analito tal como glucosa (68).

3.3.1.- Seleccion de aptameros.

Desde el establecimiento del procedimiento SELEX en 1990, muchos aptameros se

han generado contra una variedad de objetivos, incluyendo compuestos quimicos de

pequefias a grandes proteinas con multidominios, aunque el SELEX se lleva a cabo

por lo normal usando una molécula diana altamente purificada, un estudio teérico ha
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sugerido que los objetivos heterogéneos complejos también se pueden emplear para
la generacion de aptameros especificos (23).

Esta idea ha sido confirmada experimentalmente por la identificacion de los
aptameros contra los globulos rojos (24),seguido de la identificacidon contra
tripanosomas africano vivo (25)con la combinacion de un paso negativo de
seleccion,por medio de éste las variantes de union a las células no diana son
eliminados. Debido a varias caracteristicas atractivas de SELEX utilizando células
vivas o0 Cell-SELEX, variedades de células vivas se han utilizado como objetivos
para este procedimiento.

En el corto tiempo desde que Jack Szostak y Larry Gold describen de forma
independiente las bases de la metodologia para la evolucién in vitro de los
aptameros, estos ligandos se han surgido como una clase importante de moléculas
para aplicaciones terapéuticas y de diagnéstico (18).

El proceso para la seleccion de aptdmeros es conocido como systematic evolution of
ligands by exponential enrichment(SELEX), es la parte mas importante del
aislamiento de aptameros y consta de pasos iterativos de unién y amplificacion
usando una biblioteca de oligonucleétidos (18, 19). Antes de comenzar el proceso
SELEX, una biblioteca de oligonucleétidos mono catenarios de ADN debe ser
sintetizada quimicamente con secuencias fijas en cada extremo que flanquean
una regién de 40 nucledtidos sintetizados de manera aleatoria.

Se calcula que 1 nmol corresponde a aproximadamente 1x1019 secuencias y estos
se utilizan como una plantilla para generar un transcrito de 80 nucle6tidos con la
ADN polimerasa. Para iniciar el proceso SELEX, la biblioteca de oligonucle6tidos se
incuba con la proteina diana. Los aptameros unidos a la proteina se separan de los
aptameros no unidos y luego se amplifican y se purifican para cerrar una ronda del
proceso, las rondas de seleccidn posteriores seleccionan alin mas a la biblioteca de
aptameros, ya que se aplica presion para seleccionar sélo las interacciones de alta
afinidad. Por lo general el proceso de seleccion varia desde ocho hasta veinte
rondas para alcanzar la afinidad deseada por la proteina diana. Estos pasos son
automatizables??, lo que implica que el proceso SELEX puede seguir el ritmo de la
aceleracion hasta alcanzar la tasa de selecciondeseada.

Al finalizar el experimento SELEX los aptameros seleccionados son secuenciados y
analizados por su afinidad. Para lograr una sintesis quimica mas eficiente, los
aptdmeros se disefian con el tamafio mas pequefio posible para igualmente
conservar su alta afinidad. Por lo normal se trata de minimizar el tamafio de los
nucledtidos para alcanzar una longitud de 80 nucledtidos (22).
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IV. IMPORTANCIA DE CONTINUAR CON EL PROYECTO.

S. pneumoniae es una bacteria de importancia médica por los efectos que puede
tener sobre el paciente, por lo que un diagndstico temprano es necesario. Ademas
los métodos de diagndstico mas frecuentes generan falsos negativos, por lo tanto
se requiere desarrollar nuevos métodos de diagndstico bacterioldgico directosque
permitan obtener un método de bio sensado de este patégeno, disminuyendo el
tiempo de respuesta a los padecimientos causados por dicho patégeno, por lo que
es necesariola construccidon de un bioreceptor capaz de reconocer con alta
especificidad a esta bacteria, lo que redundara en el establecimiento de nuevos
esquemas para evitar padecimientos letales generados por S. pneumoniae y que
en un futuro podra ser utilizado como un método diagndstico de referencia.

V. HIPOTESIS.

Si una secuencia de aptameros puede unirse y reconocer especificamente a S.
pneumoniae, entonces éstos podrian conjugarse con nanoparticulas de oro para
funcionar como unbio receptor.

VI.OBJETIVOS.

6.1.- Objetivo general

Seleccionar un aptdmero especifico para S. pneumoniae que acoplado a
nanoparticulas de oro pueda funcionar como un bio receptor.

6.2.- Objetivos especificos

-Obtener una secuencia de aptameros que se una especificamente a la superficie
de S.pneumoniae.

-Conjugar aptameros a la superficie de las nanoparticulas de oro.

-Verificar la interaccidbn entre S. pneumoniae y las nanoparticulas de oro
conjugadas con los aptameros.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Disefio de oligonucledtidos

e

Seleccion de bacterias

Disefio de primers

N

Disefio de biblioteca de apt. Seleccion

Contra seleccion

W

Seleccion de aptameros

l

Comprobar especificidad de los
aptameros seleccionados

l

Sintesis de nanoparticulas

A

Acoplamiento AuNP's-Aptameros

A

Comprobar especificidad de la
nanoparticula AuNP's-Aptameros

:

Bio receptor (AUNP’s-Aptameros)
de S. pneumoniae.
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VIIl. METODOLOGIA.

8.1.- Cepas bacterianas.

Las bacterias utilizadas para los experimentos fueron;S. pneumoniae (ATCC 49619,
TIGR4, aislado clinico), Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella spp., Staphylococcus epidermidi, Helicobacter pylori y Acitenobacter
baumanii

8.1.1.- Cultivos en medio sélido.

Los cultivos se realizaron en agar sangre de carnero al 5% esterilizado, con un
estriado masivo e incubado a 37°C durante 18 h, en una atmoésfera regulada a
10% de CO2 (SANYO, COzIncubator).

8.1.2.- Cultivosen medio liquido.

Después del crecimiento en un medio sélido las bacterias son recuperadas del
medio y resembradas en un medio liquido Todd Hewitt enriquecido con extracto de
levadura al 5% estéril. EI medio inoculado se incub6 a 37°C durante 18 horas en
una atmésfera regulada al 10% de COx.

8.1.3.- Conservacion bacteriana en el laboratorio.

Las bacterias se cosecharon en medio solido y se almacenaronen criotubos
eppendorf estériles de 1.5 ml, al cual se le agregaron .750 pl de caldo Todd Hewitt
estéril y 0.200 pl de glicerol al 30% estéril y se mantuvo a -70°C.

8.2.- Cell-SELEX.
8.2.1.- Disefo del experimento.

Para nuestro proceso de seleccion hemos decidido tomar bacterias que se
relacionan con las zonas que coloniza S. pneumoniae, basandonos en las tres
patologiasmas comunes que causa el S. pneumoniae, que son; neumonia, otitis
media y meningitis. También se seleccionaron dos bacterias distintas a S.
pneumoniae, que causan cada una de patologias mencionadas y para corroborar
la especificidad,utilizamos dos bacterias que fueron elegidas unicamente por el
hecho de que no estan relacionadas con los tejidos que infecta S. pneumoniae.

8.2.3.- Bacterias de seleccion y contra seleccion

Otitis media Neumonia

Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae
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Meningitis No relacionados
Streptococcus pneumoniae Salmonella spp.
Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli

Ademas de esto también utilizamos tres cepas distintas de S. pneumoniae que son
TIGR4, ATCC 49619 y un aislado clinico, a las que una vez realizadas las rondas
de contra seleccion se les realizé rondas de seleccion a cada una. A continuacion
se muestra una tabla que indica los ciclos de seleccion y contra seleccion, siendo
nuestro blanco S. pneumoniae TIGR4 (Tabla 4).

1 Streptococcus pneumoniae 10 Klebsiella pneumoniae

(Exponencial)

2 Escherichia coli 11 Streptococcus pneumoniae

(Exponencial)

3 Streptococcus pneumoniae 12 Salmonella spp.
(Latencia)
4 Staphylococcus aureus 13 Streptococcus pneumoniae

(Estacionaria)

5 Streptococcus pneumoniae 14 Staphylococcus epidermidis

(Estacionaria)

6 Streptococcus pyogenes 15 Streptococcus pneumoniae

(Decaimiento)

7 Streptococcus pneumoniae 16 Streptococcus pneumoniae

(Decaimiento) ATCC 49619
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Pseudomonas aeruginosa 17 Streptococcus pneumoniae

aislado clinico

Streptococcus pneumoniae 18 Streptococcus pneumoniae
(Latencia) (Exponencial)
Tabla 4. Ciclos de seleccion y las diferentes bacterias que fueron utilizadas en

cada ciclo. En verde se encuentran marcadas las bacterias en ciclos de
seleccion y en rojo las bacterias en ciclos de contra seleccion.

8.2.3.- Distintos tiempos de crecimiento de S. pneumoniae.

Pensando en la posibilidad de que exista diferente expresion de proteinas
durante las diferentes etapas de crecimiento de la bacteria, decidimos tomar a
nuestra cepa “blanco” TIGR4 en diferentes etapas de su crecimiento, cada etapa
fue tomada un minimo de dos veces durante el proceso de seleccidon.La bacteria
fue tomada a las 3, 6, 14 y 22 h (figura 9).

i

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

l" Rhre
2hrec v

ANhre Qhre 2Nhre

Figura 9. Curva de crecimiento bacteriano. Los puntos rojos son las diferentes h
en las que la bacteria fue tomada.
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8.2.4.- Disefio de oligonucledtidos.

8.2.4.1.- Diseiio de la biblioteca de aptameros.

El disefio de la biblioteca de aptdmeros se realizdé considerando lo siguiente; una
secuencia denucleodtidos de 80 bases, una secuencia aleatoria de 40 bases
flanqueada de dos secuencias conocidas que hibridaron con los cebadores o
primers para su amplificacion, la secuencia se muestra en la Tabla 5.

5 - AAC CCA ATG GAT AGC CGC GAA 40N GGC GGATAC TATCCGGGAC -3

Tablab. Disefio de la biblioteca aptamero, la “40N” simboliza 40 nucledtidos
aleatorios.

8.2.4.2.- Diseio de los primers

Los primers fueron disefiados considerando que la secuencia sentido debia ser
purificada, por lo tanto el primer anti sentido fue biotinilado para posteriormente
purificarlo por medio de una cromatografia de afinidad acoplada a agarosa-
estreptavidina, a su vez el primer sentido fue marcado con 6FAM para
posteriormente comprobar su interaccién con nuestro blanco por microscopia de
epifluorescencia, las secuencias de los primersasi como sus modificaciones se
muestran en la Tabla 6.

Sentido 5’- AAC CCA ATG GAT AGC CGC GAA- 3’
Sentido 6FAM 5’-/6fam/AAC CCA ATG GAT AGC CGC GAA- 3’
Anti sentido 5- GTC CCG GAT AGT ATCCGC CTT- 3’

Anti sentido 5’- /biotina/GTC CCG GAT AGT ATC CGC CTT- 3
Biotinilado
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Tabla6. Disefio de primers. Dos de los cuales estdn modificados el primer sentido fue
marcado con 6FAM y en antisentido fue biotinilado

8.2.5- Incubacion de los aptdmeros con la bacteria blanco.

Para la primera ronda de seleccion de aptameros se incubaron 2X107células blanco (S.
pneumoniae) con 3 nmol de aptameros en 500uL de buffer de unién a 4°C por 30 min.
Después las células fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 min. para posteriormente ser
lavadas con 0.5 ml de buffer de lavado tres veces Yy centrifugadas a 12000 rpm por 10 min.
Posteriormente se extrajo el sobrenadante para conservar el pellet.

8.2.6.- Elucion y purificacion de aptameros.

La elucién de los aptameros de las células blanco se realiz6 con 500 microlitros de agua libre
de DNAsas a 95°C por 2 min. Se extrajo el sobrenadante, el cualfue directamente amplificado
por PCR para formar un pool enriquecido para la siguienteronda.

Para las siguientes rondas de seleccion los aptameros fueronincubados con las células blanco
utilizando 1.5ml de buffer de unién por 30 mina temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifugod y el sobrenadante se volvid a incubar con las células blanco. Los pasos de lavado y
elucion fueron realizados utilizando los mismos tiempos de incubacién y temperatura que en la
primera ronda de seleccion.

8.2.6.- Amplificacion y purificacion de aptameros seleccionados.

Las secuencias que se unieron a los blancos fueron amplificadas por PCR, lo que origind
laformacion de secuencias sentido y anti sentido de los aptameros que hayan logrado
adhesion con las células blanco.Esimportanteevitarqueelpool
deseleccibnsecontamineconestassecuencias, por lo que éstas fueron eliminadas por medio del
etiquetado del primer anti sentido con biotina, que seunié a la cromatografia agarosa-
estreptavidina. Una vez que esto ocurrid las cadenas sencillas fueron eluidas de las columnas
con .5 ml de 0.2 M NaOH, por altimo para la purificacién de los aptameros éstos se pasaron
por una columna para desalar y la cantidad resultante fue cuantificada por espectrofotometria
a 260nm.

8.2.8.- Contra seleccidn.

Las rondas de contraseleccion se realizaron con las bacterias que se muestran en la Tabla 4, a
diferencia de las rondas de seleccion posterior a la incubacién del aptamero con la bacteria,
seran conservados Unicamente los aptameros que no se unieron a las bacterias de contra
seleccién. Es importante mencionar que las rondas de seleccion y contra seleccion son
intercaladas para dar un total de dieciocho rondas.
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8.3.- Sintesis de AuNP'’s.

Se calento la disolucion de 200 ml de acido tricloroaurico al 0,01% hasta conseguir su ebullicion
en agitacion. Se utilizd6 un matraz de fondo redondo de 500 ml usando una placa caliente con
temperatura controlada con agitaciéon continua. Posteriormente se afiadio la solucion de citrato
de sodio al 1% y se continud calentando 15 min. para permitir una reaccion completa. Después
se dejo enfriar la solucidn a temperatura ambiente con agitacion continua y se agregé PEG de
peso molecular 3400. La solucion se agité a temperatura ambiente durante 2 h para permitir el
intercambio completo de las moléculas de citrato con PEG. La solucionAuNP's-PEG se
centrifugé a 10.000 rpm durante 90 min. en lotes de 10 ml. Después del centrifugado el
sobrenadante se decantd conservando el sedimento de AuNP's en el fondo del tubo de
centrifugacion. A continuacién se repitié el centrifugado para eliminar cualquier residuo de PEG
no unido u otros reactivos.

IX.- RESULTADOS
9.1.- Resultados de la seleccién de aptameros.
9.1.1.-Gel de agarosa de la biblioteca de aptameros

Para nuestro primer objetivo; “Encontrar una secuencia de aptameros que se una
especificamente a la superficie deS.pneumoniae” se corrobor6 la integridad de los aptdmeros
por medio de un gel de agarosa al 3%. El resultadonos mostro una Unica banda lo cual apunta a
gue la biblioteca de aptameros tiene un tamafio homogéneo. La migracion de las moléculas de
aptameros inferior a 50 pb explica porque los aptameros son moléculas de ADN de una séla
cadena(Figura 10).
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Figura 10. Biblioteca de aptdmeros. Se observa un gel de
—— agarosa al 3% de la biblioteca de aptameros en el carril
fi—" derecho, en el carril izquierdo se observa un marcador de

— 50pb.
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9.1.2.-Gel de agarosa del primer ciclo de seleccion.

Para purificar las secuencias de aptdmeros y obtener Unicamente las que tuvieran afinidad por la
bacteria blanco iniciamos los ciclos de seleccidn bajo las condiciones mencionadas en el disefio
del experimento. Se incubd la biblioteca de aptdmeros con la bacteria blanco, después se realiz
el protocolo de recuperacion de ADN que se indica en la metodologia, de éste se logro recuperar
y cuantificar tanto los aptameros que se adhirieron a la bacteria S. pneumoniae como los que no
adheridos. Los aptdmeros recuperadosfueron amplificados y purificados. EIl resultado nos
mostro que los dos tipos de aptameros fueron recuperados. La concentracion inicial de
aptameros que fueron incubados con la bacteria blanco fue de 20 pg/ul, de los cuales se
pudieron recuperar 11.7 pg/ul aptdmeros no adheridos y 5.8 pg/pl aptameros adheridos a la
superficie de la bacteria. Los aptameros recuperados adheridos y no adheridos fueron resueltos
en un gel de agarosa al 3%, (Figura 11).

1 2 3 4

Figura 11.Primer ciclo de seleccion. Se observa en el primer carril del lado izquierdo un
marcador de 50 pb posteriormente se observa la biblioteca de aptdmeros, seguido de estos se
observan los aptameros que si se adhirieron a la bacteria, y por ultimo se muestran los
aptameros que no se lograron adherir a la bacteria.
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9.1.3.- Cuantificacion de aptameros recuperados utilizando diferentes tiempos de incubacion con
la bacteria blanco.

Durante la estandarizacion del proceso de seleccion de los aptameros y con el objetivo de
purificar una secuencia de aptdmeros capaz de unirse especificamente a la bacteria blanco se
ensayaron diferentes tiempos de incubacion de la bacteria con los aptameros para determinar si
al variar el tiempo de incubacién existiria una variacion en la cantidad de aptameros adheridos a
la bacteria y poder determinar el tiempo mas corto de incubacion para evitar la lisis de la bacteria
y asi no obtener mezclas de los aptameros con el ADN bacteriano. Serealiz6 la incubacién a
diferentes tiempos y posteriormente recuperamos y cuantificamoslos aptamerosque se unieron
a nuestra bacteria blanco,asi mismo los aptameros que no se unieron Yy también el ADN
gendmico recuperado junto con los aptdmeros adheridos. Es importante mencionar que las
muestras fueron leidas por medio de espectrofotometria, los aptameros adheridos y no
adheridos fueron cuantificados a 260 nm mientras que el ADN gendémico se ley6 a 280 nm. Para
esto utilizamos ocho diferentes tiempos de incubacidon y como resultado encontramos que el
tiempo de incubacion no parece alterar los aptameros recuperados del proceso de seleccion, ya
gue en los diferentes tiempos se lograron obtener cantidades similares sin encontrar una
diferencia significativa (tabla 7 y figura 12).

Cuantificacién de aptameros a diferentes tiempos de
incubacién pg/ul
ADN
Tiempo No adherido Adherido Gendmico
10 min 10 5.5 0.000054
20 min 9.4 6.2 0.000066
30 min 9.8 6.2 0.000028
40 min 11.6 5.8 0.000084
50 min 11.3 5.6 0.000024
60 min 10.3 6.9 0.00002
90 min 11.2 6.4 0.000036
120 min 10.4 6.3 0.000022
Concentracidn inicial 20 pg/ul

Tabla 7. Cuantificacion de aptameros a diferentes tiempos de incubacion con la bacteria blanco,
cuantificaron do tipos de ADN; adherido y no adherido (ssDNA)y gendmico (doble cadena).
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Figura 12. Gréafica de aptdmeros cuantificados a diferentes tiempos de incubacion. Las barras
rojas representan el ADN no adherido, las barras azules representan el ADN eluido de una
sola cadena, las barras verdes representan el ADN eluido de doble cadena.

9.1.4.- Cuantificacién de aptameros recuperados utilizando diferentes tiempos de elucién de la
bacteria blanco. aptameros a diferentes tiempos de incubacién con la bacteria blanco,
cuantificaron do tipos de ADN; adherido y no adherido (ssDNA)y gendmico (doble cadena).

Para optimizar las rondas de seleccion de los aptameros y evitar la menor lisis celular de la
bacteria blanco al momento de eluir los aptdmeros que lograron la adhesién, lo que nos da como
resultado un procedimiento mas eficiente y rapido, decidimos analizar qué tiempo de elucién era
el mas apropiado para evitar la pérdida de aptdmeros adheridos a la bacteria y la presencia de
mas contaminantes. Para esto variamos los tiempos de elucion y mantuvimos la temperatura
constante a 95°C. Como resultado obtuvimos que no existe una diferenciasignificativa al
aumentar el tiempo de elucion, por lo que decidimos mantener a 2 min. Los resultados se
muestran en la Tabla 8 y en la Figura 13.

Cuantificacidon de aptameros con 30 min de
incubacion a diferentes tiempos de elucion
alcalina ug/ul

2min  [5min |10 min

ADN eluido 4.8 5 4.7
ADN adherido 12 11.2 12.7

Concentracion inicial 18 pg/pl

Tabla 8. Variacion en los tiempos de elucion de los aptameros unidos a la bacteria blanco. Se
observa la cuantificacion de los diferentes tiempos de elucién.
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Figura 13. Grafica de la Variacion en los tiempo de elucién de los aptameros unidos a la bacteria
blanco. Las barras rojas simbolizan el ADN adherido, barras azules ADN no adherido.

9.1.5.- Gel de agarosa de diferentes rondas de seleccién de los aptameros.

Para terminar los ciclos de seleccion de aptdmeros decidimos comprobar los resultados de
nuestras rondas de seleccibn mediante un gel de agarosa al 3% en el que se observan los
resultados de diferentes rondas de seleccion.Asi mismo se observa la presencia de aptdmeros
en todas las rondas mostradas y como caracteristica observamos que existe una disminucion
gradual en el ancho de las bandas conforme avanzan los ciclos de seleccion, esto a pesar de
gue se utilizaron las mismas cantidades para todos los ciclos, o que nos indica que aunque en
cada ciclo se estan amplificando los aptameros purificados, se esta disminuyendo la cantidad de
los mismos.Esto también nos indicé que durante las distintas ondas de seleccion se obtuvo el
efecto deseado al disminuir la cantidad de aptameros seleccionados y Unicamente conservamos
los que mantuvieran una buena afinidad por nuestra bacteria blanco. A continuacion en la Figura
14 se observan los resultados de los diferentes ciclos de seleccién de los aptameros.

Ciclos Apt 3 6 9 12 15 18(final)

Figurald. Distintos ciclos de
selecciéon de aptameros. Gel de
agarosa al 3% en donde se
muestran 6 rondas de seleccion
del aptadmero. En el primer
carril se observa un marcador
de 50 pares de bases, en el
segundo carril se muestra la

]l o ,
e biblioteca de aptameros vy

500b P ﬂ . o il posteriormente los ciclos de
B ‘ | S o purificacién siendo el 18 el
altimo.




9.2.- Prueba de la especificidad de los aptameros seleccionados.

Una vez comprobado que se obtuvieron aptdmeros durante las rondas de seleccion y para
finalizar con nuestro primer objetivo decidimos comprobar la interaccion especifica del
aptameroseleccionado después de todas las rondas de seleccion. Se utilizé también la biblioteca
de aptameros como control, la cual estd marcada con 6FAM y tiene la capacidad de adherirse a
cualquier bacteria; y el aptamero obtenido en el ciclo de seleccion nueve. Los tres distintos
aptameros fueron incubados con las bacterias blanco durante 30 min a 4 °C y a continuacion se
observaron las bacterias al microscopio de fluorescencia. Como control negativo utilizamos dos
bacterias ajenas al proceso de seleccion estas fueron Helicobacter pylori y Acitenobacter
baumanii.

9.2.1.- Biblioteca de aptdmeros marcada con 6FAM como control.

Como control positivo decidimos utilizar nuestra biblioteca de aptameros, esta tiene como
caracteristica la capacidad de unirse a cualgquier microorganismo, como se mostro en la tabla 6.
El primer forward fue modificado con 6FAM, para poder observar la interaccién de los aptameros
con la bacteria por medio de microscopia de epifluorescencia. La incubacién se realizd en buffer
PBS 1X como se explica en la metodologia y el tiempo fue de 30 min. a 4 °C. Todas las cepas
bacterianas utilizadas durante el proceso de seleccién fueron incubadas con la biblioteca de
aptameros marcados con 6FAM. Como resultado se pudo observar que nuestra biblioteca se
unié a todas nuestras bacterias, o que nos indica la capacidad de unién que tienen los
aptameros a cualquier microorganismo. A continuacion se muestran las microscopias de las
diferentes bacterias marcadas con los aptameros (Figura 15).

S. pneumoniae Aislado
TIGR4 clinico
S. pneumoniae Streptococcus
49619 pyogenes

Figura 15. Continua.
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Pseudomonas Helicobacter
aeruginosa pylori
Staphylococcus
AUreUs Salmonella
spp.
Kiebsiella Staphylococcus
pneumoniae epidermidis
Esc.herichia Acinetobacter
coli baumanii

Figura 15. Microscopias de fluorescencia. Aptameros marcados con fluoresceina se
adhieren a diferentes bacterias.
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9.2.2.- Prueba de la especificidad del aptamero en el paso nueve del proceso de seleccion.

Después de comprobar la interaccion de la biblioteca de aptameros con las diferentes bacterias
decidimos probar el aptamero resultado del ciclo nueve que es justamente la mitad del proceso
de seleccion con la intencion de conocer la capacidad de union de los aptameros a la mitad del
experimento, éste fue probado utilizando los mismos parametros que se utilizaron durante las
microscopias anteriores, como resultado obtuvimos que el aptdmero producto del ciclo de
seleccidbn nueve Unicamente se adhiri6 a la cepa Salmonella spp.,brindando una sefal
fluorescente al microsocpio de menor intensidad que la observada en los controles. Es
importante recordar que, como se muestra en la tabla 4, esta bacteria en el ciclo nueve aun no
habia pasado por el ciclo de seleccidn. Por otra parte, aunque K. pneumoniae y E. epidermidis
tampoco habian pasado por ningun ciclo de seleccion los aptameros no mostraron la capacidad
de unirse a estas dos bacterias, ademas también constatamos que aunque las otras dos
diferentes cepas de S. pneumoniae tampoco habian pasado por ningun ciclo de seleccién los
aptameros lograron adherirse a las diferentes cepas de esta bacteria. Este resultado nos
muestra la capacidad del proceso de seleccion de los aptameros para purificar y generar
secuencias que van aumentando su especificidad gradualmente a medida que avanzan los
ciclos de seleccién. A continuacién se observan las microscopias de estas interacciones, las
microscopias en las que no se logré adhesion de la bacteria con los aptameros, se tomé la
microscopia en campo claro (Figural6).

S. pneumoniae TIGR4 Klebsiella pneumoniae

S. pneumoniae 49619 Staphylococcus aureus

Aislado clinico Staphylococcusepidermidis

Figura 16. Continla




/ Il )
Pseudomonasaeruginosa Salmonella spp

Escherichacoli Helicobacter pylori

Streptococcus pyogenes Acinetobacterbaumannii

Figura 16. Microscopias de epifluorescencia. Aptameros marcados con fluoresceina se
adhieren a algunas bacterias durante en ciclo nueve del proceso de seleccion de
aptameros.

9.2.3.- Prueba de la especificidad del aptdmero final.

Para comprobar la interaccion especifica de los aptameros finales seleccionados con la bacteria
blanco se realizé el mismo procedimiento, pero en esta ocacion utilizando el aptamero final que
al igual que los dos anteriores éste fue marcado con 6FAM y puesto a interaccionar bajo las
mismas condiciones. A continuacion se muestran los resultados (Figural?).
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S. pneumoniae TIGR4 Staphylococcusepidermidis

S. pneumoniae 49619 Pseudomonasaeruginosa

Aislado clinico Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae

Escherichacoli Helicobacter pylori

Salmonella spp.

Figura 17. Microscopias de epifluorescencia. Aptameros marcados con fluoresceina se
adhieren especificacmente a S. pneumoniae.
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9.2.4.- Resultados observados.

flnal

S. pneumoniae TIGR4

S. pneumoniae 49619 @ @ @
S. pneumoniae aislado clinico @ @ @
Salmonella spp. @ @ (g)
Staphylococcus epidermidis (‘

@ X ®
Pseudomonas aeruginosa @ @ @
Staphylococcus aureus

Y, ® ®
Klebsiella pneumoniae

& ® ®
Eschericha coli

), ® ®
Streptococcus pyogenes

Y ® ®
Helicobacter pylori
Aci b b ii @ @ @

cinetobacter baumannii
Y, ® ®

Tabla 9. Resultados observados. Se marca con una paloma en color verde las bacterias a las
que se adhirio el aptdmero en sus diferentes ciclos, desde el control que es la biblioteca de
aptameros pasando por el ciclo 9 y por ultimo el ciclo 18 con el aptamero final.

9.2.5.- Conclusiones sobre la especificidad de los aptdmeros seleccionados.

De los resultados anteriores podemos concluir que al aptdmero final tnicamente se adhirio a la
bacteria blanco y que como observamos en el aptdmero resultado del ciclo nuevo
vandisminuyendo gradualmente los aptameros capaces de adherirse a otras bacterias y se
seleccionan los que Unicamente se adhieren a nuestro blanco. Es importante destacar que las
bacterias utilizadas como control negativoH. pylori y A. baumanii no no se unieron a los
aptameros finales, por lo que constatamos que estos aptameros tienen la especificidad requerida
para nuestro bio receptor bacteriano (Tabla 9).

9.3.- Acoplamiento de AuNP’s-aptdmeros a la S. pneumoniae.

Una vez obtenido un aptamero especifico para nuestra bacteria blanco,hemos decidido utilizar
nanoparticulas de oro para conjugarlas a los aptameros,ya que son faciles de sintetizar y son
estables. Para esta parte de nuestra investigacion fue necesario presentar el antecedente que
nos dice que la funcionalizacion altera las propiedades de absorcion de AuNP’s debido a: la
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interaccion entre el campo de los ligandos y la nube de electrones de superficie, ocasionando
un desplazamiento de su espectro de absorcion.>*Teniendo este antecedente en cuenta
utilizamos como base una AuNP’s simple, la cual nos generd un espectro de absorbancia con
un pico mas alto en 520 nm, el cual se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro de absorbancia de AuNP’s.

Posteriormente se sintetizaron AuNP’s, pero esta vez fueron recubiertas con PEG tiolado y
carboxilado. Dichas nanoparticulas generaron un espectro de absorbancia desplazado. Como
era de esperarse si habia una correcta funcionalizacién de nuestras nanoparticulas(Figura 19).
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Figura 19. Espectro de absorbancia de AUNP’s-PEG.

Para finalizar, nuestra nanoparticula pegilada fue funcionalizada utilizando los aptameros
finales, la funcionalizacién se realizé por medio de NaOH y posteriormente también se obtuvo
el espectro de absorbancia de dichas nanoparticulas(Figura 20).
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Figura 20. Espectro de absorbancia de AuNP’s-PEG-Apt.

Para observar de forma clara el desplazamiento del espectro de absorbancia a medida que se
funcionalizaban las nanoparticulas hicimos un empalme de los tres graficos anteriores en
donde se muestra el efecto del desplazamiento de manera més clara (Figura 21).
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Figura 21. Desplazamiento del espectro de absorbancia.

63



En la grafica de la Figura 21 se observan los puntos mas altos de cada espectro y se puede
apreciar un desplazamiento en la longitud de onda de cada nanoparticula a medida que su
superficie es modificada. Al funcionalizar las nanoparticulas con los aptameros cuantificamos la
cantidad de aptdmeros antes de la unién con la nanoparticula y posterior a la union con la
nanoparticula, de esto la cuantificacion inicial fue de 10ng/ul. Al final del procedimiento las
nanoparticulas fueron centrifugadas y se cuantific6 el ssADN que permanecié en el
sobrenadante obteniendo 7.3 ng/ul. De esteresultado podemos concluir por el desplazamiento
de la curva del espectro y por el ssDNA cuantificado antes y después de la adhesion que se
esta uniendo un 27% de aptamero a la hanoparticula.

Ademas de esto podemos concluir que la nanoparticula est4 caracterizada con los aptameros
finales, dado el desplazamiento del espectro de absorbancia el resultado de esta parte de
nuestra investigacion es satisfactorio y de esta forma damos como concluido nuestro segundo
objetivo que es realizar el bio conjugado aptameros-nanoparticulas.

9.3.- Union de AuNP’s-aptameros a la S. pneumoniae.
9.3.1.- Interaccion de la AuNps-biblioteca de aptameros a la S. pneumoniae como control.

Para comprobar la interaccién de la nanoparticula Au-PEG-aptamero con nuestras bacterias
blanco, nuestro tercer obijetivo, inicialmente decidimos tomar como control un conjugado de las
nanoparticulas Au-PEG-aptameros utilizando la biblioteca inicial de aptdmeros que tiene la
capacidad de unirse a cualquier microorganismo, estos aptameros estan marcados con
6FAM.Ademas de esto también marcamos las bacterias utilizando DAPI como control, 5 pl de
bacterias a una densidadoptica de 0.1 fueron incubados durante 30 min. a 4°C con 5 pl de NP's
Au-PEG-aptamero a una concentracion de 10 pg/pl en buffer PBS 1X. Posteriormente las
bacterias fueron centrifugadas a 1500 g por 5 min, esto es para eliminar las nanoparticulas que
no se unieron a las bacterias para después lavarlas 3 veces con buffer PBS 1X, centrifugarlas y
resuspenderlas, después de resuspenderlas las muestras fueron observadas por medio de un
microscopio de fluorescencia Leica 2000 utilizando primero el campo claro, después el filtro azul
(emision 461nm) y por ultimoel filtro verde (emisiébn 519nm). A continuacion se muestran los
resultados (Figura 22).

DAPI ~Campo claro Fluoresceina

S. pneumoniae
TIGR4
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Figura 22. Continta
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Figura 22. Microscopias de epifluorescencia biblioteca de aptameros conjugada
con AuNp’s. Se muestra la biblioteca de aptameros conjugada con AuNP’s en
interaccion con las diferentes bacterias utilizadas para la seleccion, en la columna
izquierda se observan las bacterias tefiidas con DAPI, en la columna central se
observa una microscopia en campo claro, mientras que en la columna de la
derechas se muestra las apt-AuNP’s marcadas con fluoresceina en la superficie
bacteriana.

9.3.2.- Interaccion especifica de la AUNP's-aptameros seleccionados a la S.
pneumoniae.

Para comprobar la interaccion de la nanoparticula Au-PEG-aptamero esta vez para
el acoplamiento de la NP's-aptdmero utilizamos los aptdmeros seleccionados
después de los 18 ciclos de seleccion, éstos fueron amplificados y purificados y la
incubacion de la nanoparticula con la bacteria se realizO con las mismas
condiciones que se mencionan para las microscopias anteriores. A continuacion se
muestran los resultados (Figura 23).
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Figura 23. Microscopias de epifluorescencia del aptamero final conjugado con AuNP’s. Se
la interaccion de la nanoparticula con las diferentes bacterias utilizadas para su seleccion,
en la columna izquierda se observan las bacterias tefiidas con DAPI, en la columna central
se observa una microscopia en campo claro, mientras que en la columna de la derechas
se muestra las apt-AuNP’s marcadas con fluoresceina en la superficie bacteriana.

9.3.3.- Resumen de resultados observados.

Resultados observados

final

S. pneumoniae TIGR4 )

Q

S. pneumoniae 49619 @ @
S. pneumoniae aislado clinico @ @
Salmonella spp. @ (x‘)
Staphylococcus epidermidis @ (g)
Pseudomonas aeruginosa @ (X‘J
Staphylococcus aureus @ (k
)
Klebsiella pneumoniae @ (g)
Eschericha coli @ (g
)

Streptococcus pyogenes @ r
X
Helicobacter pylori @ (g
)
Acinetobacter baumannii @ @

Tabla 10. Resumen de resultados observados. Las bacterias marcadas en rojo
son las que no estuvieron en interaccion con los aptameros durante el proceso de
seleccion.

En la Tabla 10 podemos observar los resultados de esta parte de la investigacion.
La capacidad selectiva de las nanoparticulas conjugadas con los aptameros, de
una manera mas clara observamos que nuestra nanoparticula a diferencia de los
controles Unicamente se unid a las bacterias blanco.

9.4.- Prueba de la AuNP's-aptameros adherida a la bacteria a diferentestiempos de
incubacion.

Una vez que comprobamos que nuestra nanoparticula era capaz de unirse
Unicamente a nuestras bacterias blanco decidimos probarla a diferentes tiempos de
incubacion utilizando 5, 15, 30 min, ya que consideramos que los métodos de
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diagnéstico de S. pneumoniae son tardados y la intencion de esta investigacion es
acortar ese tiempo de diagnéstico.De esta variacién en los tiempos de incubacion
pudimos observar que se podian encontrar algunas bacterias marcadas desde los 5
min. y que la cantidad de bacterias marcadas aumentaban gradualmente en los tres
tiempos analizados (Figura 24).

Fluoresceina DAPI Campo claro

5 min

15 min

30 min

Figura 24. Microscopias de epifluorescencia aptamero final conjugado con AuNP’s en
distintos tiempos de interaccién con la bacteria blanco. Se observa el conjugado apt-
AuNP’s en interaccion con las bacterias blanco, en este experimento unicamente varia
el tiempo de incubacién de las apt-AuNP’s en la columna izquierda se observan estas
en interaccion con su blanco, en la columna central se observan las bacterias tefidas
con DAPI, mientras que en la columna de la derechas se muestra la microscopia en
campo claro.



X. DISCUSION.

Los métodos confiables para la deteccion rapida y selectiva de patdégenos son
fundamentales para garantizar la higiene de los alimentos que consumimoso para
diagnosticar las enfermedades bacterianas infecciosas con precision y rapidez,
especialmente en el diagnostico clinico.Es deseable la deteccidon de hasta una sola
célula, ya que incluso una concentracidbn muy baja de las bacterias puede conducir
a la enfermedad. La necesidad degenerar bio sensoresmas especificos, confiables
y sensiblespara los patdgenos ha promovido la investigacién sobre el potencial de
las nanoparticulas y su utilizacion en sistemas de biosensado. Algunas
nanoparticulas con propiedades 6pticas, electroquimicas o magnéticas particulares
pueden aumentar la velocidad y la detectabilidad de los métodos de diagndstico.
Ademas, la posibilidad de utilizarlos en una variedad de configuraciones distintas
nos permite considerar su implementacion como sistemas fundamentales para una
nueva generacion de dispositivos con novedosas caracteristicas.

Por lo tanto, los nano materiales en la época actual han surgido como importantes
componentes de diferentes dispositivos bio analiticos, ya que han demostrado una
gran capacidad de deteccion. También en su mayoria resultan ser faciles de
sintetizar como las AuNP's, ademas de ser estables en el medio ambiente. Por
estas caracteristicas cada vez mas investigadores han decidido direccionar sus
campos de investigacion hacia la nanotecnologia, las propiedades especificas de
los distintos nano materiales ofrecen distintas alternativas a los métodos clasicos de
biosensado, también la combinacion de diferentes nano materiales con diferentes
caracteristicas han incrementado la capacidad de accion de los nuevos conjugados
para biosensores generando una amplia gama de métodos con buenas
caracteristicas para ser utilizados en el campo de los diagnésticos, aunado a esto
algunos autores(27) predicen que el campo en desarrollo de los aptasensores
dominara el mercado de los biosensores en poco tiempo, especializandose en el
campo del diagnostico biomédico y la atencion clinica, lo que nos orilla como
investigadores aldesarrollo, investigacion y comprension de cada vez mas
sofisticados métodos de deteccion, a tal grado que podamos constatar un evento
de unién molecular, lo que implicaria la generacién de sensores de alto rendimiento
capaces de detectar mdltiples analitos en paralelo. Los aptasensores
desempefiardn papeles cada vez mas importantes en la farmacogendmica, el
diagndstico, el antidopaje, la ciencia forense y la bioseguridad. Conociendo estos
antecedentes nos hemos dado a la tarea de implementar una nanoparticula con la
capacidad de reconocer especificamente a S. pneumoniae como un bio receptor
capaz de ser acoplado a un elemento transductor y asi lograr un bio sensor de este
patégeno. Es importante resaltar que a través de esta investigacion hemos
conjugado el desarrollo de nanotecnologia con la implementacion de aptasensores,
para esto el primer paso en el desarrollo de nuestro bio receptor fue el de la
seleccidon de los aptameros especificos contra S. pneumoniae, la especificidad de
éstos la pudimos comprobar mediante microscopias de epifluorescencia en las que
nuestros aptameros seleccionados estaban marcados con fluoresceina y al
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interaccionarlos con diferentes bacterias observamos que Unicamente se unieron a
la bacteria blanco. Una vez comprobada la interaccion especifica de nuestros
aptameros procedimos al desarrollo de una nanoparticula de oro, este tipo de
nanoparticula fue elegida dada la estabilidad, su capacidad electroquimica y su
facilidad para ser sintetizada, la manera en la que pudimos conjugar nuestra
nanoparticula con los aptdmeros fue mediante un recubrimiento de PEG tiolado que
posteriormente fue tratado con NaOH para que pudiera darse la unién entre la
nanoparticula y los aptameros, la modificacion de la superficie de la nanoparticula
fue comprobada mediante el analisis de la curva de espectrofotometria en el que
pudimos constatar que cuando realizdbamos una modificacibn a nuestra
nanoparticula ésta era desplazada, lo que nos indicO que realmente existia una
modificacion en ellas.

La dltima parte de nuestra investigacion consistio en comprobar que la interaccion
de la nanoparticula acoplada con los aptameros seleccionados fuera especifica
para S. pneumoniae. Para esto utilizamos dos fluorescencias, la primera fue la
fluoresceina verde que se encontraba marcando los aptdmeros que a su vez
estaban recubriendo la superficie de las AuNP's, la segunda fluorescencia fue el
DAPI, éste tiene como caracteristica la capacidad de unirse a regiones enriquecida
de adenina y timina en el genoma bacteriano, o que nos da como resultado el
marcado de la bacteria con un contraste azul, al hacer la interaccion de la AuNP's-
apt comprobamos que Unicamente marcO a la bacteria blanco, lo que indica la
especificidad de nuestro sistema para unirse a S. pneumoniae. A su vez también
pudimos observar que esta tecnologia es funcional como método diagndstico,
aunque podemos decir que para la utilizacion de este sistema como un bio sensor
es necesario el desarrollo del elemento transductor, ademas de la comprobacién de
su correcto funcionamiento y aunque aun consideramos gue esta investigacion esta
en un punto basico de su desarrollo, pudimos completar los objetivos de nuestra
investigacion.

Xl. CONCLUSIONES

Para hacer nuestras conclusiones mas claras las hemos dividido en tres partes
acordes a cada uno de nuestros objetivos;

Objetivo 1. “Seleccionar secuencias de aptdmeros que se unan especificamente a
la superficie de S.pneumoniae”. Como resultado de las primeras microscopias
(Figura 15) del aptamero seleccionado, podemos concluir que se logré adherir
Unicamente a las bacterias blanco mientras que no se adhiri6 a ninguna de las
bacterias utilizadas para la contra seleccion, tampoco se adhirié a las dos bacterias
qgue no fueron utilizadas durante el proceso de seleccion que fueron H. pylori y A.
baumanii, esto nos indica la capacidad del proceso de seleccién de los aptameros
para purificar secuencias especificas de union a un blanco deseado.

Objetivo 2. “Lograr la adhesion de aptameros a la superficie de las nanoparticulas de
oro”. Una vez seleccionados los aptameros y comprobada su especificidad
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realizamos la sintesis de la nanoparticula pegilada la cual al mantenerla en agitacion
en medio con (hidréxido de sodio) NaHO, los aptdmeros lograron adherirse a la
superficie de la nanoparticula, esto pudo ser comprobado por medio del
desplazamiento de los tres diferentes espectros de absorbancia (Figura 21) y
también por la cuantificacion anterior y posterior a la agitacion.

Objetivo 3. “Comprobar la interaccion entre S. pneumoniae y las nanoparticulas de
oro conjugadas con los aptameros”. Posteriormente, pudimos observar que el
conjugado de AuNP’s-PEG-aptameros logré adherirse Unicamente a las bacterias
blanco (Figura 23), ademas después del analisis de los tiempos de incubacion del
conjugado con la bacteria pudimos observar que desde los primeros 5 minutos de
interaccidn nuestra nanoparticula comenzé a marcar algunas bacterias blanco
(Figura 24).

Como conclusién, observamos que el conjugado AuNP’s-PEG-aptamero logro
adherirse especificamente a las bacterias blanco, lo que le da una excelente
capacidad de funcionar como un bio receptor, ademas al utilizar nuestro bio receptor
acortaria bastante el tiempo de diagndstico de S. pneumoniae, ya que pudimos
constatar que nuestra nanoparticula fue capaz de lograr el reconocimiento de su
blanco desde los primeros cinco minutos, esto demuestra que nuestro sistema es
capaz de lograr un buen reconocimiento de la S. pneumoniae.
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