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RESUMEN:

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos es un patégeno bacteriano prioritario
en el problema global de la resistencia antimicrobiana (AMR). En las personas con fibrosis
quistica, la infeccion pulmonar causada por P. aeruginosa se ha asociado con una mortalidad
alta y una baja esperanza de vida, debido a la seleccion de variantes raras que complican el
diagnéstico oportuno, y con alta AMR que perjudican la efectividad de los tratamientos
disponibles. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han demostrado una alta actividad
antimicrobiana contra diferentes patdégenos bacterianos, mientras que el aptamero F23 ha
demostrado reconocer con alta afinidad y especificidad a P. aeruginosa, ademas de mantener
su reconocimiento tras su acoplamiento con AgNPs. Sin embargo, es importante evaluar otras
configuraciones de conjugacién para seleccionar aquella con mayor reconocimiento por P.
aeruginosa. Objetivo. Desarrollar complejos constituidos por AgNPs y el aptdmero F23 y
visualizar por microscopia electrénica su interaccion con P. aeruginosa. Métodos. Tres
configuraciones tioladas del aptdmero F23 fueron conjugadas con AgNPs mediante
quimiosorcion. La formacion de conjugados (F23-C6-AgNPs, AgNPs-C6-F23 y F23-C2-
AgNPs) se determind por el incremento de la distancia de migracién electroforética y el
desplazamiento del pico maximo de absorcion. El reconocimiento selectivo de los conjugados
se evalué en 3 cepas de referencia de P. aeruginosa y 3 cepas no-P. aeruginosa
(Pseudomonas alcaligenes, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia), mediante
la deteccion del pico maximo de absorcion de cada conjugado en los sobrenadantes de caldos
de cultivo incubados con ellos, cuya absorbancia es directamente proporcional al
reconocimiento del conjugado por cada bacteria. La visualizacion de los efectos
antimicrobianos de los conjugados se evalud por microscopia electronica de transmision en
una cepa de referencia de P. aeruginosa, una cepa de P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos y S. maltophilia. Resultados. Se obtuvieron los conjugados F23-C6-AgNPs,
AgNPs-C6-F23 y F23-C2-AgNPs, corroborado por el desplazamiento de su pico maximo de
absorcion de una densidad 6ptica de 396 nm (ODazgs) para AgNPs no acopladas, a ODao,
ODuo3 y ODu4os, respectivamente, asi como por el incremento evidente en su distancia de
migracion electroforética. EI complejo F23-C2-AgNPs logré reconocer P. aeruginosa entre
especies filogenéticamente cercanas (p<0.01) y demostré un dafio ultraestructural en una
cepa de referencia de P. aeruginosa y en una cepa de P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos, que no se observd en S. maltophilia. Estos hallazgos respaldan la
factibilidad de desarrollar sistemas nanoestructurados selectivos como alternativas

terapéuticas contra P. aeruginosa.

PALABRAS CLAVE: Resistencia antimicrobiana, P. aeruginosa, Aptameros, Nanoparticulas
de plata, Nanomedicina.
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INTRODUCCION

El microorganismo mas frecuentemente aislado de las secreciones respiratorias de los
individuos con fibrosis quistica (CF) es Pseudomonas aeruginosa. El ambiente pulmonar
hostil de estos pacientes, caracterizado por una presion selectiva constante derivada del
sometimiento a antibioticoterapias prolongadas, ha favorecido la seleccién de cepas cada vez
mas eficientes en la colonizacion pulmonar, la formacion de biopeliculas y una mayor
resistencia antimicrobiana (AMR), lo que perjudica la efectividad de las terapias de
erradicacion actuales. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) ha reconocido a P.
aeruginosa como una de las bacterias con mayores repercusiones en la mortalidad de los
individuos infectados y como uno de los bacilos mas importantes en la “crisis” de AMR; por lo
que ha promovido la investigacion y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos,
herramientas diagndsticas y vacunas que permitan combatir este problema de salud mundial.
Este trabajo converge con dichas directrices, al pretender establecer las bases para el
desarrollo de nuevas estrategias con potencial terapéutico especifico contra P. aeruginosa,
basadas en la selectividad del aptamero F23 por P. aeruginosa y en las propiedades
antimicrobianas innatas de las nanoparticulas de plata (AgNPs). Es imprescindible evaluar el
funcionamiento de dichos complejos para reconocer a P. aeruginosa de entre otras especies

filogenéticamente cercanas.

MARCO TEORICO

Resistencia a los antimicrobianos y Pseudomonas aeruginosa.

La AMR es un problema de salud que afecta a distintos grupos poblacionales a nivel mundial
(1,2). Distintos microorganismos se han adaptado para sobrevivir en presencia de diferentes
agentes antimicrobianos, lo que ha resultado en la reduccion de la eficacia de los tratamientos
actuales y en aumentos significativos de los gastos econdmicos destinados a su terapéutica
(3).

Las estimaciones sugieren que, en caso de no atender el problema de manera seria, los
gastos anuales para el aino 2050 podrian superar los 100 billones de délares y ocasionar
cerca de 10 millones de muertes (4,5). En dicho problema de salud, las variantes resistentes
a los carbapenémicos (CARB) de P. aeruginosa forman parte de la lista actual de patégenos
bacterianos prioritarios emitida por la WHO, y en su analisis de decisiones de criterios
multiples esta posicionada en la categoria de alta prioridad, debido primordialmente a la
mortalidad que ocasionan sus infecciones y a su capacidad alta de desarrollar resistencia
incluso a antibioticos de reciente formulacion (4,6).

En ese respecto, P. aeruginosa es responsable de una proporcion alta de las muertes por

infecciones nosocomiales a nivel mundial (7,8) lo que hace evidente la necesidad de
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desarrollar estrategias diagnosticas y terapéuticas eficientes, con el objetivo de reducir la

mortalidad de sus infecciones y contrarrestar el avance vertiginoso de la AMR.

Pseudomonas aeruginosa, una bacteria oportunista

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo de distribucion amplia en el ambiente, cuyos nichos
abarcan el suelo, agua, plantas, animales y humanos, aunque en muchas ocasiones sin
causar infeccion (9).

En individuos con inmunodepresion, barreras epiteliales rotas, entre otras condiciones, este
microorganismo exhibe su naturaleza oportunista, ocasionando dafio tisular, degradacién de
membranas, muerte celular, necrosis de tejidos y evasion de la respuesta inmune del
huésped, lo cual es logrado a través de la produccién de compuestos toxicos tales como las
exotoxinas A y S, toxinas tipo lll y enzimas hidroliticas, que en combinacién con los
mecanismos de AMR del patégeno, pueden ocasionar la muerte de los individuos infectados
(9,10,11,12).

En personas con CF, P. aeruginosa es el microorganismo mas frecuentemente aislado de
sus secreciones respiratorias. La presencia de esta bacteria en los pacientes con CF es un
factor critico que agrava la situacién, puesto que ocasiona infecciones cronicas y reduce su

esperanza de vida en la poblacion (13,14).

Fibrosis Quistica.

La CF se presenta mayormente en la poblacién caucasica observandose en 1/3,300
nacimientos, 1/15,300 en nacimientos de ascendencia afroamericana y en 1/32,000
nacimientos de ascendencia asiatico-americana (15,16). En México, se estima que la
frecuencia es de 1/60, mientras que para la poblaciéon europea es de 1/25 (17,18).
Esta enfermedad genética es causada por variantes patogénicas del gen que codifica para la
proteina de la conductancia transmembrana de la CF (CFTR, simbolo genético aprobado)
(10,19,20,21) que actua como un canal iénico de cloruro que regula el equilibrio osmético en
las superficies de los 6rganos con células caliciformes (22,23), por lo que las alteraciones en
la secuencia de CFTR pueden resultar en proteinas con funcionamientos inadecuados, e
incluso su inactivacion (24).
Las alteraciones en la proteina CFTR o su ausencia pueden ocasionar el bloqueo de la salida
de iones cloro hacia el exterior de la célula y provocar concentraciones mayores en el
citoplasma, lo que favorece la internalizacién de liquidos por gradiente de concentracion, que
incrementa la viscosidad de la mucosa pulmonar. A su vez, esa densa mucosidad perjudica
la expulsion ciliar, por lo que el moco se acumula progresivamente (24), causando
exacerbaciones constantes en las vias respiratorias de las personas con CF que influyen en
la alta mortalidad de esta poblacién (22,25).
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En adicién, la densa mucosidad en los pulmones de las personas con CF favorece la
colonizacién bacteriana, por lo que padecen infecciones respiratorias constantes (26). Por
ello, los pacientes son sometidos constantemente a antibioticoterapias agresivas, que se
suman a diferentes condiciones particulares de estos pacientes y que ejercen presiones
selectivas que favorecen la seleccion de fenotipos “raros”, que complican el diagnéstico
microbioldgico, y con alta AMR que repercute en la efectividad de los esquemas terapéuticos,
asi como en la formacion de biopeliculas, considerada una de sus estrategias adaptativas

primordiales para persistir en ambientes adversos (27,28).

Pseudomonas aeruginosa y fibrosis quistica.

Un estudio publicado en 2021 senal6 que el riesgo de muerte en adultos con CF se duplica
con el establecimiento de una infeccidn por P. aeruginosa y se incrementa hasta ocho veces
cuando la bacteria ha adquirido AMR (29).

Entre los factores que propician la infeccion y persistencia de P. aeruginosa en los pulmones
de estos individuos estan el exceso de viscosidad del moco, un sistema inmunoldgico
debilitado y el dafio organico causado por las variantes patogénicas de CFTR (15,30).

En ese ambiente pulmonar, la bacteria logra sobrevivir mediante mecanismos de defensa
intrinsecos, como la baja permeabilidad de su membrana externa que impide la entrada de
sustancias toxicas al interior de la bacteria, la activacion de bombas de eflujo que expulsan
las sustancias daninas para su sobrevivencia, asi como la produccion de enzimas capaces
de inactivar antibidticos (particularmente 3-lactamasas) (30,31).

Ademas de esos mecanismos, P. aeruginosa puede incrementar su resistencia mediante
mecanismos adaptativos o adquiridos, los cuales complican el tratamiento de sus infecciones.
El mecanismo de resistencia adaptativa corresponde a su capacidad de formar biopeliculas,
que funcionan como barrera fisica y fisioldgica contra los antibidticos y las células del sistema
inmune del hospedador (31,32).

Entre los mecanismos de resistencia adquirida estan la pérdida o alteracion de porinas, la
produccion de carbapenemasas, lo cual se adquiere mediante plasmidos, la modificacién de
dianas de antibiéticos y la adquisicion de enzimas modificadoras de aminoglucoésidos (1,33).
En los pacientes con CF, la AMR de P. aeruginosa puede evolucionar rapidamente; uno de
los mecanismos primordiales es la expresion de enzimas inactivadoras de antibiéticos como
AmpC, que es una cefalosporinasa capaz de hidrolizar distintos antibidticos B-lactamicos. La
plasticidad genética de P. aeruginosa, favorece el desarrollo de mecanismos de AMR ante
las presiones selectivas constantes presentes en el ambiente pulmonar de las personas con
CF, lo que repercute en la efectividad de las opciones terapéuticas, limitando los tratamientos

disponibles y aumentando la mortalidad de los individuos infectados (34,35,36).
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Lo anterior subraya la importancia de un diagndstico oportuno que permita administrar
tratamientos adecuados que mejoren la calidad y la esperanza de vida de los pacientes con
CF.

Diagnéstico de la infeccion por Pseudomonas aeruginosa en pacientes con fibrosis

quistica.
El diagndstico microbiolégico tradicional complica la deteccion temprana de los patdgenos

(37); ya que la identificacion bacteriana mediante cultivos microbioldgicos (estandar de oro)
presenta limitaciones, como la baja sensibilidad en infecciones crénicas o el crecimiento lento
de algunas bacterias, lo que resulta en resultados falsos negativos (38).

El diagnéstico basado en métodos moleculares, aunque son mas rapidos y sensibles,
presentan desafios, tal como la dificultad para distinguir entre una infeccion activa y el material
genético remanente derivado de antibioticoterapias previamente administradas a los
pacientes, lo que puede repercutir en sobretratamientos que favorecen el incremento de la
AMR (39,40).

Tratamientos para la infeccién por Pseudomonas aeruginosa en fibrosis quistica.

Entre las estrategias para mejorar la calidad de vida de la poblacién con CF se encuentra el
cribado neonatal para el diagnéstico temprano de la enfermedad, ya que el paciente debe
someterse a cuidados y tratamientos continuos que se enfocan en tratar los sintomas
respiratorios y las exacerbaciones pulmonares; donde se incluye el ejercicio aerdbico, una
alimentacion adecuada, la eliminacién del moco acumulado a través de fisioterapias y la
administracion de DNAsas para romper el DNA de las células danadas y de las bacterias
muertas, aunque este ultimo ha sugerido un aumento de la viscosidad del moco, lo cual
complica el tratamiento (37).

Por otro lado, el uso de antibiéticos solos o combinados sigue siendo el tratamiento mas
utilizado para tratar las infecciones respiratorias de P. aeruginosa en pacientes con CF (37).
Las antibioticoterapias son variadas y dependientes del estado de la infeccion de cada
paciente, por lo que requieren un enfoque personalizado y multidisciplinario (41).

Ademas, la eleccion de los antibiéticos depende del perfil de sensibilidad de la bacteria y de
la respuesta individual de cada paciente. De manera general, las antibioticoterapias son
clasificadas en tratamientos de infeccidn primaria (de primera linea); tratamientos de infeccion
cronica y tratamientos para las exacerbaciones (42).

Los tratamientos de primera linea consisten en la administracion de antibidticos por via
inhalada (colistina, tobramicina, aztreonam) durante un periodo de 28 dias que pueden
combinarse con ciprofloxacino oral para potenciar el efecto antibacteriano. Los tratamientos
para infecciones crénicas incluyen antibiéticos inhalados como colistina complementada con
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ciclos de combinacién con aztreonam o tobramicina durante 28 dias, seguidos de 28 dias de
descanso, con el objetivo de prevenir la progresién de la enfermedad pulmonar (42,43).
Respecto a las exacerbaciones leves a moderadas, su tratamiento consta de la
administracion de ciprofloxacino oral durante 2 a 3 semanas con el objetivo de reducir la carga
bacteriana y aliviar los sintomas. En contraste, las exacerbaciones graves son abordadas con
la administracion intravenosa de B-lactamicos (ceftazidima o cefepima) combinados con un
aminoglucésido (tobramicina o amikacina) o una fluoroquinolona (ciprofloxacino o
levofloxacino) para intentar disminuir el progreso de la enfermedad y el riesgo de muerte de
los pacientes infectados (42,43,44).

Hasta el momento, se ha reportado que los antibidticos mas efectivos contra P. aeruginosa
son cefepima, ceftriaxona y meropenem; no obstante, investigaciones recientes han
demostrado que P. aeruginosa es capaz de persistir a pesar de la administracién de altas
dosis de antibioticos. Incluso, se han reportado altos porcentajes de AMR a gentamicina (55-
80%), amikacina (43-70%), piperacilina/tazobactam (48-70%) y ciprofloxacina (5-60%); y
recientemente se ha comunicado el desarrollo de AMR de esta especie a tobramicina,
colistina, fosfomicina, meropenem, ceftazidima y combinaciones como:
ceftazidima/avibactam (37.5%) o ceftolozane/tazobactam (37.5%) (45,46,47).

Existen reportes de que P. aeruginosa es capaz de desarrollar resistencia a antibiéticos de
nueva formulacién, por lo que se ha evidenciado la necesidad de realizar investigaciones para
combatir variantes de P. aeruginosa con AMR alta, asi como evaluar los efectos de los
moduladores de CFTR en la adquisicién y erradicacion de P. aeruginosa (48,49).

Es evidente que la AMR de P. aeruginosa en CF es un tema complejo, pero también es
notable la necesidad de contar con nuevas opciones terapéuticas para combatir a este

patdégeno y asi, mejorar la calidad y la esperanza de vida de las personas con CF.

Nanoparticulas de plata como alternativas terapéuticas contra la resistencia a los

antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa.

Se han explorado diferentes alternativas para combatir la AMR; entre ellas, se encuentra el
uso de nanoparticulas (NPs), ya que han demostrado cualidades resaltables para la
terapéutica, el diagnéstico de enfermedades y el transporte de farmacos, incluso son capaces
de dirigirse a sitios especificos con precision, con lo que logran incrementar la
biodisponibilidad de farmacos en los modelos basados en terapias dirigidas (50,51,52,53).

Entre la gama amplia de NPs, las NPs de plata (AgNPs) resaltan por poseer un efecto
bactericida prometedor (54). Un ejemplo de ello se visualiza en el trabajo de Liao y cols.
(2019), quienes reportaron una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 1.406-5.625 pug/mL

y una concentracién bactericida minima (MBC) de 2.813-5.625 ug/mL, de un conjunto de
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AgNPs, sobre P. aeruginosa, por lo que se han convertido en opciones adicionales para
combatir las enfermedades infecciosas causadas por este patogeno (55).
Los mecanismos de accion de las AgNPs descritos hasta el momento, incluyen, ademas de
la produccion de ROS, la adherencia a la superficie de la bacteria, donde interactua con
proteinas que contienen azufre o fésforo provocando la ruptura de la pared celular, la
acumulacion en la membrana celular bacteriana altera su permeabilidad, resultando en la
fuga de contenido celular (54,56).
En el interior de las bacterias, las AgNPs ocasionan dafios irreversibles en el DNA, alteran la
estructura de multiples proteinas citoplasmaticas e incluso pueden inhibir la actividad
enzimatica de muchas de ellas (57,58), asi como inhibir o reducir la sintesis de biopeliculas
(59), tal como lo reportaron Korzekwa y cols. (2021), quienes describieron dicha caracteristica
en cepas clinicas de P. aeruginosa con AMR alta, y que les permitié sugerir que las AgNPs
podrian ser empleadas en el recubrimiento de materiales quirdrgicos e implantes con la
finalidad de disminuir las infecciones nosocomiales ocasionadas por P. aeruginosa (58).
En este contexto, las AgNPs poseen un amplio espectro de propiedades antibacterianas,
antivirales y antifungicas. Estas propiedades han sido atribuidas a diversas caracteristicas de
las NPs entre las que se encuentran: la aglomeracion, su solubilidad y su tamano (que oscila
entre 1y 100 nm) (56,60,61).
El tamafio pequefo de las AgNPs le permite penetrar dentro de las células e interactuar con
biomoléculas importantes para la sobrevivencia del microorganismo. Se ha reconocido que
las AgNPs con menor tamano poseen una alta toxicidad, lo que se ha atribuido a una mayor
permeabilidad en las membranas celulares bacterianas, respecto a las AgNPs de mayor
tamano (54,61).
En contraste, existen reportes que sefalan que la toxicidad de las AgNPs es relativamente
baja en humanos. Sin embargo, la exposicion continua a estas NPs puede tener
consecuencias negativas. Para mitigar estos efectos, se han desarrollado estrategias como
el disefio de AgNPs con tamafos y formas especificas, asi como métodos de sintesis que
evitan el uso de reactivos toxicos. Por otra parte, la administraciéon de dosis adecuadas y la
seleccién cuidadosa de la via de administracion se han descrito como factores para reducir
la exposicion de las AgNPs en células y tejidos sensibles (60,62).
En general, la modificacién de la superficie de las NPs mediante el recubrimiento con grupos
funcionales o la conjugacion con moléculas biocompatibles, se han convertido en estrategias
populares para reducir su toxicidad, asi como para mejorar su direccionalidad (63).
En nanomedicina, la union de NPs con aptameros ha abierto las puertas para el desarrollo de
nuevos sistemas de deteccidn, sistemas de administracion de farmacos dirigidos, € incluso
de estrategias multipropdsito utiles tanto para el diagnéstico como para la terapia
(64,65,66,67).
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Aptamero F23 especifico para Pseudomonas aeruginosa.

Los aptameros se han descrito como cadenas de oligonucleétidos de DNA o RNA que se
unen a una molécula complementaria especifica. Estan constituidos por una serie de
nucledtidos que van de 20 a 80 nucledtidos y su secuencia especifica les permite formar
estructuras tridimensionales uUnicas que les confieren la capacidad de reconocer a su blanco
con alta afinidad (65).

Los aptameros se obtienen mediante un método in vitro denominado Evolucién Sistematica
de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX), que consiste en la colocacion directa
de la molécula de interés dentro de una biblioteca de 10" a 10'® secuencias flanqueadas de
DNA o RNA (68,69). Las secuencias que no se adhieren a la molécula son eliminadas poco
a poco mediante procesos de filtracion, mientras que las secuencias unidas a la molécula son
separadas de ella para su amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y secuenciadas para determinar su composicién nucleotidica (70).

Una de las desventajas de los aptdmeros es su susceptibilidad a la degradacion por diversas
enzimas; sin embargo, este aspecto puede revertirse mediante la incorporacion de bases
modificadas, o su conjugacién con otras biomoléculas o materiales como las NPs (71,72).
Entre las caracteristicas promisorias de los aptameros se encuentra su capacidad para
discriminar entre blancos relacionados y de tamafo pequeno, lo que les permite reconocer
especificamente a sus objetivos; su pequeno tamaro les confiere la capacidad de penetrar
tejidos, asi como de actuar como acarreadores de moléculas terapéuticas, lo que se afiade a
su buena estabilidad térmica que permite su facil manejo (64).

Contrario a lo anterior, los anticuerpos tienden a ser susceptibles al cambio de pH y de
temperatura, y aunque pueden ser modificados, su produccion es mas compleja, lo cual
requiere mas tiempo y gastos econémicos. Ademas, su tamano (150-160 kDa) genera
complicaciones en la penetracion de tejidos y en el acceso a ciertos epitopos o sitios de union
en la superficie de células o proteinas (66,73).

Por lo anterior, los aptameros son considerados una herramienta prometedora para limitar o
dirigir el efecto de compuestos terapéuticos sobre moléculas o células especificas, por lo que
algunos autores han explorado su uso en diversos campos de la medicina, destacando la
posibilidad de usarse en el combate de patdgenos bacterianos con AMR (74).

Se han seleccionado con éxito aptameros contra patégenos Gram positivos y Gram negativos
que han sido utilizados para desarrollar estrategias novedosas para combatir diferentes
patdgenos bacterianos de importancia clinica.

Entre los articulos publicados en este contexto, se encuentra el de Jaeyeong y cols. (2022)
quienes evaluaron el efecto de NPs de oro (AuNPs) cargadas con péptidos antimicrobianos
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(AMP) y funcionalizadas con aptameros, en las infecciones causadas por Acinetobacter
baumannii en ratones, describiendo que la administracion del complejo en dichos ratones
resultdé en una reduccion mayor de colonizacion en diferentes 6rganos, comparada con la
reduccién de colonizacién en ratones a los que Unicamente se les administro6 AMP, o AuNPs
funcionalizadas con el aptamero pero no cargadas con el AMP (75).
Por otro lado, Chang y cols. (2013), desarrollaron un método de deteccién de Staphylococcus
aureus mediante la conjugacion de aptameros especificos para la bacteria con AuNPs. Para
ello, los autores seleccionaron a través de SELEX, a los aptameros que se unieron a la
bacteria y mediante microscopia de fluorescencia y microscopia electrénica de barrido
midieron su afinidad especifica. Los aptameros seleccionados fueron acoplados a AuNPs.
Finalmente, la interaccion entre los acoplados y S. aureus fue visualizada a través de la
intensidad de dispersion de luz por resonancia. EI método logré identificar a S. aureus con
limites de deteccién (LOD) de una célula en tan solo 1.5 h (76).
Asimismo, Deb y cols. reportaron el disefio de un biosensor basado en aptameros
(aptasensor) donde utilizaron AuNPs que conjugaron con un aptamero anti-Klebsiella
pneumoniae. En dicho estudio, los investigadores se basaron en el fendmeno de resonancia
plasmodnica superficial localizada (LSPR) de las AuNPs, donde la presencia del patégeno
ocasiona cambios especificos en la absorcion en el espectro visible que permitié un LOD de
3.4x10 3UFC/mL (77).
En el caso de P. aeruginosa, el aptamero denominado F23 ha sido objeto de mayor estudio.
La seleccion de este aptamero fue realizada por Wang y cols. (2011), quienes seleccionaron
inicialmente nueve candidatos de ssDNA mediante el método SELEX de bacteria completa.
Los aptameros denominados F17 y F23 mostraron las afinidades mas promisorias, por lo que
fueron marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y expuestos a la bacteria para
determinar la intensidad de fluorescencia de las células reconocidas por cada aptamero,
obteniéndose valores de Kd de 57.63 + 11. 64 nM para F17 y de 17.27 + 5.00 nM para F23;
este ultimo fue sometido a una prueba de especificidad por citometria de flujo, donde se
demostré que reconoce a P. aeruginosa sin mostrar senal fluorescente contra S. maltophilia
y A. baumannii (78).
Este aptamero se ha acoplado a puntos cuanticos (QDs) y nanomateriales, demostrando
mantener su reconocimiento especifico por la bacteria (79).
Por ejemplo, Liu y cols. (2025) disefiaron un aptasensor para el reconocimiento especifico de
P. aeruginosa, el cual consisti6 en la formacion de una sonda de DNA tipo horquilla
conformada por el aptamero F23 y una secuencia de DNA complementaria. Esta sonda, al
entrar en contacto con la bacteria, se unié a ella a través del aptamero F23, liberando a su
vez a la cadena complementaria, la cual se unié mediante complementariedad con una sonda
de doble etiquetado (que contiene un colorante diferente en cada extremo), lo que generd
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una sefal fluorescente. EI complejo formado se amplificé por el método de amplificacién por
desplazamiento de cadena (SDA) por DNA/polimerasa/endonucleasa, por lo que se obtuvo
una cascada de sefales de fluorescencia, las cuales fueron registradas en un
espectrofotémetro de fluorescencia con un LOD de 1.6 UFC/mL (80).

Por otro lado, Chaimae y cols. (2025) evaluaron la deteccion especifica de P. aeruginosa
mediante microscopia confocal. Para ello, utilizaron cepas de P. aeruginosa marcadas con la
proteina verde fluorescente (GFP; verde intenso) y tifieron cultivos de P. aeruginosa y S.
aureus con los colorantes DAPI (azul) y SYTO9 (verde). Adicionalmente, conjugaron el
aptamero F23 con cianina 5 (Cy5-F23), otorgandole emision en el espectro rojo/rosado. Tras
exponer ambas especies bacterianas al conjugado Cy5-F23, observaron un cambio de
coloracién exclusivo en P. aeruginosa y en P. aeruginosa-GFP, debido a la colocalizacion de
sefales. Las bacterias tefidas con SYTQO9 viraron de verde a amarillo, las tefiidas con DAPI
de azul a morado, y las marcadas con GFP de verde intenso a amarillo intenso. En contraste,
S. aureus no presenté cambios en su fluorescencia y mantuvo su coloracion original. Estos
resultados confirmaron la especificidad del aptdmero Cy5-F23 por P. aeruginosa. Los autores
también desarrollaron un software para cuantificar las imagenes de microscopia electrénica,

lo que les permitio detectar 1122 células de un total de 1123, utilizando este método (81).

Tabla 1. Seleccion de aptameros especificos para P. aeruginosa y su potencial aplicacion

en el diagnéstico y terapia de enfermedades infecciosas

Aptamero SELEX Blanco Kd Cepa bacteriana Modificacién Enfoque
F23 P. 17.27 + 5.00 ATCC 10145 QDs Deteccion
aeruginosa nM FITC

ATCC 27853 MG-NPA Deteccion
SWNT Terapia

ATCC 15442 MNP Deteccion
FAM-cDNA

ATCC 27853 FAM Deteccion
GOQDs

ATCC 27853 AuNPs Deteccion

ATCC 27853 MB Deteccion
Poly(A)DNA
GCE-HZIF-8 Deteccion
Fc-GO
AgNPs-GCE Deteccion
ECV-NCs Deteccion

ATCC 15442 PDA-PEI Deteccion

ATCC 10145 Ag-NCs Terapia
ssDNA Deteccion

ATCC 27853 PU-PCDA Deteccion
PU-TCDA

ATCC 27853 Au-SPE Deteccion
HP Deteccion

ATCC 15692 Cy5 Deteccion

ATCC 27853 SPCEs/c-MWCNTs Deteccion

PAO1

Pie de tabla: SELEX: Evolucién sistémica de ligandos por enriquecimiento exponencial; K« Constante de disociacién; QDs: Puntos cuanticos,
FITC: Isotiocianato de fluoresceina (82); MG-NPA: Chip de matriz de nanoparticulas recubiertas de oro de multiples puntos (83); SWNT: Nanotubos
de carbono de pared simple (84); MNP: Nanoparticulas magnéticas, FAM- cDNA: ADN complementario marcado con fluoresceina (85); GOQDs:
Puntos cuénticos de 6xido de grafeno (86);, AuNPs: Nanoparticulas de oro (87); MB: Microesfera magnética, Poly(A)DNA: ADN poliadenilado (88);
GCE-HZIF-8: Electrodo de carbén vitreo/ Imidazolato de zeolita-8 hueco; Fc-GO: Ferroceno-éxido de grafeno (89); AQNPs-GCE: Nanoparticulas
de plata con electrodo de carbono vitreo (90); ECV-NCs: Electrodo de carbono vitreo con nanoparticulas de quitosano (91); PDA-PEI: Puntos de
copolimero fluorescente con polietilenimina (92); Ag-NCs: Nanocllsteres de plata (93); ssDNA: ADN de cadena sencilla (94); PU/PCDA:
Poliuretano unido con 10,12-acido 10,12-pentacosadiinoico; PU/TCDA: Poliuretano unido con acido 10,12-tricosadiinoico (95); Au-SPE: Sistema
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de electrodos serigrafiados de oro desechable (79); HP: Sonda alostérica tipo horquilla (80); Cy5: Cianina (81); SPCEs/c-MWCNTSs: Superficies
del electrodo de carbono serigrafiado con nanotubos de carbono multipared carboxilados (96).

OBJETIVOS
GENERAL:
e Desarrollar complejos constituidos por nanoparticulas de plata (AgNPs) y el aptamero

F23 y visualizar por microscopia electronica su interaccion con P. aeruginosa.

ESPECIFICOS:
e Obtencién de complejos nanoestructurados basados en AgNPs y el aptamero F23
tiolado en tres posiciones (F23- C6-Tiol, Tiol-C6-F23 y F23-C2-Tiol).
e Evaluacion por espectrofotometria del reconocimiento de cada complejo (F23-C6-
AgNPs, AgNPs-C6-F23 Y F23-C2-AgNPs) hacia cepas de referencia de P.
aeruginosa.

e Visualizacién por microscopia electrénica de la interaccion entre complejos y P.
aeruginosa.

e |dentificar entre los conjugados, la configuracion con mayor reconocimiento por P.
aeruginosa.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.:

Material

Se utilizaron tres cepas de referencia de P. aeruginosa (ATCC® 15692™, ATCC® 27853™
y ATCC® 27855™) (grupo 1) y tres cepas no-P. aeruginosa de especies filogenéticamente
cercanas (Pseudomonas alcaligenes, Burkholderia cepacia 'y Stenotrophomonas maltophilia)
(grupo 2) que fungieron como controles de la selectividad de los complejos constituidos por
AgNPs y diferentes variantes tioladas del aptdmero F23 (descritas en el siguiente parrafo) por

P. aeruginosa.

e Aptamero F23 modificado en su extremo 3" con un grupo tiol ubicado en el carbono 6
(F23- C6-Tiol).

e Aptamero F23 modificado en su extremo 5 con un grupo tiol ubicado en el carbono 6
(Tiol-C6-F23)

e Aptamero F23 modificado en su extremo 3" con un grupo tiol ubicado en el carbono 2
(F23- C2-Tiol).

Los aptameros F23 tiolados en C6 (F23-C6-Tiol y Tiol-C6-F23) fueron adquiridos de T4 oligo®
(ADN Artificial S. de R.L. de C.V., Irapuato, México). El aptamero tiolado en C2 (F23-C2-Tiol)
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fue adquirido de la casa comercial Alpha DNA (Montreal, Quebec, Canada), mientras que las
AgNPs fueron adquiridas de Sigma-Aldrich® (Silver, dispersién, Sigma-Aldrich®, USA).

Condiciones de los cultivos microbiologicos

Las cepas bacterianas, almacenadas a 4 °C en viales de gelosa especial en el cepario
bacteriologico del Laboratorio de Bacteriologia Experimental del Instituto Nacional de
Pediatria (LBE-INP), fueron reactivadas mediante la inoculacién de una alicuota de cada cepa
en tubos de ensayo previamente preparados con 3 mL de caldo de infusion de cerebro-
corazon (BHI, Becton Dickinson, USA) estéril, seguida de su incubacion a 37 °C durante 24
h.

Cada caldo de cultivo fue sembrado por estria cruzada en placas de agar MacConkey (AMC,
Becton, Dickinson, USA) e incubado a 37 °C durante 24 h para obtener colonias aisladas de
cada cepa bacteriana.

A pesar de que las cepas almacenadas en el cepario bacteriolégico ya cuentan con su
tipificacion bioquimica y molecular, las cepas seleccionadas fueron sometidas a una
identificacion bioquimica basica basada en la fermentacion de carbohidratos mediante su
inoculacion en medio de Kligler (Becton Dickinson, USA), complementado con la prueba de
descarboxilacién de aminoacidos (lisina, ornitina y arginina [LOA’s]), los cuales fueron
preparados con medio de descarboxilasa complementado con los aminoacidos.

Una vez confirmada la especie bacteriana, se procedié a inocular cada cepa en caldo BHI vy,
tras su crecimiento, a sembrar por estria cruzada en placas de AMC, con el objetivo de
obtener colonias aisladas que se utilizaron en los procesos metodolégicos descritos a

continuacion.

Acoplamiento entre nanoparticulas de plata y el aptamero F23

El acoplamiento de las tres variantes tioladas del aptamero F23 se realizé conforme a lo
descrito por Gutiérrez Santana JC (2023), utilizando dos controles negativos (C-), el primero
(Control 1) se constituyd Unicamente por agua libre de nucleasas (H2Ow), y el segundo
(Control 2) por un oligonucledétido no-tiolado llamado “Primer OPY-2" (97).

Un total de 10 yL de cada variante tiolada del aptamero F23, asi como de cada C- fueron
mezclados con 5 L de buffer de acetatos 500 mM a pH 5.2, y 10 pL de tris-(2-carboxietil)-
fosfina (TCEP, Sigma-Aldrcih®, USA) (Liu & Lu, 2006), seguido de su incubacion a 70 °C
durante 3 min, proseguido por una incubacién adicional a 37 °C durante 1 h (98).

La solucion resultante fue incubada a 37 °C durante 18-24 h con 2 mL de AgNPs previamente
atemperadas a 37 °C. A dichas soluciones se agregaron 366 L de PBS 1X y se incubaron
en agitacion constante a 37 °C durante 3 h, continuado por tres adiciones de NaCl (63 pL, 63
MLy 78 L), cada una seguida de una incubacion de 1 h (Hu et al., 2014), finalizando con una
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cuarta adicion de 156 uL de NaCl, la cual fue mantenida a las mismas condiciones de
incubacién durante 18-24 h (99).

Los conjugados fueron recuperados por centrifugacion a 20,817 x g durante 35 min; el
sedimento resultante se lavo con 300 pL de H2Own, y se resuspendio en 100 yL de PBS 0.1X
(100). La formacion de conjugados fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa
1 %, cargando un total de 10 pL de la solucion resultante de cada variante tiolada y de cada
C-, mezclados con 4 pL de glicerol 10 %. Los geles fueron sometidos a 85 V durante 10 min
y visualizados en luz visible para identificar cambios en la distancia de migracién de los
acoplados respecto a las AgQNPs no-acopladas (101).

Adicionalmente, los conjugados fueron analizados por espectrofotometria UV-Vis, para la
deteccion de variaciones en los picos de absorbancia respecto a los de las AgNPs no-

acopladas (100).

Evaluacion de la interacciéon de los acoplados con Pseudomonas aeruginosa

Una colonia unica de cada cepa fue inoculada por duplicado en tubos de ensayo previamente
preparados con 3 mL de BHI e incubadas a 37 °C durante 18-24 h. Los cultivos resultantes
fueron centrifugados a 1.301 x g durante 10 min (102), lavados con PBS 1X en una ocasion
y con PBS 0.1X en dos ocasiones.

El tubo correspondiente al primer duplicado se ajusté a una absorbancia de 0.185+0.005 a
una densidad optica de 625 nm (ODs2s) y en un volumen de 400 uL; el cultivo fue centrifugado
(1,301 x g durante 10 min) y resuspendido en 200 pyL de PBS 0.1X.

El botdon bacteriano del segundo duplicado se incub6 a temperatura ambiente (TA) con 500
ML de etanol 80 % durante 5 min, conforme a la estrategia de inactivacién descrita por Wang
K-Y (2011); el botdn celular se recuperé por centrifugacion (1,301 x g durante 10 min) y se
lavé en dos ocasiones con PBS 0.1X (bacterias inactivas) y se resuspendio en 200 puL de PBS
0.1X (bacterias inactivadas).

Un total de 40 pL de cada conjugado fue ajustado a valores de absorbancia de 0.5£0.05 a
una longitud de onda de 402 nm (ODa402), posteriormente se desnaturalizaron a 95 °C durante
5 min, inmediatamente se pasaron a hielo durante 5 min y se incubaron a 37 °C durante 18 h
con los 200 pL de los cultivos bacterianos de ambos duplicados.

La medicion de absorbancias se realizé en dos momentos, la primera procedio del
sobrenadante resultante de la centrifugacion a 4,487 x g durante 10 min de la mezcla de
bacterias con acoplados (sobrenadante 1; S1), donde el valor de absorbancia a ODao, seria
inversamente proporcional al reconocimiento de los acoplados por P. aeruginosa.

La siguiente medicion resulté del lavado con 200 pL de PBS 0.1X del botdn celular obtenido
con la primera centrifugacion, el cual fue resuspendido en 200 uL de PBS 0.1X,
desnaturalizado a 95 °C durante 10 min y enseguida, centrifugado a 4,487 x g durante 1 min;
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del sobrenadante resultante se recuperd un volumen total de 100 pL (sobrenadante 2; S2),
cuyo valor de absorbancia a ODao2 seria directamente proporcional al reconocimiento de los

acoplados por P. aeruginosa.

Visualizacion por microscopia electronica de los complejos Pseudomonas

aeruginosa acoplados

Se utilizé el acoplado con mayor reconocimiento por P. aeruginosa, de acuerdo con los datos
obtenidos en los ensayos de interaccion. Las cepas bacterianas seleccionadas para visualizar
la interaccion fueron ATCC® 27853™, la cepa clinica Pa06r con resistencia a los CARB y S.
maltophilia.

Una colonia aislada de cada cepa bacteriana fue inoculada en tubos conicos previamente
preparados con 15 mL de caldo de Mueller-Hinton (MHB, Becton, Dickinson, USA) e incubada
a 37 °C durante 16 h, bajo agitacion constante, para impedir la formacion de biopeliculas. Los
cultivos liquidos de cada cepa fueron centrifugados a 1,301 x g durante 10 min; los botones
bacterianos fueron tratados con 500 uL de etanol 80 % durante 5 min, seguidos de dos
lavados con 1 mL de PBS 0.1X.

Cada botdn bacteriano fue tratado con 10 L de acoplado ajustado a valores de absorbancia
de 0.1+0.02 a OD4g2 durante 18 h de acuerdo con lo descrito en los ensayos de interaccion
del apartado anterior. Posteriormente, los botones celulares fueron lavados en 2 ocasiones
con 1 mL de PBS 0.1X, para separar los acoplados que no reconocieron a las cepas
bacterianas, se centrifugaron a 1,301 x g durante 10 min y se resuspendieron en 100 uL de
PBS 0.1x.

Los botones bacterianos tratados con los acoplados fueron colocados en microtubos de 1.5
mL depositados en una gradilla de poliestireno, que se introdujo en un contenedor de espuma
aislante. De esta manera, las muestras fueron trasladadas al Departamento de Microbiologia
y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM) y entregadas a la Dra. Ana Maria Fernandez-Presas, quien en colaboracién con el
Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia y la Dra. Reyna Lara-Martinez, del Departamento de Biologia
Celular de la Facultad de Ciencias de la UNAM, llevaron a cabo el proceso de fijacion y
visualizacién por microscopia electrénica de transmision de las muestras, conforme al método
descrito por Campo-Belefio C. y cols (2022) (103).

Las bacterias fueron resuspendidas en cacodilato de sodio 0.15 M, que actua como tampén
isotdnico para mantener la presién osmatica y evitar la deformacién bacteriana. Después se
fijaron con solucién Karnovsky durante 1 hora a temperatura ambiente para estabilizar
proteinas y prevenir la autolisis. A continuacion, fueron transferidas a cacodilato 0.1 M con
tetréxido de osmio al 1% para fijar lipidos y aumentar el contraste de las membranas. Las
muestras se deshidrataron con etanol, se aclararon con 6xido de propileno y finalmente se

pag. 13



Institute UNIVERSIDAD
Nacional AUTONOMA
acion: i " METROPOLITANA
INP de Pediatria pesasbieriaaltemo Unidad Xochimilco

incluyeron en resina epoxica Poly/Bed 812 con DMP-30. Las secciones ultrafinas fueron
observadas y fotografiadas en un microscopio TEM Jeol JEM 1200 EXII) (103)

Analisis estadistico

Se verificaron los supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la
homogeneidad de varianzas mediante |la prueba de Levene. Los datos se analizaron con
SPSS version 32.0 (IBM Corp.). Para comparaciones entre las seis cepas individuales se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba post-hoc de Dunn con correccién de
Bonferroni. Para comparaciones entre grupos P. aeruginosa vs. no-P. aeruginosa se empled
la prueba t de Student para muestras independientes cuando se cumplieron los supuestos
paramétricos, o la U de Mann-Whitney en caso contrario. El nivel de significancia se

establecié en p < .05.

ACTIVIDADES REALIZADAS

Durante este servicio social se hizo un uso constante de la autoclave para la preparacion de
medios de cultivo, tanto liquidos como agares, asi como para la esterilizacion de diversos
materiales de laboratorio, incluidos puntas para micropipetas, microtubos, tubos cénicos y
cristaleria, entre otros.

En adicion, se trabajé con cepas bacterianas de diferentes especies, no solo las que se
describen en este documento, lo que es parte del entrenamiento microbioldgico habitual para
los alumnos de pre y posgrado que se integran al LBE-INP.

Se trabajé con cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas de nifos con CF atendidos en el
Departamento de Neumologia y Cirugia de Tdérax del INP (DNCT-INP); algunas de ellas
mostraron caracteristicas de multirresistencia (MDR) y extenso-resistencia antimicrobiana
(XDR).

Las técnicas microbiologicas aplicadas incluyeron la reactivacion bacteriana de cepas
preservadas en el cepario bacteriologico del LBE-INP, inoculacién en caldos nutritivos,
estriado en agares selectivos y no-selectivos, obtencion de colonias unicas, seguido de la
aplicacion de pruebas bioquimicas elementales para la confirmacion de la especie bacteriana.
Ademas, se trabajé con acidos nucleicos, tanto con iniciadores (empleados comunmente para
la PCR), como con el aptamero F23.

Se recibié entrenamiento en el uso y manipulacion de las AgNPs, ademas de participar
activamente en la inmovilizacion de acidos nucleicos sobre la superficie de AQNPs.

Fue posible formar acoplados entre las AQNPs y las diferentes variantes tioladas del aptamero
F23.

Se aplicaron diferentes técnicas para inferir la formacion de acoplados, tales como la
electroforesis en geles de agarosa y la espectrofotometria UV-vis (desde equipos que
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funcionan con celdas, con placas de micropozos e incluso los que funcionan mediante gotas
como el Nanodrop®), todo ello previo al traslado de las muestras para su visualizacion por
microscopia electrénica.

Cabe recalcar que la preparacién de las muestras procedentes de los ensayos de interaccion
fue un proceso complicado, debido a la carencia de protocolos descritos para la visualizacion
de acoplados entre AgNPs y aptameros sobre la superficie de células bacterianas, donde los
primeros ensayos exhibieron bacterias extremadamente lisadas (ensayos de 18 h), por lo que
se hicieron los ajustes metodolégicos pertinentes para visualizar una integridad aceptable en
las células bacterianas.

Ademas, en el transcurso de este trabajo, la variante tiolada del aptamero en C2, dej6 de
estar disponible en territorio mexicano, por lo que se buscaron alternativas internacionales,
que evidentemente contaban con tiempos de entrega mas prolongados, ademas de
enfrentarnos con cuestiones arancelarias de las naciones vecinas que incrementaron los
costos drasticamente.

A lo anterior se suma las fallas y/o la no disponibilidad de algunos de los equipos
imprescindibles para el progreso de este trabajo, tales como la descompostura de los
espectrofotdmetros UV/vis, inicialmente el basado en microplacas y que nos obligd a buscar
otros equipos en la institucién, y posteriormente el basado en celdas, el cual fue reparado 2
meses después; esto aunado a la larga lista de espera para poder utilizar el microscopio
electrénico de la UNAM; todo ello repercutio en un tiempo prolongado y no contemplado para

finalizar este trabajo.

METAS ALCANZADAS

Las metas propuestas para este servicio social fueron logradas, aun cuando se presentaron
dificultades como las sefaladas en el parrafo anterior.

Se adquirieron conocimientos relacionados con el desorden genético de la CF, asi como del
patdégeno oportunista P. aeruginosa, tales como su identificacion bioquimica y su implicacion
en el problema de salud global de la AMR, que en unos afios podria ser una de las principales
causas de muerte, mostrando la importancia de realizar investigacion para desarrollar nuevas
estrategias diagnodsticas y terapéuticas contra diferentes patégenos bacterianos que permitan
combatir esta problematica.

Otro aspecto importante fue la realizacion de acoplamientos exitosos entre aptameros y
AgNPs, que podrian ser utiles para el desarrollo de nanomateriales con actividad especifica
y que han sido de interés particular en la investigacion contra el cancer, pero también podrian

ser dirigidos a otros problemas de salud, como las enfermedades infecciosas.
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RESULTADOS

Preparacién de las muestras biolégicas
Todas las cepas bacterianas utilizadas en el presente estudio fueron reactivadas y

procesadas segun lo descrito en la seccidon metodoldgica. Las caracteristicas morfologicas

de las colonias aisladas se visualizan en la figura 1 y de describen en la tabla 2.

Figura 1. Cultivo de cepas de P. aeruginosa y no-P. aeruginosa. A) Caldos de cultivo inoculados con P.
aeruginosa ATCC® 27853™ ATCC® 27855™ y ATCC® 15692™; B) Caldos de cultivo inoculados con P.
alcaligenes, B. cepacia 'y S. maltophilia en caldo BHI; C) Placa de AMC con crecimiento de P. aeruginosa; D)

Placa de AMD con crecimiento de no-P. aeruginosa.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de P. aeruginosa y No-P. aeruginosa utilizadas en el
estudio

Grupo Cepa Caracteristicas morfolégicas

P. aeruginosa ATCC 27853 Colonias planas, con forma y margen irregular.
de tonalidad verdosa y consistencia mucosa

P. aeruginosa P. aeruginosa ATCC 27855 Colonias planas, con forma y margen irregular
de tonalidad azul-grisdcea y consistencia
mucosa

P. aeruginosa ATCC 15692 Colonias planas, con forma regular y tonalidad
transparente

P. alcaligenes Colonias planas, con forma y margen regular y
tonalidad grisacea clara
No-P. aeruginosa
B. cepacia Colonias con forma y margen regular, elevacién
convexa y tonalidad rosada

S. maltophilia Colonias con forma y margen regular, elevacién
convexa y tonalidad amarilla-transparente
Pie de tabla: Caracteristicas morfolégicas de las cepas de P. aeruginosa y cepas no P. aeruginosa utilizadas
en el estudio. Se describen la forma, margen de elevacion, tonalidad y consistencia de colonias crecidas en
agar MacConkey tras 24 h de incubacion a 37 °C. Se observaron diferencias en la forma del margen, la
elevacion y la consistencia entre las cepas.

El aspecto no fermentador de glucosa/lactosa se identificd en todas las cepas estudiadas,

concordando con las especies bacterianas seleccionadas (P. aeruginosa, P. alcaligenes, B.
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cepaciay S. maltophilia, que son filogenéticamente cercanas entre si), lo que se visualiz6 por
la ausencia de acidificacion del medio de Kligler (Figura 2A).

En cuanto a la descarboxilacién de aminoacidos, solo las cepas de P. aeruginosa
descarboxilaron la arginina, lo cual se observé como un cambio de coloracion del medio, que

pasé de marrén claro a morado debido a su acidificacion (Figura 2B).

b
5o 0
S ,):(‘b

N
A%

Figura 2. Comportamiento bioquimico de cepas de P. aeruginosa y no-P. aeruginosa; (A) Medio de Kligler
inoculado con cada cepa bacteriana y que demuestra la no fermentacion de glucosal/lactosa; (B) Ensayo de
descarboxilacion de aminoacidos (testigo, lisina, ornitina y arginina) de P. aeruginosa que muestra la
descarboxilacion de arginina (color morado intenso).
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Obtencion de nanoparticulas de plata conjugadas con F23
El proceso de acoplamiento de las AgNPs con las tres variantes tioladas del aptamero F23

(F23-C6-Tiol; Tiol-C6-F23 y F23-C2-Tiol) permitié la formacion de los acoplados F23-C6-
AgNPs, AgNPs-C6-F23 y F23-C2-AgNPs, incluso, el procedimiento metodoldgico
desarrollado por Gutiérrez-Santana JC (2023) fue mejorado a grado tal, de obtener acoplados
entre el iniciador OPY-2 y las AgNPs (OPY-2-AgNPs), lo que se infiere por el incremento de
migracion electroforética entre cada acoplado respecto a las AgNPs sin acoplar (Figura 3);
asi como por un desplazamiento de 2 nm para OPY-2-AgNPs, de 5 nm para F23-C2-AgNPs,
y de 7 nm para las AgNPs acopladas con aptameros tiolados en C6 (F23-C6-AgNPs y AgNPs-
C6-F23) (Figura 4).

AgNPs
HzOun
Buffer de carga F23-C2-AgNPs
Primer OPY-2-AgN. AgNPs-C6-F23

F23-C6-AgNPs

Figura 3. Lecturas espectrofotométricas de los acoplamientos entre AQNPs y aptameros. A) AgNPs sin acoplar;
B) Primer OPY-2-AgNPs; C) F23-C6-AgNPs; D) AgNPs-C6-F23; E) F23-C2-AgNPs
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Figura 4. Picos maximos de absorcion de los acoplados entre AgNPs con aptameros. A) AgNPs sin acoplar; B) Primer OPY-2-AgNPs; C) F23-C6-AgNPs; D) AgNPs-C6-

F23; E) F23-C2-AgNPs. En el presente estudio, las lecturas espectrofotométricas arrojaron picos maximos de absorcion a una OD (02, 403 y 405) para los conjugados F23-

C6-AgNPs, AgNPs-C6-F23 y 2 F23- C2-AgNPs respectivamente.
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Lo anterior converge con los resultados obtenidos por otros grupos de investigacion que han
acoplado nanomateriales a biomoléculas. Por ejemplo, Manisheeta y cols. (2025), acoplaron
aptameros a NPs biodegradables marcadas con clorfenamina y observaron una migracion
electroforética mayor en los acoplados en comparacion con las NPs sin acoplar (104).

De manera similar, en este estudio se identificaron variaciones nanométricas en los picos
maximos de absorcién de los acoplados (ODao2-405) respecto a las AgNPs sin acoplar (OD3ge),
resultando en un desplazamiento del pico maximo de absorcién respecto a las NPs no
acopladas. Este comportamiento es similar a lo reportado por Min Yoo y cols. (2015), quienes
realizaron acoplamientos entre aptameros de DNA y QDs de CdSe/ZnS y la posterior union
con cepas bacterianas, resultando en un desplazamiento de 20 nm del pico maximo de

absorcion (ODa4o) respecto a los QDs no acoplados (105).

Interaccion de los conjugados con Pseudomonas aeruginosa
Evaluacion de la especificidad de los conjugados

Respecto a los ensayos de interaccién de 18 h entre los acoplados y las bacterias sin
tratamiento con etanol, los resultados de las absorbancias se resumen en la tabla 3 (los datos
completos se describen en la seccion “Anexos”), donde no se distinguieron diferencias entre

las absorbancias identificadas en cada cepa de P. aeruginosa y las cepas no-P. aeruginosa.

Tabla 3. Parametros descriptivos de la interacciéon de los conjugados con bacterias activas

Sobrenadante 1 Sobrenadante 2

Acoplado Cepa Mediana Media Desviacion Mediana Media Desviacion
estandar estandar
ATCC® 27853 ™ 0.0649  0.0626 0.0040 0.0729  0.0696 0.0058
ATCC® 27855™ 0.0609 0.0596 0.0023 0.0769 0.0746 0.0049
AgNPs-C6- ATCC® 15692™ 0.0609 0.0612 0.0006 0.0709 0.0689 0.0035
F23 P. alcaligenes 0.0649 0.0629 0.0035 0.0739 0.0726 0.0032
B. cepacia 0.0609 0.0596 0.0023 0.0749 0.0722 0.0046
S. maltophilia 0.0589 0.0576 0.0023 0.0729 0.0706 0.0040
ATCC® 27853™ 0.0690 0.0683 0.0012 0.0560 0.0567 0.0012
ATCC® 27855™ 0.0700 0.0697 0.0015 0.0650 0.0640 0.0017
F23-C6- ATCC® 15692™ 0.0690 0.0677 0.0023 0.0640 0.0640 0.0000
AgNPs P. alcaligenes 0.0700 0.0713 0.0023 0.0650 0.0640 0.0017
B. cepacia 0.0680 0.0690 0.0017 0.0640 0.0637 0.0006
S. maltophilia 0.0680 0.0700 0.0035 0.0660 0.0647 0.0023
ATCC® 27853™ 0.0052 0.0053 0.0005 0.0166 0.0161 0.0008
ATCC® 27855™ 0.0056 0.0051 0.0008 0.0216 0.0215 0.0002
F23-C2- ATCC® 15692™ 0.0032 0.0029 0.0006 0.0196 0.0198 0.0004
AgNPs P. alcaligenes 0.0116 0.0107 0.0015 0.0166 0.0162 0.0006
B. cepacia 0.0082  0.0085 0.0004 0.0089  0.0090 0.0002
S. maltophilia 0.0016 0.0016 0.0003 0.0232 0.0238 0.0013

En paralelo, los resultados de los ensayos de 18 h con cepas inactivadas se resumen en la
tabla 4, donde el unico conjunto de datos que mostré diferencias significativas correspondio

al sobrenadante 2 de los ensayos con cepas inactivadas, donde las cepas de P. aeruginosa
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mostraron mayores absorbancias que las cepas no-P. aeruginosa (p < 0.001), como se puede

observar en la figura 5.

Tabla 4. Parametros descriptivos de la interaccién de los conjugados con bacterias

inactivas
Sobrenadante 1 Sobrenadante 2
Acoplado Cepa Mediana Media Desviacion Mediana Media Desviacion
estandar estandar
ATCC® 27853™ 0.0580 0.0573 0.0012 0.0640 0.0643 0.0006
ATCC® 27855™ 0.0580 0.0617 0.0064 0.0680 0.0640 0.0069
AgNPs-C6- ATCC® 15692™ 0.0610 0.0590 0.0035 0.0680 0.0693 0.0023
F23 P. alcaligenes 0.0680 0.0643 0.0072 0.0740 0.0743 0.0006
B. cepacia 0.0580 0.0570 0.0026 0.0720 0.0703 0.0047
S. maltophilia 0.0600 0.0593 0.0021 0.0720 0.0710 0.0017
ATCC® 27853™ 0.0620 0.0800 0.0312 0.0670 0.0653 0.0029
ATCC® 27855™ 0.0680 0.0683 0.0006 0.0650 0.0643 0.0012
F23-Cé6- ATCC® 15692™ 0.0680 0.0700 0.0035 0.0650 0.0643 0.0012
AgNPs P. alcaligenes 0.0750 0.0740 0.0017 0.0660 0.0650 0.0017
B. cepacia 0.0680 0.0683 0.0006 0.0650 0.0640 0.0017
S. maltophilia 0.0710 0.0713 0.0006 0.0660 0.0647 0.0023
ATCC® 27853™ 0.0087 0.0086 0.0022 0.0420 0.0437 0.0032
ATCC® 27855™ 0.0047 0.0044 0.0010 0.0423 0.0422 0.0022
F23-C2- ATCC® 15692™ 0.0070 0.0070 0.0007 0.0433 0.0436 0.0007
AgNPs P. alcaligenes 0.0140 0.0140 0.0003 0.0120 0.0122 0.0010
B. cepacia 0.0113 0.0116 0.0004 0.0063 0.0064 0.0005
S. maltophilia 0.0073 0.0076 0.0004 0.0080 0.0079 0.0012

Conjugado F23-C2-AgNPs
_ Sobrenadante 2 /Con etanol

= .

[T 1i] 5

=0

030

oD40z

iy 11]

ATCC 27853 ATCC 27855 ATCC 15692 F alcaligenes B cepacia S maltophilia

Figura 5. Diagrama de caja de las absorbancias detectadas en las cepas de P. aeruginosa (ATCC 27853, ATCC

27855, ATCC 15692) y las cepas no-P. aeruginosa (P. alcaligenes, B. cepacia'y S. maltophilia).

La agrupacion de los datos por especie bacteriana (P. aeruginosa y no-P. aeruginosa) se
ilustra en la figura 6 (F23-C2-AgNPs), figura 7 (F23-C6-AgNPs) y en la figura 8 (AgNPs-C6-
F23).
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Figura 6. Diagramas de caja de la absorbancia detectada en las cepas tratadas con etanol (graficos de la parte
superior) y las cepas en su forma no inactivada (graficos de la parte inferior), donde la separacién grupal entre
las especies (P. aeruginosa y no-P. aeruginosa) es evidente en el sobrenadante 2 de los ensayos con etanol
(gréafico de la parte superior derecha).
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Figura 7.- Diagramas de caja de la absorbancia de las cepas tratadas con etanol (gréficos de la parte superior)
y las cepas en su forma no inactivada (graficos de la parte inferior), donde la separacién grupal entre especies

(P. aeruginosa y no P. aeruginosa) no fue evidente en ninguno de los casos evaluados.
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Figura 8.- Diagramas de caja de las absorbancias de las cepas tratadas con etanol (graficos de la parte superior)
y las cepas en su forma no inactivada (graficos de la parte inferior) donde la separacién grupal entre especies
(P. aeruginosa y no P. aeruginosa) fue evidente en el sobrenadante 2 de los ensayos con etanol de manera

inversa a lo planteado.

Por lo anterior, se ha inferido que la inactivacion con etanol es un paso critico para el
reconocimiento de P. aeruginosa por F23-C2-AgNPs, mientras que las variantes F23-C6-

AgNPs y AgNPs-C6-F23 parecen no ser funcionales para reconocer a P. aeruginosa.

Visualizacion de los complejos F23-C2-AgNPs-Pseudomonas aeruginosa

Una vez determinado que F23-C2-AgNPs fue el acoplado con el mejor reconocimiento por P.
aeruginosa, se pretendié visualizar los acoplados sobre la membrana de dicha especie
bacteriana, utilizando los siguientes microorganismos para tal fin: ATCC® 27853™, la cepa
clinica Pa06r con resistencia a los CARB, y S. maltophilia.

La visualizaciéon de F23-C2-AgNPs no fue conseguida, sin embargo, se identificé un dano
ultraestructural importante en ambas cepas de P. aeruginosa (ATCC® 27853™ y Pa06r) y un

efecto nulo en S. maltophilia.
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Figura 11.- Micrografias electronicas de transmisidon de cepas bacterianas inactivadas con etanol al 80% y

expuestas al conjugado F23-C2-AgNPs. A) P. aeruginosa ATCC® 27853™ inactivada con etanol 80% sin
conjugado como control negativo; B-D) Cepas inactivadas con etanol 80% y tratadas con el conjugado F23-C2-
AgNPs durante 18 h; B) S. maltophilia, sin evidencia de unién del conjugado; C) cepa clinica de P. aeruginosa

con dafo en la pared celular D) P. aeruginosa ATCC® 27853™ con lisis celular.

CONCLUSIONES:

En el presente trabajo se logré desarrollar complejos constituidos por nanoparticulas de plata
conjugadas con el aptdmero F23, con el objetivo de visualizar su interaccién con
Pseudomonas aeruginosa mediante microscopia electronica. Los resultados demuestran solo
el conjugado F23-C2-AgNPs es capaz de reconocer selectivamente a P. aeruginosa y que la
inactivacién con etanol es un paso critico para el reconocimiento. Si bien no se logré visualizar
directamente el complejo F23-C2-AgNPs, se identificd un dafio ultraestructural importante en
ambas cepas de P. aeruginosa evaluadas (ATCC® 27853™ y Pa06r) y un efecto nulo sobre
Stenotrophomonas maltophilia, 1o que sugiere selectividad. Lo anterior indica que este
conjugado es factible para el desarrollo de nanomateriales con actividad antimicrobiana
selectiva contra P. aeruginosa resistente a carbapenémicos (CARB), un enfoque aun poco
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explorado en el area de las enfermedades infecciosas. Por lo tanto, este trabajo aporta
evidencia sobre la factibilidad de los sistemas nanométricos como una nueva alternativa con

potencial terapéutico frente a patégenos multirresistentes.

RECOMENDACIONES

Ajustar los ensayos de interaccién a tiempos de incubacion menores con los acoplados (30
min), ya que, de acuerdo con lo observado en las micrografias electronicas, un tiempo de 18
h da lugar a bacterias lisadas, lo que pudo repercutir en las absorbancias identificadas en
dicha seccién metodologica.

Es importante evaluar otras configuraciones tioladas para seleccionar la variante de F23
acoplada a AgNPs mas eficiente para reconocer selectivamente a P. aeruginosa.

Evaluar cada variante de acoplados sobre cepas bacterianas no-inactivadas para distinguir la
configuracién mas eficiente para reconocer a P. aeruginosa.

Analizar el reconocimiento del mejor acoplado en un mayor numero de cepas clinicas,
especialmente en cepas con AMR alta.

Determinar la concentracién inhibitoria minima y concentracion bactericida minima de los

acoplados y contrastarlas con las de las AgNPs y de antibidticos convencionales.
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ANEXOS
Valores de absorbancia a ODg4o2 /
SOBRENADANTE 1 SOBRENADANTE 2
Repeticion _ Repeticion _
1 2 3 X SD 1 2 3 X SD
C°'(‘|§r§'srz)e$;;"’° 0.001 0.001 0.001 0.001 0 0.001 0.001 0.001 0.001 0
ATCC 27853 ™ 0.058 | 0.065 | 0.065 | 0.0626 | 0.0040 | 0.065 0.073 | 0.073 | 0.0696 | 0.0058
& 8 [[ATCC 27855 ™ 0.057 | 0.061 0.061 | 0.0596 | 0.0023 | 0.069 0.077 | 0.078 | 0.0746 | 0.0049
» & | ATCC 15692 ™™ 0.061 0.062 | 0.061 | 0.0612 | 0.0006 | 0.065 0.071 0.071 | 0.0689 | 0.0035
8 £ [P. alcaligenes 0.059 | 0.065 | 0.065 | 0.0629 | 0.0035 | 0.069 0.075 | 0.074 | 0.0726 | 0.0032
& | 8 8 [ B cepacia 0.057 | 0.061 0.061 | 0.0596 | 0.0023 | 0.067 0.075 | 0.075 | 0.0722 | 0.0046
& S. maltophilia 0.055 | 0.059 | 0.059 | 0.0576 | 0.0023 | 0.066 0.073 | 0.073 | 0.0706 | 0.0040
"
g ATCC 27853 ™ 0.057 | 0.059 | 0.059 | 0.0573 | 0.0012 | 0.066 0.065 | 0.065 | 0.0643 | 0.0006
2 | , & [ATCC27855 ™ 0.070 | 0.059 | 0.059 | 0.0617 | 0.0064 | 0.057 0.069 | 0.069 | 0.0640 | 0.0069
G § [ ATCC 15692 ™ 0.056 | 0.062 | 0.062 | 0.0590 | 0.0035 | 0.073 0.069 | 0.069 | 0.0693 | 0.0023
& B | P_alcaligenes 0.057 | 0.070 | 0.069 | 0.0643 | 0.0072 | 0.076 0.075 | 0.075 | 0.0743 | 0.0006
8 ['B_cepacia 0.055 | 0.060 | 0.059 | 0.0570 | 0.0026 | 0.066 0.075 | 0.073 | 0.0703 | 0.0047
S. maltophilia 0.058 | 0.062 | 0061 | 0.0593 | 0.0021 | 0.070 0.073 | 0.0073 | 0.0710 | 0.0017
ATCC 27853 ™ 0.068 0.070 0.070 | 0.0800 | 0.0312 | 0.059 0.057 0.057 | 0.0653 | 0.0029
& 8 [ATCC 27855 ™ 0.069 0.071 0.072 | 0.0683 | 0.0006 | 0.063 0.066 0.066 | 0.0643 | 0.0012
» 8 | ATCC 15692 ™™ 0.066 0.070 0.070 | 0.0700 | 0.0035 | 0.065 0.065 0.065 | 0.0643 | 0.0012
& £ [ P. alcaligenes 0.075 | 0.071 0.071 | 0.0740 | 0.0017 | 0.063 0.066 0.066 | 0.0650 | 0.0017
§ 8 & [ B.cepacia 0.072 0.069 0.069 | 0.0683 | 0.0006 | 0.064 0.065 0.065 | 0.0640 | 0.0017
5 S. maltophilia 0.075 | 0.069 0.069 | 0.0713 | 0.0006 | 0.063 0.067 0.067 | 0.0647 | 0.0023
(e}
Q ATCC 27853 ™ 0.117 0.063 0.063 | 0.0683 | 0.0012 | 0.063 0.068 0.068 | 0.0567 | 0.0012
& | , 8 [ATCC27855™ 0.070 0.069 0.069 | 0.0697 | 0.0015 | 0.064 0.066 0.066 | 0.0640 | 0.0017
G § | ATCC 15692 ™ 0.075 | 0.069 0.069 | 0.0677 | 0.0023 | 0.064 0.066 0.066 | 0.0640 | 0.0000
&5 | P alcaligenes 0.073 0.076 0.076 | 0.0713 | 0.0023 | 0.064 0.067 0.067 | 0.0640 | 0.0017
8 B cepacia 0.070 0.069 0.069 | 0.0690 | 0.0017 | 0.063 0.066 0.066 | 0.0637 | 0.0006
S. maltophilia 0.073 0.072 0.072 | 0.0700 | 0.0035 | 0.063 0.067 0.067 | 0.0647 | 0.0023
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INP

Instituto
Nacional

AT\

Casa abierta al tiempo METROPUL'TANA

UNIVERSIDAD
AUTONOMA

de Pediatria Unidad Xochimilco
ATCC 27853 ™ 0.006 0.005 0.005 0.0053 0.0005 0.017 0.015 0.017 0.0161 0.0008
g _c.(g ATCC 27855 ™ 0.006 0.006 0.004 0.0051 0.0008 0.022 0.022 0.021 0.0215 0.0002
o O ATCC 15692 ™ 0.003 0.003 0.002 0.0029 0.0006 0.020 0.020 0.020 0.0198 0.0004
3 5 | P. alcaligenes 0.012 0.009 0.012 0.0107 0.0015 0.017 0.017 0.016 0.0162 0.0006
%‘? 8 _E B. cepacia 0.009 0.008 0.008 0.0085 0.0004 0.009 0.009 0.009 0.0090 0.0002
ga S. maltophilia 0.001 0.002 0.002 0.0016 0.0003 0.023 0.025 0.023 0.0238 0.0013

AN

g;?) ATCC 27853 ™ 0.010 0.012 0.007 0.0086 0.0022 0.048 0.043 0.043 0.0437 0.0032
o ” _cg ATCC 27855 ™ 0.006 0.006 0.004 0.0044 0.0010 0.043 0.045 0.041 0.0422 0.0022
S o ATCC 15692 ™ 0.008 0.007 0.009 0.0070 0.0007 0.044 0.045 0.044 0.0436 0.0007
8 5 | P. alcaligenes 0.015 0.015 0.015 0.0140 0.0003 0.012 0.014 0.013 0.0122 0.0010
_E B. cepacia 0.012 0.012 0.013 0.0116 0.0004 0.007 0.008 0.007 0.0064 0.0005
S. maltophilia 0.008 0.008 0.009 0.0076 0.0004 0.009 0.008 0.010 0.0079 0.0012
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