BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DESARROLLO DE UN INMUNOSENSOR PARA LA
DETECCION DE Pseudomonas aeruginosa

IMMUNOSENSOR DEVELOPMENT FOR Pseudomonas
aeruginosa DETECTION

Tesis que para obtener el titulo de
LICENCIADO EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:
FERNANDO IVAN RAMIREZ LUNA

DIRECTOR:
LUIS RAMIRO CASO VARGAS

COODIRECTORA:
NORMA ELENA ROJAS RUIZ

MARZO 2024

. ciel“ﬁas B;

O,
O

TECNOLOGIA



La presente tesis titulada “DESARROLLO DE UN INMUNOSENSOR PARA LA
DETECCION DE Pseudomonas aeruginosa” realizada por Fernando Ivan Ramirez
Luna ha sido revisada y aprobada por el siguiente comité revisor para obtener el

titulo de:

Licenciado en Biotecnologia

Facultad de Ciencias Bioldgicas

Comité revisor integrado por:

(X

Dra. Leslie Susana Arcila Lozano
Asesor de Tesis

\

Dr. Luis Ramiro Caso Vargas
Director de Tesis

echad, emFIRL

Dra. Abigail Martinez Torres
Asesor de Tesis

Dra. Norma Elena Rojas Ruiz
Codirectora de Tesis

Puebla, Puebla, México. Mayo de 2024.



RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista capaz de ocasionar infecciones
en personas inmunosuprimidas, pudiendo incluso, en casos graves, ocasionar la
muerte. Dado que es de vital importancia desarrollar métodos de deteccién que
permitan la rapida identificacion de esta bacteria, en este trabajo de tesis se
desarroll6 un inmunosensor empleando anticuerpos policlonales biotinilados
contra P. aeruginosa como elemento de reconocimiento biolégico. Las cepas de
trabajo fueron previamente aisladas a partir de aguas termales en el municipio de
Chignahuapan, Puebla, en el laboratorio de Microbiologia 402 del edificio EMA-6, e
identificadas como P. aeruginosa mediante aproximacion filogenética. En el presente
estudié se corrobord la identificacion de la misma manera que lo realizaron
previamente; amplificando y secuenciando la region del gen que codifica para el gen
que codifica para el ARNr 16S y posteriormente analizando su proximidad

filogenética, empleando analisis bioinformaticos.

Las cepas empleadas en este trabajo fueron sembradas en los medios King A y King
B para evidenciar la produccion de pioverdina y piocianina. Se realizaron analisis de
resistencia a antibiéticos con antibiogramas comerciales; las cepas de trabajo
presentaron una resistencia de 83.33% (cepa 38) y 92.66% (cepa 39) a los 12
antibioticos evaluados. En la region del infrarrojo medio, las bandas consideradas
mas importantes que corresponden a las diferentes etapas del proceso de
ensamblado fueron: para el SiOz silanizado, 1042 y 1126cm-! crecimiento de la red
del silano, 1665cm-! flexion N—H del grupo amino, 2936 y 2882 cm-1, tensién C—H
de los grupos metilos y metilenos; para el soporte silanizado mas el agente
reticulante (glutaraldehido), ~3416, tension O—H, ~1636cm1, formacién de
imina; unién covalente de la estreptavidina, 1665cm-1, amida. La miscroscopia
electronica de barrido mostré que P. aeruginosa es reconocida por el inmunosensor
y permanece adherida al anticuerpo superficial aun después de varios lavados. El
andlisis de la respuesta del inmunosensor a distintas UFC-mL-! de P. aeruginosa
evaluado por FT-IR revel6 que la banda ~1464cm-! exhibe una respuesta lineal
entre la concentracién de la bacteria y la absorbancia, detectando hasta 10-7 UFC-mL-
1 con una r2= 0.9219. Asi mismo, los resultados del analisis de los espectros

completos mediante clasificador bayesiano ingenuo, redes neuronales artificiales y



analisis de clustering mostraron mayor exactitud hasta diluciones de 10-> UFC-mL-1.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that can cause infection and,
in severe cases, death in immunocompromised individuals. Since the development
of detection methods that allow rapid identification of this bacterium is crucial, this
thesis developed an immunosensor using biotinylated polyclonal antibodies against
P. aeruginosa as a biological recognition element. The working strains were isolated
from hot springs in the municipality of Chignahuapan, Puebla in previous
investigations and identified in the Microbiology laboratory 402 of the EMA-6
building. In these investigations, the region of the gene that codes for 16S rRNA was
amplified and sequenced; bioinformatic analysis indicated that the isolates
belonged to the P. aeruginosa. In this work, the identification of a strain was
confirmed through the same methodology and a comparative phylogenetic analysis
was carried out with other bacteria of the Pseudomonas genus. The working stains
were examined for the production of pyoverdine and pyocyanin by using King A and
King B media. In addition, antibiotic resistance analyzes were performed with
commercial antibiograms; the working strains presented a resistance of 83.33%
(strain 38) and 92.66% (strain 39) to the 12 antibiotics evaluated. In the mid-
infrared region, the most remarkable bands corresponding to the different stages of
the assembly process were identified, for silanized silicon: 1042 and 1126 cm-! for
the growth of the silane network, 1665 cm! for the N—H bending of the amino
group, 2936 and 2882 cm! for the C—H stretching of the methyl and methylene
groups; for silanized SiO2 bonded to cross-linking agent (glutaraldehyde): ~3416
cml for O—H stretching, ~1636 cm! for imine formation; covalent bonding of
streptavidin, 1665 cm-! for amide. Scanning Electron Microscopy examination
showed that P. aeruginosa is recognized by the immunosensor and remains bound
to the surface antibody even after several washes. Analysis of the response of the
immunosensor to different CFU-mL-1 of P. aeruginosa by FT-IR showed that the
~1464 cm-1 band exhibited a linear response between bacterial concentration and
absorbance, detecting up to 10-7 CFU-mL-! with an r2= 0.9219. Similarly, the results
of analyzing the full spectra using the naive Bayesian classifier, artificial neural

networks and clustering analysis showed the most accurate predictions up to



dilutions of 10-5> CFU-mL 1.
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Introduccion

¢ Qué es la investigacidn, sino una cita a
ciegas con el conocimiento?

— Will Harvey

(Empresario estadounidense)

1.1 Pseudomonas aeruginosa.

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae. Pseudomona
aeruginosa (P. aeruginosa) es un organismo Gram negativo, aerobio, con forma de
bastén de aproximadamente 0.5-1um de didmetro y 1.5-5 um de largo, flagelado
y no esporulado (1). Este organismo es ubicuo, tiene la capacidad de persistir en
suelos y agua, sobreviviendo en ambientes con una minima cantidad de nutrientes
(2). P. aeruginosa se puede encontrar en cuerpos de agua como los rios o lagos, en
zonas urbanas como piscinas, bafieras, jacuzzis, de igual forma, dentro de ambientes
hospitalarios como en fregaderos, desinfectantes, equipos de terapia respiratoria y

en endoscopios (1).

Es denominado patégeno oportunista debido a que tiene la capacidad de propiciar
infecciones en pacientes con un sistema inmunodeficiente, es capaz de causar
infecciones agudas y/o crénicas en los humanos, como puede ser la fibrosis quistica,
la meningitis, neumonia, infecciones de piel, tracto urinario, huesos, articulaciones
e infecciones post cirugia, sin embargo, la infecciéon por P. aeruginosa también puede
ocurrir en personas sanas, provocando otitis media o externa, foliculitis y queratitis
(3-5). En la figura 1 se muestra un esquema de infecciones comunes

causadas por P. aeruginosa.

P. aeruginosa es considerado el quinto patégeno que mas causa enfermedades



generales, el segundo relacionado con neumonia nosocomial, el tercero en

infecciones urinarias, cuarto en infecciones quirargicas y el séptimo en sepsis (2).

Algunos factores importantes en las infecciones de P. aeruginosa son la edad, el

estado de salud de la persona y la genética (1-3,6,7).
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Figura 1. Esquema de infecciones causadas por P. aeruginosa. Elaboracion propia
modificado de Tuon et al., 2022. Elaborado en BioRender.com

1.1.1 Factores de virulencia.

P. aeruginosa tiene la capacidad de adaptarse al ambiente adverso en los huéspedes
mediante la secrecion de diferentes factores de virulencia como adhesinas,
proteasas, sistemas de secrecion, formacion de biopeliculas, entre otros, que

provocan el éxito de la infeccién y la causa de la enfermedad (Tabla 1).

Un paso crucial de la infeccién es la unidn de la bacteria con el tejido blanco, P.
aeruginosa utiliza componentes de su superficie celular que promueven la adhesion
de las bacterias, se reportan al menos 3 factores diferentes de adherencia; los pili
tipo 1V, los flagelos, y los lipopolisacaridos (LPS). El LPS es un componente

estructural de las membranas externas que se encuentra en las bacterias Gram



negativas, es un componente importante dentro de la interaccion bacteria-huésped
(2,8).

P. aeruginosa ha desarrollado un sistema de secrecion muy complejo, el cual
transloca los factores de virulencia al medio extracelular o los inyecta al citosol del
huésped; este organismo cuenta con 5 de los 7 sistemas de secrecion que se han
encontrado en Gram negativos; tipo I, tipo II, tipo III, tipo V y tipo VI (2).
Adicionalmente, P. aeruginosa codifica para las proteinas efectoras ExoS, ExoT, ExoU
y ExoY que generan diferente citotoxicidad en las células huésped que pueden llegar
a inducir la apoptosis.

Un factor caracteristico de este organismo es la produccién de piocianina
(pigmento azul verdoso), que provocan disrupcién sobre la cadena transportadora
de electrones y catalasa, fungiendo como protector ante las especies reactivas de
oxigeno (2).

P. aeruginosa es capaz de generar biopeliculas, una matriz de polisacaridos
constituida principalmente por alginato, dcido murico y acido glucurénico, que
funciona como barrera impidiendo el paso de los antibiéticos y de células

inmunolégicas (9).

Tabla 1. Principales factores de virulencia de P. aeruginosa.

Factor
Efecto

de virulencia

Dafian los tejidos del huésped por la actividad proteolitica.
Proteasas Por ejemplo: Elastasa A, MucD, proteasa alcalina,
aminopeptidasas, entre otras.

LPS Es reconocido por el huésped generando inflamacion y
activacion de repuesta inmune.

Piliy fimbrias  Proporcionan adherencia y motilidad a P. aeruginosa.

Citotoxinas dirigidas hacia leucocinas y neutréfilos

Leucocidina expulsada a través del sistema de secrecion tipo III.
Pioquelina y pioverdina apoyan la produccién de otros
Sidero6foros factores de virulencia mediante la transferencia de hierro.
Por ejemplo, biopeliculas.
Producen amoniaco y diéxido de carbono mediante la
Ureasa

hidrodlisis de la urea en una infeccién urinaria.



Proteinas de la Esenciales del reconocimiento del huésped, la adherencia y
membrana secrecion de factores de virulencia.

) Citotoxinas que afectan a las células del huésped generando
Exo-toxinas )
apoptosis.

Barrera de polisacaridos que impide la interaccién del

Biopelicula . B
antibiodtico con el patogeno.

Adaptado de Quin, et al., 2022 (10).

Los factores de virulencia se regulan dependiendo de la densidad celular mediante
el mecanismo conocido como Quorum sensing (QS), el cual es empleado como
sistema de comunicacién quimica por diversas especies bacterianas (8), las
bacterias producen autoinductores que funcionan como moléculas de sefalizacion
que se liberan al medio, una vez alcanzado el umbral, son activados para inducir

directa o indirectamente la expresion génica de los factores de virulencia (8,10).

1.1.2 Multirresistencia a antibioticos.

A lo largo de la evolucién bacteriana, se han desarrollado diversos mecanismos de

resistencia genética en contra de compuestos que afectan su supervivencia.

El 2017 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) emitié un comunicado con el fin
de promover la investigacién y el desarrollo de nuevos antibioticos contra bacterias
del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter
spp.), debido a su multirresistencia a antibioticos (10,11). P. aeruginosa destaca en
la prioridad 1: Critica, segun la lista de la OMS. La importancia de esta bacteria se
centra en su multirresistencia contra antibidticos tipo quinolonas, {3 - lactamicos y
aminoglucésidos (11,12). Existen 3 principales mecanismos de resistencia que las
cepas de P. aeruginosa emplean contra los antibioticos: intrinseca, adquirida y

adaptativa (12).

Intrinseca: contrarresta la eficiencia de un antibidtico especifico a través de
caracteristicas estructurales o funcionales inherentes. P. aeruginosa tiene un
elevado nivel de resistencia intrinseca basada en la membrana externa, bombas de

flujo y produccion de enzimas inactivadoras (13). Los principales mecanismos de



adaptacion intrinseca se muestran en la Tabla 2, mientras que en la figura 2 se

muestra un esquema de estos.

Tabla 2. Mecanismos intrinsecos de adaptacién a antibidticos.

Mecanismo Descripcion Ref.
Permeabilidad La mayoria de los antibioticos se dirigen a objetivos 12
de la intracelulares, por lo que deben cruzar la membrana 1;}
membrana externa, que actia como una barrera selectiva. Las
porinas ancladas a la membrana forman los canales
de flujo. P. aeruginosa tiene porinas especificas como
OprB (hidratos de carbono), OprP (fosfatos), OprO
(pirofosfato) y OprD (aminoacidos basicos). OprD
participa en la absorcion de antibiéticos y tiene sitios
de unién para carbapenémicos y B-lactamicos. La
ausencia de OprD aumenta la resistencia a esta clase
de antibioticos.
Bombas de Las células utilizan bombas para expulsar 12
flujo compuestos nocivos. Estas bombas se clasifican en 5 1;}

familias: superfamilia facilitadora principal (MFS),
pequeiia familia de resistencia a multiples farmacos
(SMR), casete de unién a ATP (ABC), resistencia-
nodulacién-divisién celular (RND) y extrusiéon de
compuestos téxicos y multidrogas (MATE), donde
las proteinas pertenecientes a la familia RND
desempefian un papel clave en la resistencia a los
antibiéticos en P. aeruginosa. La sobreexpresion de
multiples bombas de flujo ha contribuido al

desarrollo de multirresistencia a antibioticos



Sintesis de Las bacterias han desarrollado enzimas que pueden 2
. . N . 12
enzimas destruir o alterar antibiéticos. P. aeruginosa posee el 15
gen ampC que codifica para f - lactamasas, enzimas que
inactivan compuestos betalactdmicos, de igual forma se
han encontrado cepas con enzimas aminoglucésido
fosfotransferasa (AHP) y nucleotidiltransferasa (ANT)

que mediante la modificacion de las moléculas

inactivan a los aminoglucésidos.

Ref. - Referencia.

B-lactamasasy
quinolonas
Aminoglucésidosy Enzimas

polimixinas inactivadoras
de antibiéticos

Canales
de porina

Antibidticos

Figura 2. Mecanismos de resistencia intrinseca de P. aeruginosa. Elaboracion
propia modificado de Pang et al., 2019. Elaborado en BioRender.com

Adquirida: resistencia que se logra mediante mutaciones o adquisicion de genes por
transferencia horizontal (12). En la Tabla 3 se muestran los principales mecanismos

de adaptacion adquirida.



Tabla 3. Mecanismos de resistencia a antibiéticos adquirida.

Mecanismo

Descripcion

Mutaciones

Genes de
resistencia
adquirida

Cambios espontidneos dentro del material genético de las
bacterias pueden provocar modificaciones en los blancos,
disminucién en la absorcién, sobreexpresion de bombas de flujo
y produccion de enzimas que afectan la eficiencia de los
antimicrobianos.

La transformacioén, transducciéon y conjugacion son los
mecanismos de transferencia horizontal por los cuales se
adquieren genes de resistencia a través de plasmidos, integrones,
ADN libre o fagos.

Adaptado de Pang et al., 2019 (12).

Adaptativa: modificaciéon de expresién genética por respuesta a estimulos

ambientales que aumentan la capacidad de sobrevivir al medio (13). En P.

aeruginosa esta mejor representada por la formacion de biopeliculas y aparicién de

células persistentes (4). La Tabla 4 muestra los mecanismos de resistencia

adaptativa.

Tabla 4. Mecanismos adaptativos de resistencia a antibidticos.

Mecanismo

Descripcion

Biopeliculas

Células
persistentes

Matriz extracelular de polisacaridos, proteinas, metabolitos y
ADN que forman un agregado que protege las bacterias. Las
biopeliculas previenes la interaccion entre antibidticos y
bacterias, lo que dificulta el tratamiento de infecciones
bacterianas. P. aeruginosa produce biopeliculas en dos etapas:
una etapa inicial donde las bacterias se agregan uniformemente
y una etapa madura donde las composiciones bacterianas se
separan por canales.

Variantes de células que son resistentes a elevadas
concentraciones de antibioticos. Las células persistentes de P.
aeruginosa permanecen en un estado latente y son capaces de
regenerar las biopeliculas mientras que la mayoria de las células
son eliminadas por los antibiéticos.

Recopilado de Pang et al 2019, Bolivar-Vargas et al 2021, Zowalaty el al. 2015

(12,14,16).



La formacion de biopeliculas por P. aeruginosa esta constituido por 6 etapas y estas

se pueden observar en la figura 3.
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Figura 3. Etapas en la formacion de biopeliculas. Adhesion: unién al tejido blanco,
agregacion: aumento de células bacterianas, maduracion: formacidn de biopelicula
por produccién de polisacaridos, desprendimiento: liberacién de un conglomerado
de bacterias de la biopelicula, migraciéon: movimiento de células en busca de otro
tejido blanco, colonizacion, adhesion y crecimiento en tejido blanco. Elaboracién
propia modificado de Bolivar-Vargas et al, 2019 (14). Elaborado en BioRender.com.

1.1.3 Diagnostico.

Los métodos tradicionales para la identificaciéon de P. aeruginosa en el laboratorio
se basan en medios de cultivo observando el crecimiento y morfologia, existen
medios enriquecidos como el King A y King B que permiten visualizar pigmentos,-sin
embargo, la deteccion por esta via puede ser lenta por los periodos de incubacién.
El paso siguiente a la identificaciéon del patégeno, es realizar antibiogramas para

conocer la resistencia a antibioticos y aplicar un tratamiento adecuado (8).

En la actualidad, han aparecido nuevos métodos de deteccién para este
microorganismo, como la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) y la
espectrometria de masas. La PCR es empleada principalmente en casos clinicos, pero
se necesita de equipos y protocolos especificos, asi como personal capacitado. La

espectrometria de masas requiere instrumentos altamente sofisticados(17).



1.2 Biosensores.

Los biosensores son dispositivos analiticos que incorporan un elemento de
deteccién biolégico que permiten obtener una sefial cuantificable a través de la
interaccion entre el biorreceptor y el analito, por lo tanto, los elementos de
biorreconocimiento tienen un papel fundamental (Tabla 5), la efectividad del

biosensor depende de la técnica de inmovilizacion (18).

Tabla 5. Conceptos importantes de los biosensores.

Concepto Definicion
Exactitud Valor proximo al real.
Especificidad Selectivo con el analito objetivo.
Sensibilidad Detectar niveles bajos de analito.
Tiempo de .
Respuesta en tiempo real.
deteccidn
Resistencia Soportar condiciones adversas en el entorno
circundante.
Reproducible Brindar resultados precisos en condiciones
similares.

Tomada de Coulet 1991. (20)

El objetivo de un biosensor es brindar informacion rapida, precisa y confiable sobre
el analito o microrganismo de interés (19). Un biosensor se constituye por 3
elementos, un biorreceptor, un transductor y un procesador de seial; el
biorreceptor consiste en un componente de origen biolégico inmovilizado que
permite detectar el analito especifico, principalmente estd compuesto por
anticuerpos, ADN, aptameros, enzimas y células completas (20) (figura 4). La
interaccion entre el biorreceptor y el analito provoca cambios quimicos, de calor, de
pH, de flujo de electrones, entre otros, a lo que el transductor transforma la sefial
bioquimica en una eléctrica, que pasa al procesador de datos déonde se muestra la

sefial procesada (20,21).



La inmovilizacién adecuada del biorreceptor sobre el soporte es fundamental para
la deteccion. La adsorcion, el confinamiento, el atrapamiento, la unién covalente o el
entrecruzamiento son estrategias fisicas y/o quimicas que permiten inmovilizar el
biorreceptor sobre el soporte del biosensor (22). Una correcta inmovilizacién
permite una cobertura eficiente del soporte, manteniendo las propiedades y
proporcionando mayor estabilidad (21). La funcionalizaciéon de la superficie del
soporte es necesaria para la inmovilizacién. El silicio, el nitruro de silicio y la silice
son materiales comunmente utilizados, el silano es empleado comunmente para
funcionalizar los transductores Opticos. Existen organosilanos en diferentes
estructuras, longitudes, funcionalidades y propiedades fisicoquimicas,
predominando los alquil de cadena corta, con terminaciéon amino, tiol, epoxi o

carboxilicos (23,24).
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Figura 4. Componentes de un biosensor. Adaptado de Khatami et al., 2022 (20).

Elaborado en BioRender.com

El area de aplicacion de estos dispositivos se centra en el diagnéstico médico, la

seguridad alimentaria y monitoreo ambiental (20).

1.2.1 Inmunosensores.

Los inmunnosensores se fundamentan por la transduccién de sefiales obtenidas por

la interacciéon especifica entre el anticuerpo y el antigeno generando un
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inmunocomplejo (25).

En los ultimos afios, esta técnica ha generado interés para herramienta en el
diagnostico clinico, control de alimentos, monitoreo industrial y analisis
ambientales. Se han desarrollado una gran cantidad de estrategias para la
elaboracion de estos dispositivos que varian desde el soporte, tipos de
inmunoglobulinas y el tipo de transductor. (26). El rendimiento de este tipo de

biosensores depende de como se encuentren inmovilizados (27).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteinas altamente selectivas que solo se
unen a sus objetivos mediante unidn especifica que les permite distinguir inclusive
en muestras complejas (28). Se producen como parte de la respuesta inmune al
detectar agentes extrafos. Presentan un alto peso molecular (aproximadamente
150 kDa) y son clasificadas en: IgM, IgG, IgE, IgA elgD. LalgG es lamas abundante
en las especies y es utilizada cominmente en los inmunosensores (28). Los
anticuerpos estan constituidos por cuatro cadenas polipeptidicas; 2 cadenas
pesadas iguales que estan unidas covalentemente a un oligosacarido, y un par de
cadenas ligeras no glicosiladas. Un puente disulfuro y mas uniones que enlazan las
cadenas pesadas con las ligeras. Los anticuerpos tienen la fraccidon de fragmento de
union al antigeno (Fab), que es la involucrada en el reconocimiento, y la fraccién
cristalizable (Fc) que interviene en las funciones efectoras (29). El esquema general

de un anticuerpo se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Estructura general de una inmunoglobulina. La cadena ligera se denota de
colorverdey lapesada de color azul. CH- dominios conservados de la cadena pesada;
CL - dominio conservado de la cadena ligera; Fab - Fragmento de unioén al antigeno;
Fc - fragmento cristalizable; VH- dominio variable de la cadena pesada; VL- dominio
variable de la cadena ligera. Elaboracién propia modificado de Garcia M. 2011 (29).
Creado en BioRender.com

Se pueden emplear 2 tipos de anticuerpos para desarrollar inmunosensores; los
anticuerpos policlonales o monoclonales. Los anticuerpos policlonales son un
conjunto de distintas inmunoglobulinas que reconocen uno o varios antigenos,
estos son sensibles, pero con menor especificidad ya que pueden reconocer
diferentes epitopos (sitio pequefio que reconocen los anticuerpos) dentro de sus
objetivos; los anticuerpos monoclonales son inmunoglobulinas idénticas que
reconocen un solo epitopo elevando su especificidad (28). La elaboracién de estos
anticuerpos se genera mediante la inyeccion de microorganismo, macromolécula
o péptido purificado en un modelo animal, el sistema inmune genera
inmunoglobulinas en contra del agente o péptido extrafio, produciendo anticuerpos

policlonales que pueden ser purificados mediante cromatografia de afinidad (27).
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1.2.2 Métodos de deteccion.

Los biosensores pueden clasificarse segin la manera que transducen la sefial:
electroquimicos, piezoeléctricos y dpticos. El biosensor electroquimico funciona
mediante electrodos que cuantifican la sefial eléctrica que resulta de la reaccion
catalitica o union, se determina mediante lecturas de potenciometria, amperometria
y conductometria, los biosensores piezoeléctricos, cuantifican el voltaje y/o
vibracion resultado de la interaccién con el analito y finalmente los biosensores
opticos analizan mediante fotones, utilizando fibras 6pticas empleando mecanismos

como colorimetria, fluorescencia, absorbancia o transmitancia (21)

Los biosensores dpticos sirven para la identificaciéon o monitoreo de interacciones de
biomoléculas en tiempo real sin uso de etiquetas (enzimas o colorantes
fluorescentes). La resonancia de plasmoén de superficie (SPR), la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) y el indice de refraccién son las
técnicas que se emplean frecuentemente en los biosensores 6pticos. Se han disefiado
biosensores Opticos para la deteccion de microorganismos enteros o analitos
caracteristicos (30). La deteccién de microorganismos patoégenos es fundamental

para controlar las enfermedades transmitidas por los alimentos, agua o vectores.

1.2.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR).

La espectroscopia se ha posicionado como una herramienta para aplicaciones
biomédicas y han logrado un progreso en el campo de la evaluacién clinica. Las
técnicas espectroscopicas son sencillas, reproducibles y solo necesitan una cantidad
pequefiade muestra (microgramos a nanogramos), obteniendo informacién a nivel
molecular de los grupos funcionales, tipos de enlaces y conformaciones moleculares
(31). Cada banda del espectro representa una vibracién que es caracteristicas de
cada moléculay proporcionan informacidén directa sobre la composiciéon bioquimica

(32).

La FT-IR es una técnica analitica que permite el analisis rapido, preciso y sensible,
donde las muestras se colocan al infrarrojo (IR) para ser irradiadas e ir impactando

sobre las moléculas, dando como resultado la transmision o absorbancia de energia,
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obteniendo bandas espectrales que permiten la determinacion especifica de la
vibraciéon molecular contenida en la muestra (31). El espectro IR esta dividido en 3:
IR lejana (<400 cm-1), IR media (400-4000 cm1) e IR cercano (4000-13000 cm-1)

donde IR media es el rango cominmente empleado para en analisis (33).

Los espectros por FT-IR proporcionan patrones complejos y reproducibles. La
frecuencia exacta de cada vibracion depende de la fuerza en los enlaces

involucrados, la masa de los atomos y el entorno quimico de los grupos moleculares

(33).

FT-IR es un método no destructivo, rapido, facil de usar y altamente sensible para
el analisis microbiologico (34,35). Para muestras microbianas, los espectros son
resultado de la presencia de ADN/ARN, componentes de membrana, pared celular,

lipidos y proteinas(36).

Se han reportado ciertas regiones espectrales asociadas a distintos componentes. La
region entre 3000 y 2800 cm-! esta ligada a la presencia de acidos grasos; la region
entre 1700 y 1500 cm-! estd asociada con el residuo carbonilo de las proteinas,
especificamente los grupos Amida I y II; informacion sobre proteinas, acidos grasos
y compuestos portadores de fosfatos se encuentran entre 1500 a 1200 cm-; los
aminodcidos libres y los polisacaridos se pueden encontrar en la regiéon entre 1450
y 1400 cm1; la region de 1250 a 900 corresponden a carbohidratos de la pared
celular, ARN/ADN vy fosfolipidos (34,37,38). La regidon de la huella dactilar se
presenta debajo de 900 cm-1, donde se muestran patrones especificos no asignados

(38).

La FI-TR se ha empleado para la identificaciéon de bacterias, levaduras y hongos en
muestras de agua o alimentos. La figura 6 se presenta un espectro representativo

de las principales bandas de bacterias.
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Antecedentes

2.1 Funcionalizacion del silicio.

Los materiales de silicio se oxidan espontdneamente y forman una capa de 6xido de
silicio amorfa cuando son expuestos al aire, lo que permite la funcionalizacion de la
superficie (39). Existen diversas estrategias para la modificacion de la superficie del
silicio, donde el método de unién covalente es la que tiene mejor potencial; este
método consiste en emplear capas ensambladas de organosilanos formando una red
en la superficie del silano, con ventajas en la adsorcidn fisica y la inmovilizaciéon por
bioafinidad. Hay diferentes metodologias para la silanizaciéon del silicio: a)
sumergiendo las muestras en soluciones de silano, b) colocando la solucion de silano
en las muestras, c¢) vaporizando la solucién de silano en las muestras al vacio o
calentamiento, y d) recubriendo por centrifugacion la solucién de silano en las
muestras (40). El proceso de silanizacion produce capas de silano gruesas y no
uniformes, que afecta directamente a la sensibilidad del biosensor, no obstante, (3-
aminopropil) trimetoxisilano (APTMS) y (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) se
emplean ampliamente para la inmovilizaciéon de biomoléculas; sin embargo los
etoxisilanos son casi inactivos frente a los grupos —-OH del sustrato, por lo tanto,
requieren de una hidrdlisis previa para poder reaccionar, caso contrario con los
metoxisilanos que son mas reactivos, reaccionando incluso a un ritmo lento a

temperatura ambiente(23).

Dixit et al., 2011 optimizaron el desarrollo de un inmunoensayo ligado a enzimas de
alta sensibilidad mediante la inmovilizaciéon covalente de los anticuerpos en la
superficie polimérica modificada por APTES (41).

Wang y ]Jin 2004 demostraron que la superficie modificada con APTES
y glutaraldehido tiene una mayor capacidad de unién de anticuerpos en
comparacion con el dicloro dimetilsilano (DDS) (42).

Udomsom et al.,, 2021 desarrollaron biosensores en silicio dénde combinaron la
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silanizacién APTES con un enlace cruzado EDC/NHS, exhibiendo una densa
inmovilizacién de anticuerpos orientados mejorando la sensibilidad del dispositivo
(43).

Ognjanovic et al., 2020 elaboraron un nanosensor amperimétrico de diéxido de
titanio silanizado con APTES, inmovilizando enzimas en la superficie para evaluar el
nivel de glucosa en una gota de muestra (44).

Palimi et al., 2014 recubrieron la superficie de nanoparticulas de Cr203 con APTMS
para evaluar los efectos de la modificacién de la superficie sobre el comportamiento
de fractura y las propiedades mecanicas del recubrimiento de poliuretano. Las
propiedades mecanicas del poliuretano mejoraron significativamente mediante el
uso de nanoparticulas (45).

Zhou et al., 2014 desarrollaron una plataforma de biodeteccion colorimétrica que
utiliza APTMS reticulado como sonda. Este sensor en papel es capaz de detectar una
variedad de obijetivos, incluidos biomarcadores de H202, glucosa y proteinas. Los
resultados del estudio han demostrado que este sensor puede detectar diferentes
analitos con un amplio rango lineal. Debido a su bajo costo y simplicidad, este sensor
es muy adecuado para analisis en el punto de atencién y puede usarse en diversos
campos (46).

Lee et al., 2018 proponen un posible mecanismo para la eliminacién de Cr (VI) a
través de silice mesoporosa funcionalizada con APTMS. Consiguieron resultados
prometedores para eliminar el Cr (VI) de una solucién acuosa. La eliminacién de Cr
(VI) se debié principalmente a la actividad de los grupos funcionales presentes en la
silice (47).

Zhao et al., 2022 propusieron un nuevo método para detectar la a-glucosidasa (a-
glu) y sus inhibidores. Este método se basa en el control de la fluorescencia de
nanoparticulas que contienen silicio (Si CNPs) en soluto acuoso. Las nanoparticulas
se producen mezclando APTMS y ascorbato de sodio (AS). Luego, el AS se reemplaza
por &cido L-ascorbico-2-0-a-D-glucopiranosilo (AA2G), que puede hidrolizarse
mediante a-glu. Esto crea un biosensor de "activacion" para la actividad de a-glu y
permite la deteccién de sus inhibidores (48).

Bilgic et al., 2022 desarrollaron un gel de silice modificado, llamado Si-APTMS-
pillar[5]arene, como un absorbente nuevo y eficaz para eliminar iones Cu(Il) de

soluciones acuosas. Es altamente selectivo para los iones Cu(II) y ha demostrado una
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excelente reutilizacion, manteniendo su alta eficiencia incluso después de 3 a 5
ciclos de regeneracion. Este adsorbente es una técnica prometedora, rentable y no

toxica para tratar eficazmente aguas residuales y agua contaminadas con cobre (49).

2.2 Biosensores contra patégenos.

Los analisis clinicos tradicionales basados en ensayos bioquimicos son confiables,
pero generalmente requieren de mucho tiempo para obtener los resultados. Hay una
necesidad de nuevas herramientas para el diagnostico microbiolégico que puedan
proporcionar resultados e informacion de manera rapida, sencilla y de acceso
econdmico que permitan tomar la mejor decision para el tratamiento o manejo del

problema (15).

En los humanos, las infecciones por bacterias Gram negativas son un desafio
particular para la salud en todo el mundo, se han desarrollado diferentes

biosensores para obtener una deteccion temprana de estas bacterias (21).

Starodub et al., 2013 disefiaron biosensores de alta especificacion basados en SPRy
TIRE (elipsometria de reflexiéon interna total) fundamentado en reacciones
antigeno-anticuerpo para la deteccion de Salmonella spp. En estos dispositivos se
emplearon reacciones Ag-Ab junto con una capa de unién superficial como
componente reactivo. El biosensor SPR exhibi6 una sensibilidad de 10-1 a 10-¢
UCF/mL, mientras que el TIRE demostr6 una mayor sensibilidad, detectando células
en 10 mL (50).

Xiao et al., 2014 inmovilizaron covalentemente una sonda de ADN en biosensores de
fibra oOptica capaces de hibridar con un ADN complementario marcado
fluorescentemente para detectar Shigella spp. El biosensor de fibra éptica podria
detectar 102 UFC/mL de Shigella spp (51).

Suaifan et al., 2017 desarrollaron un biosensor capaz de detectar S. aureus, basado
en la actividad proteolitica de las proteasas patdégenas en un sustrato especifico, lo
que brinda resultados en pocos minutos. Los resultados experimentales indicaron
limites de deteccion de 7, 40 y 100 UFC/mL para S. aureus en cultivos de caldo,

productos alimenticios y muestras ambientales, respectivamente (52).

18



Narmani et al., 2018 desarrollaron un biosensor de ADN de fluorescencia
ultrasensible y selectivo basado en nanoparticulas de oro (AuNP) y nanoparticulas
(NP) magnéticas para la determinacion de Vibrio cholera. El limite de deteccidn fue
de 2,34 ng mL-1(53).

Elahi et al, 2019 descubri6 un método de deteccion temprana de Shigella spp.
usando sondas de ADN de AuNP. El trabajo presento un limite de deteccién de 90
CFUmL-1. Se confirm6 la especificidad del nanobiosensor en presencia de otras
bacterias (54).

Para P. aeruginosa se han desarrollado en los ultimos afios biosensores con
receptores basados en aptameros, con enfoques Opticos, electroquimicos y
deteccion de sefiales (55).

Yue et al.,, 2017 desarrollaron un biosensor utilizando el fago PaP1 como agente de
reconocimiento altamente especifico. Construyeron  un  biosensor
electroquimioluminiscente que puede identificar células enteras de P. aeruginosa;
se basa en la unién de la pared celular de la bacteria a la placa mediante el
atrapamiento de fagos. El biosensor demostré un limite de deteccion de 56 UFC/mL
y el proceso dura alrededor de 30 minutos (56).

Wen et al, 2017, utilizaron biologia sintética para desarrollar un biosensor
codificado por ADN. El biosensor se basa en la expresion de proteinas libres para la
detecciobn de moléculas involucradas en el mecanismo de quorum sensing
empleando como biomarcador 3-0x0-C12-HSL en muestras de esputo de pulmones
con fibrosis quistica. Este biosensor permite la cuantificacién a nivel nanomolar
(57).

Cernat et al, 2018, desarrollaron un sensor electroquimico utilizando una
plataforma de nanomateriales hibridos que permitié la deteccion de pioverdina con
el fin de identificar P. aeruginosa. El dispositivo demostré un limite de deteccion de
0.33 uM y una alta selectividad en muestras de suero, salivay agua del grifo humanos
(58).

Hu et al,, 2018 desarrollaron una plataforma de deteccion basada en resonancia de
plasmon superficial localizado (LSPR) para detectar la cepa PAO1 de P. aeruginosa
utilizando un aptamero confinado en la superficie como reactivo de afinidad. Esta
plataforma de deteccién LSPR tarda 3 horas, es muy sensible, ya que puede detectar

incluso una sola célula bacteriana, y selectiva para la detecciéon de la cepa PAO1
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sobre otras cepas (59).

Sarabaegia et al.,, 2019, desarrollaron un aptasensor electroquimico que emplea
nanoparticulas de quitosano para la deteccion ultrasensible de P. aeruginosa. Los
aptameros estan unidos covalentemente a la superficie de electrodos de carbén
vitreo modificados con particulas de quitosano. La deteccion en esta plataforma se
mide mediante espectroscopia de impedancia electroquimica y métodos de
voltamperometria ciclica. El limite de deteccién fue de 3 UFC/mL (60).

Das etal.,, 2019, disefiaron un aptasensor electroquimico altamente sensible basado
en NanoZyme para la deteccidn rapida de P. aeruginosa en agua. En esta plataforma
de nanosensores se implementé la caracteristica NanoZyme similar a la peroxidasa
de las nanoparticulas de oro y se integré con aptameros especificos contra P.
aeruginosa. Se utilizaron electrodos serigrafiados de carbono para la deteccién
electroquimica. El sensor tiene un limite de deteccion de aproximadamente 60
UFC/mL (61).

Alhogail et al., 2019, disefiaron un biosensor colorimétrico utilizando particulas
magnéticas que pueden detectar la actividad proteolitica de P. aeruginosa mediante
el uso de un sustrato de proteasa especifico. In vitro, el biosensor pudo detectar
especifica y cuantitativamente la presencia de P. aeruginosa con un limite de
detecciéon de 102 UFC/mL en menos de un minuto (62).

Zhang et al., 2019 desarrollaron un biosensor electroquimico libre de enzimas para
la deteccion de P. aeruginosa. El biosensor utiliza amplificacién de sefial en la
actividad catalitica de Cu-ZrMOF y la conductividad de super P y AuNP. El equipo
logré un limite de deteccién de 2 UFC/mL en 120 minutos; sin embargo, las
limitaciones del trabajo son portabilidad y estabilidad de almacenamiento del
biosensor (63).

Visaggio et al., 2021 mediante ingenieria genética construyeron un biosensor
bioluminiscente en células completas que permite la deteccién de pioquelina. El
biosensor se implement6 como herramienta de deteccion para identificar cepas de
P. aeruginosa por produccion de pioquelina en medios s6lidos; presentaron un
limite de deteccion de aproximadamente 1.64 nM de pioquelina, ademas de ser
altamente selectivos (64).

Xie Y. etal, 2022, construyeron un biosensor de fluorescencia basado en la reacciéon
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en cadena de hibridaciéon (HCR) inducida por la migracion de la rama de ADN de
doble cadena y un circuito de retroalimentacion de DNAzyme para la identificaciéon

de P. aeruginosa. El biosensor present6 un limite de deteccion de 37 UFC/mL (17).

El FT-IR se ha empleado para la deteccién e identificacion de distintos
microrganismos, Martak D., et al., 2019 demostraron que la espectroscopia FT-IR
permitia la identificacién y agrupacién de Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii (65) Maity ], et al.,
2013 lograron identificar y diferenciar organismos entre Bacillus flexus y
Stenotrophomonas maltophilia a partir de sus huellas especificas (66). El grupo de
Bagcioglu M, et al., 2019 mediante FT-IR asistido por machine learning lograron la
identificacion de Bacillus cereus con la diferenciacion de otras especies de Bacillus

(67).

Los diferentes enfoques para la deteccion de biosensores de bacterias patdgenas
han tenido éxito y actualmente estan siendo considerados por muchos gobiernos de
salud e instituciones de investigacion, principalmente debido a su rapida respuesta,

rendimiento de alta calidad y resultados confiables (68).
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Justificacion

3.1 Motivacion y declaraciéon de problemas.

Las enfermedades causadas por bacterias son una preocupacién actual, las bacterias
han evolucionado durante las ultimas décadas adquiriendo multirresistencia, lo que
resulta preocupante ya que los tratamientos tradicionales ya no son efectivos.
Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista que afecta principalmente a
personas con un sistema inmunodeficiente. Las infecciones pueden volverse
cronicas y/o agudas, casos graves, pueden provocar la muerte. En 2017, la
Organizacion Mundial de la Salud declar6 a P. aeruginosa como organismo

prioritario para la investigacion y el desarrollo de nuevos antibioticos.

Actualmente, el método mas comun para detectar P. aeruginosa es mediante medios
de cultivo y técnicas moleculares, sin embargo, algunos métodos tardan varios dias
y otros presentan costos elevados. La deteccion de P. aeruginosa en cuerpos de agua
puede alertar a las comunidades cercanas sobre posibles brotes de infeccion. La
deteccion temprana de este patdogeno en infecciones permite intervenir y
proporcionar un tratamiento antes de la formacién de biopeliculas, por lo que es
importante el desarrollo de biosensores especificos y sensibles para este

microorganismo.

Los biosensores se consideran la préxima generacidon de dispositivos de deteccion.

22



Objetivos

4.1 Objetivo general

Desarrollar un inmunosensor basado en la inmovilizaciéon de anticuerpos a través
del mecanismo estreptavidina-biotina sobre soportes de SiO2 funcionalizados

con 3-APTMS, para la deteccién de Pseudomonas aeruginosa.

4.2 Objetivos particulares

1. Identificar cepas de la bacteria P. aeruginosa mediante pruebas bioquimicas,

moleculares y espectroscopicas (FT-IR).

2. Estandarizar y optimizar las condiciones del ensamblado del inmunosensor:
funcionalizacién, reticulaciéon, unién covalente de la estreptavidina, e

inmovilizacién del anticuerpo biotinilado.

3. Analizar la respuesta del inmunosensor a distintas UFC-mL-1de P. aeruginosa
y posible reconocimiento inespecifico con otras bacterias Gram negativas y

positivas, empleando FT-IR y distintos algoritmos de clasificacién.
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Desarrollo de la metodologia

5.1 Materiales y reactivos.

Reactivos.

Sigma-Aldrich
(3-Aminopropil)trimetoxisilano
>98%

Tolueno anhidro 99.8%

Sulfato de magnesio

Maltosa

Glutaraldehido (25%)

Sarcosil

Termo Fisher Scientific
Agua libre de nucleasas
Dream Taq Green supermix
Bacto agar

Meyer
Acido sulftrico
Glicerol

J. T. BAKER

Alcohol etilico absoluto
Cloruro de sodio, cristal
Fosfato de potasio dibasico
Sulfato de potasio

Citrato de sodio

Cloruro de potasio

Karal

Fenol

Cloroformo
Alcohol isoamilico

Quimica mercurio
Peréxido de hidrégeno 30%
Alanina - DL

Lizosima (NORGEN)

(MEYER)

Extracto de levadura (MCD LAB)
Peptona de carne (BD Bioxin)
Acetona (GOLDEN BELL)
Estreptavidina conjugada con
tetrametilrodamina (TRITC) 1
mg/mL (ab136223) Abcam
Agua tridestilada (HERCOTEC)
Antibiograma MULTIBAC GRAM
NEGATIVO, serie 2, MARCA ID
Kit de purificacion

Materiales y equipos.
Obleas de silicio dopado con boro de
100 mm de didmetro, tipo P, de 355-

395 um de grosor a Pure wafer
(California, EE. UU.)

EQUIPO BIO RAD
Termociclador T100

Generador PowerPac basic
Camara de electroforesis de ADN

Witeg
Incubador

Minicentrifuga CF-10

Autoclave AV28L (LORMA)
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Horno (LUZEREN) Depositor de pelicula delgada Denton

Espectrometro FT-IR Bruker Tensor Desk V

27 (Ettlingen, Alemania) Microscopio de barrido JEOL , modelo
Limpiador ultrasénico SB-5200DT JSM-6610 LV

(SCIENTZ)

Medios de cultivo

Para el crecimiento de las cepas de trabajo se emplearon medios de cultivo, los

cuales se mencionan en la Tabla 6.

Tabla 6. Medios de cultivos empleados.

Medio Funcion Componentes por 1 L
Caldo Luria-  Crecimiento y mantenimiento 5 g extracto de levadura
Bertani (LB) de cepas 10 g NaCl

10 g peptona
Agar Luria- Crecimiento y mantenimiento 5 g extracto de levadura
Bertani de cepas 10 g NaCl
(LB) 10 g peptona
15 g agar
King A Deteccidn y diferenciacion de 20 g peptona
(agar P) Pseudomonas aeruginosa en 2 g Alanina DL
base a la produccién de 10 g citrato de sodio
piocianina. 8.6 g sulfato de potasio
1.4 g KCI
1.4 g MgSO04
10 mL glicerol
15 g agar
King B Deteccioén y diferenciacion de 20 g peptona
(agar F) Pseudomonas aeruginosa (de 10 g maltosa
entre otras Pseudomonas) en 1.5 g K2HPO
base a la produccién de 0.73 g MgS04
pioverina. 10 mL glicerol
15 g agua

Cepas utilizadas.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se aislaron previamente en la tesis
de Rios Vazquez, 2019 (69) y pertenecen a la coleccion del Laboratorio de

microbiologia 402-EMA 6, a cargo de la Dra. Norma Elena Rojas Ruiz (Tabla 7).

25



Tabla 7. Informacidn de las bacterias empleadas para este trabajo.

Cepa Género Origen

2 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

3 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

5 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

6 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

9 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

10 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

11 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

12 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

14 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

16 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

18 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

21 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

22 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

24 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

25 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

27 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

28 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

29 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

30 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

31 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,

Puebla, México, 2019.
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32 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

34 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

36 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

37 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

38 Pseudomonas spp. Aguas termales, Chignahuapan,
Puebla, México, 2019.

39 Pseudomonas Aguas termales, Chignahuapan,
aeruginosa. Puebla, México, 2019.

5.2 Cultivo, seleccién e identificacion de Pseudomonas

spp.

5.2.1 Seleccion de las cepas de Pseudomonas spp.

Se emplearon cepas de la colecciéon de microorganismos aislados de agua de origen
termal del trabajo de Tesis de Rios-Vazquez en 2019, algunos de ellos se
identificaron presuntivamente como pertenecientes al género Pseudomonas. La
coleccion de microorganismos esta conformada por diversas especies incluyendo P.
fluorescens y P. aeruginosa. Previamente el genoma de la cepa 39 fue secuenciado y
se corrobordé que pertenecia a la especie P. aeruginosa. Para el cultivo de los
microorganismos se prepararon los medios de cultivo King A (Agar P)(70) y King B
(Agar F)(71) siguiendo las indicaciones de del fabricante. Las bacterias fueron
sembradas por estria cruzada y se dejaron en incubacion a 28°C por 24 horas. Las
bacterias fueron resembradas cada 8-10 dias en agar LB para mantenerlas viables

durante toda la etapa experimental del proyecto.

5.2.2 Extraccion de ADN.
Para la extraccion de ADN gen6émico de las cepas empleadas se realizé el método de
extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Se colocaron 1.5 mL del cultivo

liquido de aproximadamente 12 horas en tubos de microcentrifuga. Se centrifugaron

27



a 11,000 rpm, el precipitado se resuspendié con 150 pL de buffer de lisis, 30 uL de
lisozimay se incubaron por 10 minutos a 37°C. Para completar la lisis se adicionaron
22 uL de sarcosil al 20%. Después, se afiadieron 175 pL de solucidon fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25: 24: 1 v/v), se mezclé por inversion suave por 5
minutos. La emulsion se centrifugd por 5 minutos a 11,000 rpm y la fase acuosa fue
transferida a otro tubo. Se adicionaron nuevamente 175 pL del fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25: 24: 1 v/v) mezclando por inversion suave por 5 minutos; los
tubos fueron centrifugados a 11,000 rpm y la fase acuosa fue transferida a otro tubo.
Se adicion6 un volumen de cloroformo y nuevamente se centrifugd por 5 minutos a
11,000 rpm. La fase acuosa se transfirié a otro tubo y se agregd un volumen de
cloroformo repitiéndose el proceso de agitacion y centrifugacion. La fase acuosa que
contiene el ADN se coloco en hielo. Se adicioné 0.1 volimenes de acetato de sodio
3M pH 7 y 1 volumen de etanol absoluto frio, se incubaron a -20°C por 10 minutos,
finalmente, la mezcla se centrifug6 a 11,000 rpm durante 5 min.

La pastilla de ADN se lavo con etanol al 70% y se resuspendi6 en 30 pL de agua libre
de nucleasas. Las muestras fueron almacenadas a - 20°C.

Se realizd la electroforesis de las muestras en un gel de agarosa 1% y visualizado en
transiluminador para confirmar la presencia de ADN. La banda de ADN gen6émico

extraido mostré alta concentracién por lo que se realiz6 una diluciéon 1:5.

5.2.3 Amplificacion ARNr 16S por PCR punto final.

Para la a amplificacion del gen ARNr 16S se utiliz6é un termociclador, Dream Taq
Green supermix y oligonucledtidos tipo universal para el gen ARNr 16S, TXBA1:
5’AGAGTTTGATCATGGCTCA3" 'Y TXBA 101: 5’AGGAGGTGATCCAACCGCA3’
utilizados previamente por Rios 2019 (69).

Para la PCR cada tubo contenia 12.5 puL. de Dream Taq Green supermix, 0.5 uM del
primer TxBA 1, 0.5 pM del primer de TxBA 101, 0.5-1 pg de ADN y agua libre de
nucleasas para 25 pL. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 1:30 minutos, desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, hibridacidon a 55°C por 45 segundos y elongacion a 72°C por 2 minutos;

con un total de 30 ciclos.
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Se realiz0 la electroforesis en gel de agarosa al 1%, los productos de amplificaciéon

fueron visualizados con luz ultravioleta en transiluminador.

5.2.4 Purificacién por columna de los productos de amplificacion.

La purificacién de los fragmentos amplificados por PCR se realiz6 mediante el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de PROMEGA siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Para confirmar la purificacion del ADN, 3 pL de la muestra purificada fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y visualizados en

transiluminador.

5.1.1 Andlisis in silico de la secuencia de ADN.

El fragmento amplificado del gen ARNr 16 S fue secuenciado y se analizd utilizando el

software MegaX version 10.2.6 (72) (https://www.megasoftware.net). Para ello se

realizé la busqueda de distintas secuencias del fragmento parcial del ARNr 16S de
distintas cepas de P. aeruginosa, otras especies de Pseudomonas y bacterias
alejada filogenéticamente como Escherichia coli. Las secuencias se alinearon
utilizando el algoritmo de ClustalW (73), posteriormente se cre6 un arbol
filogenético por maxima verosimilitud (maximum likelihood). La consistencia de la

posicion de las ramas fue evaluada con 100 repeticiones de bootstrapping.

5.1.2 Cultivo de Pseudomonas aeruginosa en caldo LB.

Se prepar6 caldo LB (3 mL) en tubos Falcon. En campana de flujo laminar se
inocularon los tubos conteniendo el medio LB con una asada de cultivo fresco en
caja Petri de P. aeruginosa y se dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante

24 horas.

5.1.3 Diluciones y conteo de P. aeruginosa.
Para realizar el conteo de las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en cultivo en
medio liquido de la bacteria, se realizaron diluciones seriadas 101 a 107 bajo

condiciones de esterilidad. Se sembraron 20 pL de las diluciones 10->a 10-7 en placas
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de agar LB, las cuales fueron incubadas a temperatura ambiente por 24 horas.

5.1.4 Determinacion de la resistencia o sensibilidad a antibiéticos.

Se determind la resistencia o sensibilidad a 12 antibioticos comerciales empleando
P-35 Multibac I.D de la serie 2 para Gram Negativos en cepas de P. aeruginosa. La
bacteria se incubé en caldo LB durante toda la noche, posteriormente se realizaron
factores de dilucion seriados y se empled la diluciéon que fuera similar al tubo 0.5 de
la escala McFarland, se tomaron 100 pL de la dilucién y se realizé la siembra por
extension en placa en agar LB, se incub6 durante 30 minutos a 28°C y
posteriormente se colocé el disco con antibiéticos sobre la placa asegurando que
todos los antibidticos estuvieran en contacto con el medio. Las placas con los
sensidiscos se incubaron a 28°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacién se midi6 el diametro de los halos de inhibicidn. Los halos se compararon

con tablas estandarizadas por la NCCLS (74).

5.2 Inmunosensor

5.2.1 Limpieza de los soportes de SiOo.

La limpieza, hidroxilacién, funcionalizacién con 3-APTMS y unién del agente
reticulante se realiz6 siguiendo la metodologia mencionada por Caso Vargas (2016.)
(75). En todos los casos se utilizé agua desionizada.

Los soportes de SiO2 de 0.8 cm? se enjuagaron tres veces con agua. Posteriormente,
fueron sonicados durante 5 minutos en agua, al finalizar, esta fue desechada y los
soportes fueron enjuagados nuevamente con agua tres veces mas. Después de eso,
se reemplaz6 el agua con acetona y los soportes fueron sonicados durante 20
minutos. Finalmente, los soportes se enjuagaron tres veces con agua y fueron

secados en horno a 100°C por 10 min.

5.2.2 Hidroxilacion de soportes.

Los soportes fueron hidroxilados por 30 minutos utilizando solucion pirafia (H2S04
y H202 3:1 v/v) dentro de un vaso de precipitado. Se colocaron de modo tal que
el lado pulido fuera el expuesto al agente oxidante. Transcurrido el tiempo, los

soportes se lavaron 5 veces con agua. A partir de esta etapa los soportes se
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manipulaban con el lado hidroxilado hacia arriba.

5.2.3 Funcionalizacion de los soportes hidroxilados con 3-APTMS.

La silanizaciéon por deposicion en fase gaseosa se realiz6 de acuerdo con la
metodologia reportada por Caso Vargas, et al., 2023 (76). En un frasco de vidrio de
boca ancha de 250 mL se introdujeron lo soportes con el lado hidroxilado hacia
arriba. Se colocaron 50 pL de 3-APTMS junto con los soportes, el frasco se cerro e
incubé en horno a 140°C por 20 horas. Al finalizar la incubacién, los soportes se
sonicaron con tolueno anhidro durante 5 minutos para eliminar el agente
silanizante no unido covalentemente a los soportes. Finalmente, los soportes se

secaron en horno a 50°C.

5.2.4 Union covalente del agente reticulante (crosslinker).

Se prepard una solucién de glutaraldehido (GA) al 10% disuelto en alcohol absoluto
en donde los soportes hidroxilados fueron sumergidos y se dejé reaccionar durante
2 horas a temperatura ambiente en campana de extraccion de gases. Al finalizar, la
solucidn fue desechada; los soportes fueron enjuagados 3 veces con alcohol absoluto

y secados en horno a 50°C.

5.2.5 Unién covalente de la estreptavidina sobre los soportes

reticulados.

GA reacciona con las aminas expuestas de las proteinas formando enlaces iminas
para su inmovilizacién. La unién GA - estreptavidina se basé en la metodologia de
Corregidor D., et al, (2022) (77) modificando ciertos parametros. Para ello,
emplearon dos concentraciones de estreptavidina conjugada con TRITC (STV) en
buffer de monofosfato sédico (PBS) 100 mM pH 7.2: 0.01 pg-uL-ly 0.001 pg-pL-1.

Sobre cada soporte se colocaron 20 uL de la disoluciéon de proteina, teniendo
cuidado que toda la superficie quedara cubierta; los soportes fueron incubados
durante 24 horas a 4°C. La aplicacion de estreptavidina se realiz6 en campana de
flujo laminar para evitar la contaminacion de la proteina. La estreptavidina estaba
conjugada con TRICT (tetrametilrodamina), por lo consiguiente se analizaron en

microscopia de fluorescencia para detectar la concentraciéon adecuada.

31



5.2.6 Fijacién del anticuerpo biotinilado.
Se diluy6 el anticuerpo policlonal en PBS quedando a una concentracién de 0.04

ug-uL-L. Dentro de campana de flujo los soportes fueron lavados dos veces con
solucion PBS para remover el excedente de STV. Se les colocé 20 pL de la dilucion de
anticuerpo. La gota de la dilucién del anticuerpo era esparcida por todo el soporte
cuidadosamente. Los inmunosensores se colocaron dentro del horno por 1 hora a
37°C como lo menciona Arcila L., et al., (2016)(78). Finalmente, se almacenaron a

4°C hasta su uso.

El esquema general del ensamble del inmunosensor se presenta en la figura 7.

_ , ) Unién de
SiO; limpio Hidroxilacion Silanizacién ( Crosslinker estreptavidina

6 L\ -y '
CA T vpyey

‘ Biosensor con Unién de AB
SEM Andlisis en FTIR P. aeruginosa (Biosensor)

Figura 7. Esquema de la metodologia para el desarrollo del inmunosensor y su
andlisis. Elaboracion propia. Elaborado en Biorrender.com

5.3 Evaluacion de inmunosensores

5.3.1 Unio6n bacteria-inmunosensor.

Las condiciones de tiempo y temperatura se basaron en lo reportado por Arcila L.,
etal, (2016)(78). Se adicionaron 20 pL de las bacterias a diferentes diluciones, se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Se enjuagaron tres veces para
remover las bacterias que no se adhirieron -al inmunosensor. Se dejaron en campana

de flujo laminar hasta el secado.
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5.3.2 Evaluacion en FT-IR.

Los soportes se caracterizaron en el espectrometro FT-IR, Bruker Tensor 27. La
absorbancia de los inmunosensores se registré en el rango de 4000 a 400 cm-1!
efectuando 60 barridos. Para restar los picos no deseados se realizaron 20 barridos

del background (silicio seco limpio) antes de medir cada muestra.

5.3.3 Visualizacion en microscopio electronico de barrido (SEM).
A los inmunosensores con bacteria se les recubrié con una capa fina de oro en el

Denton Desk V, preparadas las muestras, se observaron bajo el microscopio

electrénico de barrido (SEM) Jeol, modelo JSM-6610 LV.

5.3.4 Evaluacion de la capacidad selectiva de los inmunosensores.

Con el fin de evaluar la capacidad selectiva del inmunosensor se emplearon 3 cepas
de bacterias Gram negativas y Gram positivas como controles falsos negativos: E.
coli, S. aureus y B. subtilis. Las bacterias se crecieron por 24 horas a temperatura
ambiente en 3mL de caldo LB por 24 horas. Transcurrido el tiempo se realiz6 una
dilucion 10-1 para cada bacteria y se realiz6 la misma metodologia de los punto 5.3.1

y 5.3.2 de esta seccidn.

5.3.5 Manejo de datos mediante softwares de analisis.

Los espectros obtenidos se analizaron mediante OriginPro (Version 2021, OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA) y a través de Qasar version 1.9.1 (79). Se
empleo el programa de procesamiento de imagenes Fiji (Image]2) version
2.13.0/1.54f (80,81), donde se ajustd el brillo/contraste a 150-255 de las
micrografias de fluorescencia y se grafico en escala de grises la region delimitada del
recuadro amarillo, siguiendo las mismas condiciones para todas las imagenes. En

OriginPro se normalizaron los ejes Y en conjunto y se graficaron.
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Resultados y discusion.

6.1 Cultivo, seleccién e identificacion de Pseudomonas.

Los medios de cultivo contienen los elementos quimicos que favorecen el
crecimiento de ciertos microorganismos y permiten observar la morfologia de las
colonias. Existen medios que por su composicion favorecen la sintesis de
compuestos que ayudan a la identificacion de una especie en particular. El agar F
permite detectar la produccion de pioverdina, un pigmento caracteristico de ciertas
Pseudomonas; este compuesto emite fluorescencia cuando se observa bajo luz UV.
Aunque P. aeruginosa sintetiza este compuesto, P. fluorescens produce una mayor
cantidad, por lo tanto, cuando se observan bajo luz UV, se observa una mayor
intensidad en P. fluorescens (como se muestra en la Fig. 8A). En agar F, la bacteria P.
aeruginosa tiene una coloraciéon amarillo-verdosa mas intensa que P. fluorescens al

observarlas en fondo negro, como se puede observar en la figura 8B.

Figura 8. Crecimiento de las cepas del género Pseudomonas recolectadas en el
laboratorio en agar F. A) Cepas del género Pseudomonas en agar F bajo luz UV. B)
Cepas del género Pseudomonas en medio agar F en fondo negro.

En el agar F, la presencia de sulfato de magnesio proporciona los cationes para
incrementar la produccién de pioverdina, proporcionando un color amarillo

verdoso al medio (71), en este medio P. aeruginosa presenta un color amarillo
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verdoso, mientras que P. fluorescens presentara la misma coloraciéon, pero con una

tonalidad débil.

En el agar P se favorece la produccion de piocianina y piorrubina y se inhibe la
sintesis de fluoresceina(82). P. aeruginosa en agar P realiza la sintesis de la
piocianina, pigmento de color azul verdoso caracteristico de este microorganismo.
Este fendmeno se logra observar en la figura 9, donde las cepas 38 y 39 presentan la
sintesis de este pigmento en comparacién con las otras cepas, por lo que se identifica

que estas cepas corresponden a la especie P. aeruginosa.

Figura 9. Cepas 16, 24,27 32,38 y 39 de Pseudomonas pertenecientes a la coleccion
del laboratorio cultivadas en agar P.

En agar P, la piocianina torna al agar de color azul-verdoso, en este medio de cultivo,
P. aeruginosa present6 una coloracion verde, mientras que las cepas de P. fluorescens
fueron incoloras (70). La coloracién azul-verdosa por la produccién de la piocianina
comienza después de las 10 horas de incubacion, la sintesis de este compuesto esta

favorecida por temperaturas de incubacién de 37°C (82,83).
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La figura 10 muestra la fluorescencia en luz ultravioleta de las cepas de P. aeruginosa

empleadas en este trabajo.

Figura 10. P. aeruginosa cultivada en agar F. A) Medio en fondo negro. B) Medio
bajo luz UV.

Para corroborar que la cepa 38 pertenece a la especie P. aeruginosa, se realizo la
extraccion de ADN gendmico y la amplificaciéon por PCR (figura 11) del gen que
codifica para ARN ribosomal 16s (1500 pb aproximadamente de acuerdo con David
2019 (69)), posteriormente el producto de PCR se purifico a través del método por
columna, finalmente se envié a secuenciar al laboratorio de LANGEBIO del

CINVESTAV. [rapuato.
A) 123 B)

e —
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1 N
Figura 11. Amplificacién por PCR de la region que codifica para el ARNr 16s de la
cepa 38. A) Electroforesis en gel de agarosa del amplificado por PCR: carril 1-
marcador de peso molecular, carril 2 y 3 - producto de amplificado. B)
Electroforesis en gel de agarosa del amplificado purificado; carril 1 - amplificado
purificado y carril 2- marcador de peso molecular.

El gen ARNr 16s secuenciado se analizé con el software MEGAX, se realiz6 el
alineamiento y la elaboracion del arbol filogenético a través de la maxima
verosimilitud (figura 12) con secuencias de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
solani, Pseudomonas argentinensis, Pseudomonas morbsilactucae, Pseudomonas
cyclaminis, Pseudomonas lactis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas alcaligenes y
Escherichia. El arbol filogenético muestra valores Bootstrap en cada nodo. Los
porcentajes de Bootstrap indican la confiabilidad del clister sobre el nodo. De
acuerdo con Hall B, 2013, Moraes R, et al., 2018, un valor mayor implica que la
estimacion de los taxones en el nodo es confiable; por lo que nodos con valores
mayores al 70% representan confiabilidad del resultado (84,85). La cepa 38 muestra
un Bootstrap de 77% en relacién con P. aeruginosa FJ]972534.1 y un 100% con todas
las secuencias de P. aeruginosa, lo que infiere que, de 100 repeticiones, se asign6 100

veces a la rama de la especie aeruginosa.
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FJ972534.1 Pseudomonas aeruginosa NOG 16S ribosomal RNA gene partial sequence

\—f 7.-P38 pTX1G012023-07-1

HM104655.1 Pseudomonas aeruginosa strain 63-2A 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ972538.1 Pseudomonas aeruginosa 57 16S ribosomal RNA gene partial sequence

FJ972535.1 Pseudomonas aeruginosa C-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MW282850.1 Pseudomonas aeruginosa strain Wu6 165 ribosomal RNA gene partial sequence

LC744517.1 Pseudomonas solani Sm006 gene for 165 rRNA partial sequence

AJ006110.1 Pseudomonas alcaligenes 16S rRNA gene strain ATCC 12815 partial

LC769474.1 Pseudomonas argentinensis P23-R8 gene for 16S rRNA partial sequence

‘ ———————— LCB59975.1 Pseudomonas morbosilactucae MAFF 302046 gene for 16S rRNA partial sequence

LC582670.1 Pseudomonas cyclaminis MAFF 301453 gene for 16S rRNA partial sequence

100

7 I_,— OR361791.1 Pseudomonas lactis strain 001 16S ribosomal RNA gene partial sequence

62 |— FJ972536.1 Pseudomonas fluorescens NO7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR 024570.1 Escherichia coli strain U 5/41 16S ribosomal RNA partial sequence

Figura 12. Arbol filogenético de la cepa 38 secuenciada. La secuencia de interés se
encuentra dentro de un recuadro rojo, el arbol permite la comparacién de la region
16s con especies del mismo género y especie de otro género.

El gen que codifica para el ARNAr16S se utiliza cominmente como marcador
molecular en ecologia microbiana. Sin embargo, pueden existir multiples copias de
este gen dentro de una sola bacteria; estas copias pueden diferir en su secuencia
precisa, lo que da como resultados multiples ribotipos dentro de un solo organismo
(86). Esto se observa en el arbol disenado en este trabajo, pues no se presenta un
valor tan elevado de Bootstrap, sin embargo, se encuentra dentro los valores de

confianza.

Muletetal.,, 2010 (87) realizaron un experimento multigénico de genes constitutivos
(ARNr16s, gryB, rpoBy rpoD) de 107 cepas de Pseudomonas. Emplearon los métodos
de Jukes-Cantor; maximum likelihood; maximum parsimony; y minimum evolution, sin
embargo, no encontraron diferencias significativas entre los darboles
independientemente del método empleado. Caso opuesto en los genes, el ARNr 16s
presenté una agrupaciéon menos clara de las especies. Las cepas se agruparon en
nodos definidos y ramas independientes con valores bootstrap superiores a 500 de
1000. Gomila et al., 2015 (88) por el método de Analisis de Secuencias Multilocus
(MLSA) realizaron el alineamiento de 4 genes constitutivos (16S

rRNA, gyrB, rpoB y rpoD) de 112 especies de Pseudomonas, las cuales se analizaron
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con 133 secuencias ya publicadas. Se analizaron mediante alineamiento multiple de
ClustalX, basandose en un andlisis bootstrap de 1000 repeticiones, agrupando solo
los valores mayores al 50%. Los resultados indicaron que el 30 % de los genomas
secuenciados de las cepas no se asignaron correctamente a nivel de especie en la
taxonomia aceptada del género y el 20 % de las cepas no se identificaron a nivel de
especie, destacando la necesidad de secuencias genémicas completas para construir

una taxonomia filogenética acertada.

En nuestro trabajo, tomando en cuenta los resultados obtenidos de las pruebas
bioquimicas y moleculares, se determin6 que la bacteria de trabajo es Pseudomonas

aeruginosa.

6.2 Evaluacion del antibiograma.

P. aeruginosa es de interés clinico debido a su resistencia a multiples antibioéticos.
El uso del antibiograma permiti6 identificar la resistencia de las cepas 38 y 39; el
sensidisco empleado contenia 12 antibidticos (AK-Amikacina, Am-Ampicilina, CB-
Carbemicina, CF-Cefalotina, CFX-Cefotaxima, CPF-Ciprofloxacino, CL-Cloranfenicol,
GE-Gentamicina, NET-Netilmicina, NF- Nitrofurantoina, NOF-Norfloxacino y STX-
Sulfametoxazol/Trimetoprima). En la figura 13 se observan las placas LB con los
sensidiscos; se observan diferentes halos de inhibicidn, ellos destacando NOF, dado
que produjo el halo de inhibicion de mayor tamafio debido a la eliminacién de la

bacteria.
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Figura 13. Fotografias de los antibiogramas de las cepas de P. aeruginosa 38 y 39.
En la figura 13A se aprecian los halos de inhibicién del antibiético. En la figura 13B
observan el nombre los antibi6ticos en el disco. Del lado izquierdo observamos la
placa de la cepa 39 y del lado izquierdo observamos la placa de la cepa 38.

En la Tabla 8, se enlistan los antibidticos presentes en el antibiograma, exhibiendo
la alta resistencia (R), resistencia intermedia (I) y susceptibilidad (S) de cada uno
ante P. aeruginosa basada en el protocolo de estandarizacion para la sensibilidad de
antibidticos empleado por Manceda 2024 (89) con las mismas cepas. La cepa 38
presentd alta resistencia contra AM, CB, CF, CFX, NET, CL, STX y NF, y una resistencia
intermedia para AKy GE. La cepa 39 presenté resultados similares a la cepa 38, con

la diferencia que la cepa 39 presento alta resistencia contra CPF, estos resultados
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indican una resistencia de un 83.33 % para la cepa 38 y un 92.66% para la cepa 39

contra los antibi6ticos totales del disco. Los resultados obtenidos mediante los

ensayos de actividad antimicrobiana concuerdan con el trabajo previo (89).

Tabla 8. Listado de la resistencia a los antibiéticos por P. aeruginosa a los discos del
antibiograma (AK - Amikacina, Am - Ampicilina, CB - Carbencilina, CF - Cefalotina,
CFX - Cefotaxima, CPF - Ciprofloxacino, CL - Cloranfenicol, GE - Gentamicina, NET -
Netilmicina, NF- Nitrofurantoina, NOF - Norfloxacino y STX- Sulfametoxazol /

Trimetroprim).
Cepa
Antibiético 38 39
AM R R
AK I I
R <14,115-16,S 217 (mm) 15mm 15mm
CB R R
GE I I
R<12,113-14, S215(mm) 13mm 13mm
CF R R
CFX R R
NET R R
CPF S R
R<15,116-20, S=21(mm) 22mm
NOF S S
R<12,113-16 y S217(mm) 23mm 22mm
CL R R
STX R R
NF R R

Reportes indican que E. coli, S, aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa son las

bacterias que mas muertes causan alrededor del mundo. Arias, et al., 2016 (90),

analizaron 48,377 muestras biolégicas dénde P. aeruginosa presenté una
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prevalencia del 10.9%; México presenta el mayor consumo de antibidticos en
Latinoamérica, lo que resulta en una mayor tasa de resistencia a antibidticos y una
prevalencia en hospitales de bacterias mas resistentes, como en este caso, P.
aeruginosa. Guerrero, et al., 2023 (91) realiz6 una actualizacion sobre la prevalencia
de bacterias en Hospital General del Estado en Hermosillo, Sonora. Los pacientes
presentaron principalmente infecciones por E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K.
pneumonie spp, H. haemolyticus y S. hominis. Lo que se destaca de este trabajo, es que
se observ6 una mayor resistencia a antibiéticos 3-lactamicos.

Jorge, et al,, 2021 (92) evaluaron la farmacorresistencia en el hospital general de
Chilpancingo, Guerrero; evaluaron 14 antibiéticos contra P. aeruginosa de los cuales
6 presentaron una resistencia mayor al 88%, los farmacos a los que expusieron
menor resistencia fueron el meropenem (22.7%), cefepima (7%) y gentamicina

(6.1%), por lo que constituyen las mejores alternativas para el tratamiento.

A través de los resultados del antibiograma, se comprobé que P. aeruginosa es una

bacteria multirresistente a antibioticos, tal y como se menciona en la literatura.

6.3 Construccién y ensamble del inmunosensor.

En la construccién y caracterizacion del inmunosensor se empled la técnica
espectroscdpica de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) y las técnicas de

microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia de fluorescencia.

FT-IR generan vibraciones de estiramiento (v) y (8) flexién en las los atomos de la

muestra, con movimientos asimétricos (as) y simétricos (s).

Los primeros espectros obtenidos por FT-IR fueron los del anticuerpo IgG (figura
14) y la proteina estreptavidina conjugada con TRITC (STV) (figura 15); ya que
ambos se encuentran disueltos en soluciones buffer, las mediciones se realizaron
depositando las muestras directamente sobre el cristal de ATR dejando evaporar la
muestra para eliminar la sefial del agua. En algunos casos, se requiri6é de concentrar
la muestra repitiendo el procedimiento de depdsito y evaporaciéon para obtener

espectros con bandas bien definidas.

El espectro de infrarrojo del anticuerpo (figura 14) presenta la banda amida A en
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3283 cml. Esta corresponde ala v de los enlaces N—H (93). Las bandas situadas en
1641y 1547 cm-1corresponden a la amida primaria y secundaria, respectivamente.
La primera debido a la v(N—C=0) y la segunda por la SN—H y vC—N. Se observa,
ademas, la banda amida III producto de multiples contribuciones, principalmente
porlavC—N,8N—H,vC—0y 6(0=C—N) (94); labanda de 1080 cm-! puede deberse
a las vibraciones C—0—C, sin embargo, también pude deberse a la vP=0 del buffer
de fosfatos en el que se encuentra disuelto el anticuerpo ya que se sabe que este
modo vibracional produce una banda intensa (94,95). Finalmente, se observan 2
bandas: 2179 cmly 2040 cm-l, que pertenecen al compuesto azida de sodio
presente en el buffer del anticuerpo y que se emplea para preservarlo. Ellas

corresponden a la vibracion vas N=N=N (96,97).
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Figura 14. Espectro FT-IR del anticuerpo IgG anti-Pseudomonas.

La presencia de azida de sodio al 0.1% se reporta en la ficha técnica. Esto fue
comprobado a través de la biisqueda del espectro correspondiente en la libreria
espectral HR Aldrich FT-IR Collection Edition I de la compafiia Thermo Scientific. El

azida de sodio también exhibe una banda débil en 1457 cm-1 debido a la vYN=N que

43



pudiese traslaparse con una banda de la inmunoglobulina en la misma posicidn.

Los puentes disulfuro que unen a las cadenas pesadas con las ligeras de las IgG no
se detectan en el espectro de infrarrojo debido a que las vibraciones vS—S son
detectadas en ~530-500 cmy el elemento de enfoque del cristal de ATR que es

ZnSe tiene un rango espectral de 7800-550 cm-1.

Riosetal, 2016 (98) obtuvieron el espectro de un anticuerpo anti-Salmonella, donde
destacan las bandas en 1649 y 1542, que pertenecen a las vibraciones de C=0
(amida I) y N—H (amida II) respectivamente; menciona que bandas bajo la region
de 1350 cm! pertenecen a vibraciones C—N, C—0 y C—C—O0 del esqueleto de la
proteina y los aminoacidos; ademads, destacan bandas en 1100 y 989 cm-! asociadas
al glicerol presente en la solucidn del anticuerpo. La banda cercana a 1550 cm

pertenece a las amidas.

En el espectro de la estreptavidina se observan bandas en 3296 cm-! de la amida A,
2172y 2045 cm'! pertenecientes al azida de sodio (99). Las bandas en 1638 y 1533
cml corresponden a las amidas I y I, respectivamente; finalmente encontramos

bandas en 1076 y 984 cm! que representan vibraciones C—0 y C=C.
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Figura 15. Espectro FT-IR de la estreptavidina (TRITC).

Kriiger et al, 2018 (100) observaron el espectro de la estreptavidina donde
destacan bandas en laregidon de 1632 cm-! caracteristica de la estructura secundaria
en lamina (3; el monémero de estreptavidina se compone de 8 hebras 3 antiparalelas,

que se pliegan en un barril (3.

En la figura 16 se muestran los espectros de infrarrojo obtenidos de las distintas
etapas del ensamblado, que son: soporte silanizado (SiO2+3-APTMS) (A), soporte
silanizado con el reticulante (SiO2+3-APTMS+GA) (B), el paso anterior mas la unién
covalente de la estreptavidina (SiO2+3-APTMS+GA+STV) (C), y el inmunosensor

ensamblado con el anticuerpo inmovilizado(D).

En la figura 16A, soporte silanizado, se observan las bandas de 2936 y 2882 cm-! que

representan la vibraciones de vas (C—H) (CH2) del metileno presentes en 3-APTMS,
1126 (Vas Si—0—Si) cm1,1042 (VSi—0—C) cm-1y 870 (v Si—OH) cm-! pertenecen

al silicio empleado como soporte del inmunosensor.

En la figura 16B, del soporte silanizado con reticulante, se observan un amento en la
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banda de 2941 y 2882 cm! correspondiente a las vibraciones vas (C—H) (CHz) de
los metilenos del GA, 1636 cm'l y 1537 cm-! representan las vibraciones C=0 del
carbonilo libre y el enlace amida; 1096 (vas Si—0—Si) y 928 (v Si—OH) cm!

pertenecen al silicio.

Mientras tanto en las figuras 16C y 16D, soporte silanizado con reticulante mas STV
e inmunosensor respectivamente, la banda a 1665 cml corresponden al
estiramiento C=0 principalmente de amidas I, 1560 cm-! se asigna a la deformaciéon
N-H y el estiramiento C—N, mismas que se observan en los espectros de la figura 14
y 15. Analizando ambos espectros observamos que en cada etapa va aumentando la
altura de las banda 2043 cm™! (metilenos), 1663 cm-! (amida I) y 1557 cm-! (amida

[1), lo que indica que hay un aumento en la unién de moléculas sobre el ensamblado.
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Figura 16. Espectros FT-IR de las distintas etapas del ensamblaje del inmunosensor.

Lapin etal., 2009 (101) reporta que en la silanizacién sobre SiO2 se observan bandas
en la region 2930 cm'! que representa ves (CH2), la region 1570-1590 cm-!
corresponde a la deformacién de NHz y la zona de 900-1280 cm! representa las

vibraciones v(Si—0—Si) y v (Si—0—C), bandas que aparecen en la figura 16A. La

region de 2920 a 2874 corresponden a vibraciones v(C—H) de los grupos —CHz, y
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—CHs (102), estas se observan desde la silanizacion (figura 16A) hasta el

inmunosensor (figura 16D) presentando variacién de posicién en cada etapa. Las

vibraciones v(C—H) se observan en todos los espectros de la figura 16, puesto que

en cada etapa se adhieren componentes que contienen cadenas hidrocarbonadas.

Labandaen 1647 representa el estiramiento del grupo C=0 de las amidas primarias.
Caso L. en 2016 (75) desarrollé un biosensor enzimatico donde caracteriz6 cada
etapa del biosensor reportando que las bandas de 2931 cm1 y 2876 cm-! obtenidas
en su trabajo corresponden a vibraciones simétricas del grupo CHz presentes en la
silanizacién, mismas que aparecen cuando se ensambla con el GA observandose una
mayor altura de las bandas. Las bandas en 1636 cm! y 1540 cm-! representan
vibraciones C=0 del carbonilo libre y de la amida; bandas que se aprecian con una
ligera variacion (recorrido de las bandas 1656 y 1557 cm1) en este trabajo, lo que
permite establecer que el ensamblado del inmunosensor corresponde a lo

planteado.

Con el objetivo de establecer la concentracién éptima de STV para recubrir el
soporte de silicio cristalino se hizo uso de la microscopia de fluorescencia y se
emple6 STV conjugada con un colorante fluorescente. La estreptavidina esta
conjugada con TRITC, fluoréforo que absorbe energia a unalongitud de onda de 540-
550 nm y emite fluorescencia entre 555-600 nm (103). La TRITC se utiliza
principalmente en la microscopia de fluorescencia como etiqueta para determinar
presencia o ausencia de componentes celulares (104-106) o bacterianos (103)
mediante un ligando unido. Sin embargo, en este trabajo la TRITC como molécula
marcadora para poder determinar la concentracion 6ptima de STV sobre el soporte

de SiO2 cristalino.

En este caso, la fluorescencia es directamente proporcional con la cantidad de STV

unida al soporte de silicio reticulado (SiO2+3-APTMS+GA).

En la figura 17 se muestra la cobertura de la STV sobre el soporte de silicio
reticulado. A concentraciones de 0.01 pg-uL-1 (figura 17Ay B, izquierda) se observa
una cobertura mas uniforme y abundante de STV con respecto a los soportes en

donde se utiliz6 una concentraciéon de 0.001 pg-uL-1, Figura (17C y D, izquierda).
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Aunque en las figuras se muestra una zona del soporte, el examen de varios campos
visuales fue realizado y se observaron similitudes con los aqui mostrados.
Observamos un decaimiento en los extremos de los graficos, esto se atribuye a la

propia naturaleza del lente del microscopio de fluorescencia.

Los graficos de la figura 17A, B, C y D (derecha), muestran los niveles de
fluorescencia relativa respectiva. En ellos se corrobora lo anteriormente expuesto,
ya que a concentraciones de STV de 0.01 pg-uL1 (figura 17A y B derecha) presentan
un porcentaje intensidad de fluorescencia mayor de 80% en la mayor parte de la
superficie, mientras que en los soportes con concentracién 0.001 pguL-! observamos
que los picos con mayor porcentaje de intensidad de fluorescencia presentan un

~35%.
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Figura 17. Identificacion y cuantificacion de STV sobre los soportes de silicio. En las
figuras 17A y 17B se muestra la STV-TRITC unida al soporte de silicio reticulado con
una concentracién de 0.01 pg-uL-1. La figura 17Cy 17D representan la uniéon de STV-
TRITC a una concentraciéon de 0.001 pg-uL-1. La barra del gradiente muestra la
intensidad de la fluorescencia relativa. Se muestran los graficos de las intensidades
relativas calculadas a partir de las imagenes de la microscopia de fluorescencia.

En la figura 18, se agruparon los graficos para observar comparativamente las
diferencias entre ambas concentraciones, 1o que permite realizar un analisis mas
claro, observamos una evidente diferencia de la fluoresencia relativa normalizada a
ambas concentraciones. Se aprecia que la concentraciéon 0.01 pg-pL-! presenta una
fluorescencia relativa 45% mayor que en la concentraciéon de 0.001 pg-L-1 en una
escala normalizada. Con esto queda claro que 0.01pg-uL-1 es la concentracion dptima
de STV que permite recubrir la superficie del soporte silanizado con mayor
cobertura y homogeneidad, estas caracteristicas proporcionan una mayor superficie
con capacidad de union con los anticuerpos biotinilados de la etapa final, lo que

permitira una mejor respuesta del inmunosensor.
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Figura 18. Comparacion entre las fluorescencias normalizadas generadas entre
concentraciones de STV 0.01 pguL-1y STV 0.001 pguL-l. Ay B representan los
graficos de la figura 17A y 17B, los graficos 17C y 17D se denotan con C y D
respectivamente.

Con la concentracién de STV establecida, se construyeron ensambles de SiO2+3-
APTMS+GA+STV y del inmunosensor, se emple6 la microscopia SEM con la finalidad
observar las proteinas depositadas en la superficie. La figura 19 muestra la
superficie de los soportes con STV unida al silano mediante el glutaraldehido y la

figura 20 muestra la superficie de los inmnosensores.
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Figura 19. Micrografias SEM de los soportes SiO2+3-APTMS+GA+STV. A)
Micrografia con un aumento x500. B) Micrografia con un aumento x1000.

Las formas esféricas relacionadas a la proteina son probablemente un artefacto
debido a que las muestras sufren un proceso de sublimacién de oro en donde se
aplica vacio al mismo tiempo, por lo tanto, las proteinas tenderian a
desnaturalizarse y presentar una conformaciéon como se observa en la figura 19. El
enlace quimico biotina-estreptavidina se puede disociar en una solucién acuosa a

temperaturas elevadas en el rango de 60-80 °C.

En las microscopias del inmunosensor (figura 20) se observa un aumento en la
cantidad de microesferas en el soporte en comparacion a la micrografia SEM de la
figura 19; esto debido a que la etapa final de inmunosensor presenta 2 capas

proteicas, una capa de STV y la capa final con el anticuerpo biotinilado.

x1.%p foum

0001

Figura 20. Micrografias SEM de los inmunosensores. A) Micrografia con un aumento

x500. B) Micrografia con un aumento x1000.

Las microesferas han sido reportadas por otros autores, por ejemplo, Tran et al.,
2021 evaluaron por SEM puntos cuanticos conjugadas con STV y el anticuerpo. Las
micrografias presentaron formas circulares con un tamafio promedio de 14.7nm
(£3.7),en el caso de la STV-TRITC que es similar a lo obtenido en este trabajo. En la
conjugacion con el anticuerpo se mostraron estructuras similares a la STV

presentando un mayor tamafio de 29.6 (+ 11.8) nm(107).

Aunado a lo anterior, Farrokhonia et al, 2022 visualizaron por SEM el
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nanobiosensor usando anticuerpos como elemento de biorreconocimiento. La
micrografia mostré una distribucién uniforme; en cuestion de formas, en este

trabajo se presentan agrupaciones globulares blancas con bordes irregulares (108).

A partir de los resultados obtenidos mediante FT-IR, microscopia de fluorescencia y
SEM se determin6 que la construccion del inmunosensor se realizé exitosamente,
ademas, permitio la estandarizacion de la metodologia a emplear para las siguientes

etapas del proyecto..

6.4. Inmunodeteccion de P. aeruginosa mediante FT-IR y

SEM.

Una vez ensamblado el inmunosensor bajo las condiciones que se determinaron
como Optimas, se llevo a cabo el andlisis del bioreconocimiento de la bacteria por el
inmunosensor. Inicialmente se obtuvo el espectro infrarrojo de la bacteria por ATR
(método de reflexion total atenuada) tomando una colonia directamente de la placa

de agar y depositandola sobre el cristal de ATR.

El espectro FT-IR de la bacteria (Figura 21A) presenta bandas en 3292 cm-! que
corresponden a vibraciones N —H de las proteinas; también se asocian avO—H de
los polisacaridos y el agua (109). Las bandas de absorcién en 2924 y 2853 cm-
corresponden a vibraciones vasCH2 y vs(CH2)(CH3) de los acidos grasos de la pared
celular y otros componentes. La banda en 1649 cm-! representa vC=0 asociado a la
Amida I, la banda de 1543 cm! pertenecen a la deformacién N—H de la Amida II
(110). Las bandas en 1454 y 1402 cm-! surgen de las vibraciones de deformacion de
CH2 y CH3 y usCOO — de las proteinas (99,101). En las regiones de 1238 a 1092 cm!
aparecen las bandas asociadas a vibraciones vasyvs (P=0) de los acidos nucleicos del
ADN y ARN y de los fosfolipidos (100,101); sin embargo, también podrian asociarse
a las redes del silano. El inmunosensor (figura 21B) presenta las mismas bandas
discutidas en la figura 16. En la respuesta del inmunosensor (figura 21C) se observa

las bandas 2938 y 2884 cm! que pertenecen a vibraciones de los acidos grasos.
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Bandas en 1651 y 1549 cm-! correspondientes a la amida [ y II. Un pico en la region
de 1470 relacionado a la deformacion de las proteinas de la bacteria. Vibraciones en
1105 pertenecientes al ensamblado del inmunosensor y vibracién en 1053, 970 y

868 cm 1 asociados a los 4cidos nucleicos (111).
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Figura 21. Espectros de FT-IR de la bacteria (A), inmunosensor (B) y del
inmunosensor (C) detectando la bacteria a una concentraciéon 10-1cm-1.

Marques et al,, 2023 estudiaron los cambios bioquimicos de P. aeruginosa después
de aplicar terapia fotodindmica con curcumina in vivo mediante FT-IR, en este

trabajo presentan el perfil bioquimico de la bacteria (tabla 9)(111). Esta
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informaciéon permite correlacionar las bandas espectrales en la respuesta del

inmunosensor de la figura 21.

Tabla 9. Componentes estructurales de P. aeruginosa asociados a diferentes
numeros de onda en un espectro obtenido por FT-IR.

Numero de onda
(cm1)

Estructura Asignacion

Estructura secundaria 1638.6-1637.8

de proteinas

Estructura secundaria

de proteinas

1679.6-1675.5

amida I (desordenada)

Amida I (- lamina)

Acidos nucleicos 1571-1588 8NHz o v (C=N)
Acidos nucleicos 1024-1027 vC—O0. Ribosa
Proteinas 1402.3-1401.8 vs COO—
Acidos nucleicos 1083-1085 vs PO2 —
Lipidos 1456-1452 das (CH)(CH2)
Lipidos 2883-2889 vs (CH)(CH3)
Acidos nucleicos 1062-1066 vs PO2 —
Lipidos 1382-1382 6 (CH)(CH3)
Lipidos 2923-2924 vas (CH)(CH2)
Proteinas 1278.9-1295.5 amida III
Lipidos 2853-2852 vs (CH)(CHs)
Acidos nucleicos 967-969 C—C. C—0 desoxirribosa
Lipidos 2959-2960 vas (CH)(CH3)
Acidos nucleicos 1230-1232 Vas PO2 —
Carbohidrato 1157-1158 v (C—O0) glucosa, fructosa
Lipidos 2980-2982 vas (CH)(CH3)
Lipidos 1723-1719 (éster) Carbonilo C=0
estiramiento en fosfolipidos,
colesterol y triglicéridos
Proteinas 1542-1543 amida II
Acidos nucleicos 1368-1377 v (C—N) citosina, guanina
Acidos nucleicos 988-990 C—C/C—Oribosa
Lipidos 1467-1467 6 (CH)(CH3) y éas (CH)(CH2)
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Lipidos 2872-2872 vs (CH)(CHs)

Acidos nucleicos 921-936 Hélice levogira de ADN (forma
Z)
Lipidos 2893-2900 vs (CH)(CH3)

Acidos nucleicos 1047-1058 vC-0. desoxirribosa
Proteinas 1439-1439.6 0 (CH)(CH3)
Proteinas 1514-1514.5 amida II

Carbohidratos 1111-1117 v (C—0) disacaridos, sacarosa
Proteinas 1421.3-1421.3 6 (CH)(CH3)
Estructura secundaria 1654.9-1656.2 amida I (a-hélice)

de proteinas

Estiramiento (v), flexidn (8), asimétricos (as) y simétricos (s).

Adaptado de Marques et al., 2023 (111).

La SEM es un excelente método de deteccion y/o confirmacion. Revela imagenes que
permiten determinar presencia o ausencia del analito. A través de ella se corroboré
visualmente el reconocimiento de la bacteria por el inmunosensor. Las figuras 22 y
23 muestran los resultados de las microscopias. Las micrografias mostraron
presencia de bacterias cumpliendo con las caracteristicas mencionadas en la
introduccion (bacteria con forma de baston de aproximadamente 0.5-1um de
didmetro y 1.5-5 mm de largo (1)). Con esto se logré confirmar la presencia de P.

aeruginosa.
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Figura 22. Micrografia SEM de P. aeruginosa detectada por el inmunosensor
(x1000). La bacteria se ha resaltado en color amarillo para una rapida visualizacion.

P

SEl 20kV WD10mm  SS43 x10.000 1pm S — SEl  20kV WD10mm SS43 %X43:000° /081 Se——
0001 0001

Figura 23. Micrografias SEM de la bacteria adherida al inmunosensor. A)
Micrografia con un aumento x10,000. B) Micrografia con un aumento x43000. Las
bacterias se resaltan con color verde para una mejor visualizacion.

La SEM ademas de poder identificar bacterias también permite evaluar cambios en
la bacteria o de su biopelicula por efectos de agentes externos. Liu et al.,, 2020

emplearon SEM para evaluar el efecto bactericida del linalool, las micrografias
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permitieron identificar que el linalool provocaba una alteracion en la biopelicula y
restos celulares (112). Stuermer etal., 2021 utilizaron SEM para evaluar la actividad
de apdsitos antimicrobianos para heridas causadas por P. aeruginosa; SEM revel6
visualizaciones cualitativas de los cambios estructurales de la biopelicula (113).
Olivera et al., 2020 identificaron y caracterizaron nuevos bacteri6fagos contra P.
aeruginosa multirresistente. Después del tratamiento con bacteriéfagos, la SEM
revel6 una alteracién de la biopelicula y restos celulares, ademas de identificar una

reduccidn significativa de la biopelicula (114).

Después de corroborar el reconocimiento del inmunosensor por la bacteria, el
siguiente paso fue conocer si la respuesta a distintas concentraciones de bacteria
podia ser determinada FT-IR, por lo tanto, se realizaron diluciones de la bacteria

para exponerlas al inmunosensor y se contabilizaron.

En la figura 24A se muestra la respuesta espectral del inmunosensor a distintas
concentraciones de bacteria (101 a 107 UFC-mL-1) por triplicado. Se observan
bandas mencionadas anteriormente, 2934 cm-! correspondiente a los metilenos,
1651 y 1553 cm™ de las amidas I y II, 1465 cm™! a la deformacién de proteinas
(banda asociada al reconocimiento de la bacteria por el inmunosensor) y 1074 cm!
de los silicios. Se observé que la absorbancia de la banda de 1465 cm'! que
representa la flexion de C—H2 y C—Hs de las proteinas (100,101) se correlaciona
con la concentracion de bacterias en la deteccion. La intensidad disminuye al

decrementar la concentracion de la muestra (115).

En la figura 24B se muestra un acercamiento a la region comprendida entre 1650 a
1350 cm'!, donde se identifica un cambio en la altura maxima de la banda en 1465
cm1, observandose en la diluciéon 10-1 UFC-mL1 mayor alturay 107 UFC-mL-1en lo
mas bajo, por lo que existe una correlacion entre la altura de la banda y la

concentracion de la bacteria adherida al inmunosensor.
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Figura 24. Analisis de espectros FT-IR de los inmunosensores + P. aeruginosa a
distintas concentraciones de bacteria (10-1 a 10-7 UFC-mL-1). A) Agrupacién de
espectros a distintas concentraciones; B) Acercamiento a la regiéon entre 1650 a
1350 cm-1.

La banda en 1465 cm-! mostré una correlacién positiva entre la altura del pico y la
concentracion de la bacteria adherida al inmunosensor. Se calcularon las alturas de
las bandas correspondientes a las diferentes concentraciones de P. aeruginosa y se
realizé una curva de calibracién mediante regresion lineal, la cual se observa en la
Figura 25. El intervalo de confianza nos permite estimar entre que valores se
encuentran los valores reales con una probabilidad de error del 5% (116), en otras
palabras, una confianza del 95 % de que el valor promedio de Y sea valido para un
valor X. Se aprecia que un valor del grafico tiende al limite del intervalo de confianza;

los valores en los extremos son menos confiables.

El coeficiente de correlacién (R2?) es una medida estadistica de que tan bien se
aproxima la linea de regresion a los datos reales, su funcion es predecir resultados

o probar hipdtesis (117). La R? del grafico fue de 0.9219 que indica que el modelo es
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Figura 25. Curva de calibracién de la cuantificacion de P. aeruginosa.

A partir de los resultados de SEM y FT-IR se comprueba que el ensamblaje del
inmunosensor se lleva a cabo de manera exitosa; y que la banda de 1465cm-1 tiene
una respuesta lineal directa entre su altura y la concentracion de P. aeruginosa a la

que se expone el inmunosensor por lo que podria ser utilizada para la cuantificacién.

Estos resultados indican que el dispositivo tiene la capacidad para detectar en una
concentracion de 200 UFC-mL-1 (~4 UFC en muestra) lo que presenta un alto grado

de sensibilidad.

Aunque la sensibilidad del inmunosensor es importante, se han desarrollado
biosensores contra P. aeruginosa que presentan una mejor sensibilidad; Das et al.,
2019 (61) presenta un biosensor que detecta 60 UFC-mL-1, Yue et al., 2017 (56)
detectan 56 UFC-mL-l, Sarabaegi et al., 2019 (60) presentan un biosensor con
sensibilidad de 3 UFC-mL-1, Zhang et al., 2019 (63) detectan 2 UFC-mL-1 y Hu et al,,
2018 (59) son capaces de detectar 1 UFC-mL-1, sin embargo, la sensibilidad.

Si bien el analisis por regresion lineal es un método valido, podria no ser el 6ptimo
para las predicciones de espectros, pues podria existir cierta incertidumbre en las

predicciones.
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6.5 Ensayos de especificidad de los inmunosensores.

Con el fin de conocer la respuesta espectral de los inmunosensores ante posibles
reconocimientos inespecificos se probaron tres bacterias: E. coli (Gram negativa), S.
aureus (Gram positiva) y B. subtilis (Gram positiva), los microorganismos se

sensaron siguiendo las mismas condiciones empleadas con P. aeruginosa.

Los espectros obtenidos por FT-IR se muestras en la figura 26. No se observan
cambios significativos en relacion con el espectro del inmunosensor. E. coli (26B)
muestra un patrén idéntico al del inmunosensor (26A), en el caso de las bacterias
Gram positivas (26C y 26D) no se observan cambios significativos con respecto al
espectro del inmunosensor a diferencia de un espectro de B. subtilis, la banda de
color azul marino presenta una diferencia marcada con todas las demas,
presentando una amplitud del pico entre 1200 y 600 cm‘, sin embargo, esta region
esta principalmente constituida por componentes del propio inmunosensor, lo que
implicaria una red mas amplia de aminosilanos (24,75,94), por lo que la respuesta

no estaria relacionada directamente con la deteccién de B. subtilis
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Figura 26. Espectros FT-IR de bacterias control. A) Espectro del inmunosensor; B)
Espectros del inmunosensor con E. coli. C) Espectros del inmunosensor con B.
subtilis y D) Espectros del inmunosensor con S. aureus.

En la figura 27 se graficaron los espectros de cada bacteria control junto con el
inmunosensor, se destacan las bandas en 1659 y 1570 cm! correspondientes a las
bandas Amida I y II, las bandas en 1107 cm1 (vas Si-O-Si), 991 cm-! (v Si-0-C), 866
cm1 (v Si-OH) y 532 cm (v Si-O) pertenecen al silicio del inmunosensor. No se
presentan cambios significativos en la altura de algin pico relevante o la apariciéon
de una nueva banda que sea caracteristica de cada bacteria. La banda 1570 cm no
presenta cambios significativos y la banda 1665 cm™ no estd presente en los
inmunosensores con otras bacterias, mientras que en los resultados con P.
aeruginosa, laregion 1700 - 1400 cm! es fundamental para la identificacién puesto
que presenta mayor variacion para la identificacién de P. aeruginosa. Los resultados

demuestran que los anticuerpos presentan especificidad sobre P. aeruginosa.

A pesar de lo anterior, no se puede descartar por completo uniones inespecificas

que, aunque de manera minoritaria pudiesen darse no entre el anticuerpo expuesto
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y las bacterias, sino en zonas del inmunosensor en donde el recubrimiento del
anticuerpo fuese escaso, como lo constituyen las zonas cercanas a las orillas del
soporte del SiO2 cristalino. Por ejemplo, si en algun caso, el glutaraldehido pudiese
quedar expuesto, este es capaz de unir a una bacteria mediante una base de Schiff
(enlace imina) con cualquier proteina que se encuentre en la superficie de la pared

celular bacteriana de manera covalente e inespecifica (118,119).

Inmunosensor —— S. aureus
—— E. coli —— B. subitilis
1.0 1107-'ﬂ\ 7
0.8 -
©
=06
.o
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®©
£
3 0.4
0
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" | 1 " 1 L 1 " 1 L "
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Figura 27. Espectros FT-IR que muestran la especificidad del inmunosensor. Negro
- espectro del inmunosensor; verde - inmunosensor evaluado con E. coli; rojo -
inmunosensor evaluado con S. aureusy azul - inmunosensor evaluado con B. subtilis.
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6.6 Analisis predictivo de espectros mediante redes

neuronales artificiales y clasificacion por Naive Bayes.

Como ya se ha demostrado en secciones anteriores, la altura de la banda de 1465
cm! proporciona una respuesta lineal directa en la concentracion de P. aeruginosa
expuesta al inmunosensor. Sin embargo, existen mas metodologias de analisis
cuantitativo que puede utilizarse para el analisis espectral, las cuales incluyen: el
analisis multivariado y la clasificacion empleando diferentes algoritmos (120-122).
Aunque todas ellas requieren de un gran nimero de espectros para lograr modelos
predictivos solidos, se decidié explorar su potencial para el analisis cuantitativo de

los inmunosensores.

Los andlisis subsecuentes fueron llevados a cabo empleando Quasar, un software
multiplataforma basado en Python que cuenta con liberarias para bio-
espectroscopia. La caracteristica mas distintiva del software consiste en que los
analisis se realizan a través de flujos de trabajo (workflows). El workflow de quasar
permite la conexion de los datos de entrada (espectros) con operadores que
procesan, modelan o visualizan los datos y proporcionan informacién de forma casi

inmediata(123).

El flujo de trabajo empleado para el analisis de los inmunosensores se muestra en la
figura 28. La estrategia que se sigui6 consiste en realizar los mismos analisis a los
mismos espectros normalizados y sin normalizar, esto para verificar si éste paso
pudiese ser importante al momento de proporcionar mayor exactitud en el

resultado o, en su defecto, introducir incertidumbre.

La evaluacién de los promedios se hizo empleando 2 categorias: inmunosensor con
P. aeruginosa e inmunosensor con bacterias control (E. coli, S. aureus y B. subtilis),
para esto, se delimit6 la region de 1800 a 500 cm-1 La figura 29 muestra los
promedios de los espectros sin normalizar. La figura 30 muestra el promedio de los

espectros normalizados.

64



=

<9%
s f vx
Neural Network o gvaluation ResY ne
i
Test and Score Sin Normalizar
-0
2
&
Naive Bayes 2 &
o o
& & S
5
£ ﬁ Distance Matrix
@ ~ Distan, 4
P 2 ) : Ces /
2} 2"
=
3 .
/ é0e Distances (1) 2
@'
e\zf’\ o i
& Sin normlizar
Data S, Se/ec,v . 2 ’
o on 5 p,
e, » ata Data
\ ) <% & 4
%, N,
File Data Table ) %, Sin normalizar >
o .
@ T Transpose Data Table (1)
[
P 3
i3 Edit Domain (1) s i
% eorccessed Daty
6‘; - Data AA Selection - Datal Data
4 AN - D
S \
s ' ,
Normalizar i
o Normalizados Transpose (1) Data Table (2)
Dr
Dces
AN 2,0, Se
2 ey,
AN & ot
Day, a5
o
s > st
Normalizar (1) 2 d"ces
3
? Data Table [ E
LY Normalizados Distances
9
% Normalizado
o v
=8 g
. 5
ear(,s,
Neural Network a
)
\ \}a‘
N

Naive Bayes

de cada espectro.

Figura 28. Workflow realizado en Quasar para el andlisis de los espectros. Se

introdujeron los espectros como datos de entrada; se utilizaron operadores para la
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Figura 29. Promedios de espectros sin normalizar. Promedio de espectros de
inmunosensores con P. aeruginosa (azul); promedios de espectros con otra bacteria

(rojo).
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La figura 29 muestra una mayor altura en la banda 1659 cm-! de la amida I, una
disminucién en la banda 1470 cm-! de los lipidos y un desplazamiento hacia 1069

cm-! relacionada con acidos nucleicos.
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Figura 30. Promedios de espectros normalizados. Promedio de espectros de
inmunosensores con P. aeruginosa (azul); promedios de espectros con otra bacteria

(rojo).

En el caso de la figura 30 se observan cambios en las bandas 1653, 1470,1071 cm-,
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ademas, los espectros del inmunosensor con P. aeruginosa presenta una variacion
mayor en la region de 990 a 530 cm-! (huella dactilar) con respecto al espectro de
los inmunosensores con otra bacteria. Estos cambios permiten una identificacion

mas precisa mediante FT-IR.

Los analisis basados en test & score consistieron en clasificar a los espectros de
acuerdo con su concentracién respectiva de P. aeruginosa empleando dos
clasificadores: redes neuronales artificiales y Bayesiano ingenuo; ademas se realiz6
un analisis de agrupamiento (clustering). Los resultados se presentan en las tablas

10y 12 (sin normalizar) y tablas 11 y 13 (normalizados).

Los espectros introducidos al flujo de trabajo representan los datos de entrada; las
redes neuronales permiten la conexién entre los nodos que realizan el
procesamiento de datos, esto permite obtener las matrices de las tablas 10 y 12
(124). Con esto se logro identificar la precision de la red neuronal, predecir el tipo
de espectro a partir de nuevos datos de entrada. Esto facilita la clasificacién de cada

espectro dentro de nuestro trabajo.

La tabla 10 muestra los resultados de prediccién sin normalizar, observamos una
agrupacion del 100% en 10-1 UFC/mL, mientras que en las concentraciones 10-2 a
10-> UFC/mL se obtiene una prediccién acertada de maximo 66.70%. Cuando el
inmunosensor evaliia las menores concentraciones no presenta un porcentaje de
prediccion. Las redes neuronales son capaces de distinguir en 100% los espectros
de los inmunosensores con E. coli; esto podria determinarse por presentar unién

inespecifica.

Tabla 10. Matriz de predicciéon basadas en redes neuronales sin normalizar. Solo
se muestran valores = 0%

Predicha
B. s
101 102 103 104 105 106 107  subtili E. coli ’ >
aureus
s
= 100.00 50.00
NA 3
£ 101 % %
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102

103
10
10
106
107

B. subtilis

E. coli

S. aureus

X

33.30

66.70%
’ %
33.30% 50.00%
66.70
25.00%
S
66.70
%
33.30
25.00%
’ %
3 4 3 3

NA

NA

NA

50.00
%
50.00
%

NA

NA

NA

33.30
%
16.70
%
50.00
%

NA

NA

NA

50.00
%

100.00%

27

En la matriz de redes neuronales para la prediccion de espectros normalizados

(tabla 11) se muestra una Unica variacion en la prediccion de espectros a la

concentraciéon de 10-> UFC/mL, con un aumento hasta del 75%. Permitiendo una

clasificacién mas acertada que los espectros sin normalizar.

Tabla 11. Matriz de predicciones basadas en redes neuronales normalizadas. Solo

se muestran valores # 0%

101

102

103

10+

105

Real

106

107
B.
subtilis

E. coli
S.
aureus

)

Predicha
101 102 103 10+ 105 10-¢ 107 B'_ . E. coli :
subtilis aureus
100.00
% 16.70%
66.70  25.00
% %
50.00
% 33.30%
33.30
% 66.70%
75.00
%
100.00
NA %
25.00 25.00
% % 0.00%
100.00
33.30% %
100.00
%
50.00% 0.00%
2 3 4 3 4 0 1 6 3 1
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El aumento en la potencia informatica ha permitido desarrollar modelos de redes
neuronales artificiales basados en datos; esto ha llevado al aumento en el
diagndstico asistido por computadora que combinan algoritmos y/o métodos de
reconocimiento de imagenes. Las redes neuronales requieren menos suposiciones
previas y logran una alta precision. Son adecuados para resolver problemas no
lineales e inciertos (124). Las redes neuronales artificiales se conforman por nodos
agrupados en capas interconectadas. La formacion de la red consta de dos pasos
diferentes; la propagacién de la alimentacién y la retropropagacion. La red neuronal
proporciona salidas basadas en las entradas. Las salidas de la red neuronal se

comparan con las salidas reales y se calcula el error (125).

Teniendo en cuenta la complejidad molecular de los especimenes biolégicos, se
utilizan redes neuronales artificiales que combinan algoritmos estadisticos y

matematicos que genera evidencia quimio fisica a partir de datos espectrales(126).

Los clasificadores Bayesianos ingenuos estan disefiados para hacer predicciones
basadas en la presencia o ausencia de ciertas caracteristicas dentro de una clase.
Asume que la presencia o ausencia de una caracteristica es independiente de la
presencia o ausencia de cualquier otra caracteristica (de alli el término ‘ingenuo’). A
pesar de su enfoque aparentemente simplista, los clasificadores Bayesianos
ingenuos pueden funcionar sorprendentemente bien en escenarios complejos del
mundo real donde se consideran multiples variables independientes para la

prediccion u ocurrencia de eventos (127).

En este caso las matrices bayesianas nos permitieron una clasificacién mas acertada
en comparacion que las redes neuronales. La tabla 12 nos muestra la matriz
bayesiana de los espectros sin normalizar, observamos que presentan una
clasificacién del 100% en concentraciones de 10-1 a 10-4 UFC-mL-1, una prediccién
del 66.7 % en 105 UFC-mL-l, sin embargo, sigue sin poder clasificar menores
concentraciones. En cuestion del inmunosensor probado con bacterias distintas a P.
aeruginosa se observa una clasificacion del 100% para B. subtilis y E. coli, mientras

que la clasificacion de S. aureus esta en 66.7%
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Tabla 12. Matriz bayesiana sin normalizar. Solo se muestran valores # 0%.

Predicted
10t 102 103 10¢ 105  10° 107 B Ecoli S.aureus ¥
subtilis
100.00
101 % 16.70% 3
100.00
102 % 16.70% 3
100.00
10 % 16.70% 3
100.00 16.70% X
104 %
66.70
Tg 105 % 50.00% 3
Q
= 10¢ 0.00% 50.00% 1
33.30
107 % 16.70% 0.00% 2
B.
subtilis 100.00% 33.30% 3
100.00 3
E. coli o
auf;:us 16.70% 66.70% 3
X 2 2 2 2 3 6 2 2 3 3 27

La tabla 13 muestra los valores de la matriz bayesiana con espectros normalizados,
observamos que la clasificacion de 10-1, 10-2 y 10-4 UFC-mL-! presentan un valor del
100%, mientras que 103 y 105 UFC-mL tienen valores de 66.7% y 60%
respectivamente. Se observan 2 cambios significativos en la matriz normalizada
comparando con la matriz sin normalizar, la capacidad de prediccion de las
concentraciones 103 y 10-> disminuye; por lo tanto, la regresiéon bayesiana sin

normalizar los espectros nos proporciona mejores valores de clasificacion.

En la prediccién de los inmunosensores con bacterias distintas a P. aeruginosa se
observan valores similares para B. subtilis y E. coli, mientras que para S. aureus
presenta una disminucion hasta el 60%.

Tabla 13. Matriz de bayesiana de predicciones normalizada. Solo se muestran
valores # 0%.

Predicho
101 102 103 10+ 105 106 B'_ . E.coli ’ Y
subtilis aureus
100.00
0,
104 % 20.00% 3
i 16.70
2 009
g 100 100.00% % 3
66.70 16.70 3
103 % %
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Los modelos de predicciéon estdn adquiriendo cada vez mdas importancia en la
practica clinica, como lo demuestra el creciente nimero de publicaciones que
describen su desarrollo(128). Uno de sus principales objetivos es ayudar en la toma
de decisiones clinicas combinando las caracteristicas del paciente para determinar
la probabilidad de un trastorno o problema en particular, como el diagndstico y el
pronostico. En este caso se emplea como auxiliar en el diagnéstico acertado contra

P. aeruginosa.

La clasificacion basada en Naive Bayes tiene tres ventajas unicas sobre otros
clasificadores. En primer lugar, su estructura esta predefinida y, por tanto, no se
necesita ningin aprendizaje estructurado. En segundo lugar, es muy eficiente y
puede manejar una gran cantidad de conjuntos de datos, especialmente cuando las
caracteristicas no estan fuertemente correlacionadas. Finalmente, sélo se requiere
una pequeia cantidad de datos de entrenamiento para estimar los parametros

necesarios (129).

Se realizé finalmente un andlisis de clustering basado en Spearman para la
clasificacion de espectros; esto basandose en ciertas caracteristicas presentes en
cada espectro. El andlisis se hizo con los datos normalizados y sin normalizar, sin

embargo, no presentaron diferencias significativas entre ambos casos.

En la figura 31 se muestra el arbol resultado del clustering. Se observa un
agrupamiento independiente en los sensados de los controles negativos, logrando

discriminar entre inmunosensor con P. aeruginosa y las bacterias control. Este
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Andlisis permite visualizar la clasificacion de las distintas concentraciones 10-1
(UNO), 102 (DOS), 103 (TRES), 10-4 (CUATRO), 10-> (CINCO), 106 (SEIS) y 10-7
(SIETE) de bacteria, fungiendo como un complemento clave para la identificacion

acertada.

0.1 0.08 0.06 0.04 0.02

[ Bacillus
SIETE
CINCO
CINCO
CINCO
CINCO
CINCO
B Ecoli
[ Ecoli
UNO
CUATRO
[ DOs
[l DOS
[ DOs
UNO
TRES
TRES
CUATRO
CUATRO
TRES
TRES
TRES
@ SEIS
[ SEIS
Saureus
Saureus
@ Bacillus
Saureus

]l L1

i

0.1 0.08 0.06 0.t)4 0.02

Figura 31. Analisis por clustering en Quasar. Cada categoria se muestra de distinto
color, el analisis se realiz6 con el banco de espectros generados durante el proyecto
de tesis.

El claster de espectroscopia infrarrojo refleja la similitud fisicoquimica de los
espectros en funcion de su similitud matematica(130). La correlacién Spearman es
esencialmente la reciprocidad entre funciones de distribucién acumulativa para

variables continuas, también conocida como correlacién de grados (131).

La métrica de Spearman es apropiada para describir la tendencia general de todo el
espectro; He K, 2021 (132) realizaron la agrupacién de espectros infrarrojos de
sustancias psicoactivas mediante medidas estadisticas Pearson y Spearman; la

métrica Spearman presenté una mejor agrupacion.
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Dubrovkin ], 2024 (130) investigd la aplicacion de la inteligencia artificial en
métodos de espectroscopia, demostrando que el clustering de prones podria ser un

método de comprension para bases de datos espectrales.

Al evaluar los espectros mediante métodos no lineales podemos establecer lo
siguiente: la visualizacion de los espectros normalizados permite hacer una mejor
clasificacion sobre la respuesta del inmunosensor tomando en cuenta 2 categorias:
inmunosensor evaluado con P. aeruginosa e inmunosensor evaluado con otras
bacterias, esto a través del desplazamiento y cambios en ciertas bandas como 1653
cm1,1470 cm1y 1071 cm1.

En las matrices de prediccion basada en redes neuronales, los espectros
normalizados presentaron un mejor analisis consiguiendo valores mayores de
prediccién, caso contrario a las matrices de predicciéon bayesianas, donde los
espectros sin normalizar mostraron mejores resultados, proporcionando una
deteccién del 100% en los espectros a concentraciéon 10-1 hasta 10-4 UFC/mL y un
66.7% en 10-> UFC/mL, teniendo una mejor clasificaciéon incluso que las redes
neuronales con los espectros normalizados. Para ambos métodos, no se presentaron
valores de prediccion para las concentraciones mas bajas (10-¢y 10-7 UFC/mL), por
lo tanto, esto métodos presentan un minimo de detecciéon hasta 10-> UFC/mL.
Finalmente, el clustering permite hacer agrupaciones de los espectros, siendo un
excelente complemento para la correcta identificaciéon y cuantificacion de P.

aeruginosa con el inmunosensor.

El método lineal presenta una mayor sensibilidad al tener un minimo de deteccién
de 10-7 UFC/mL, sin embargo, estos datos pueden quedar en la incertidumbre o no
ser del todo verdadero, estos resultados se sustentan de un solo método. Por otro
lado, los andlisis por métodos no lineales que son: visualizacién de espectros
normalizados, prediccion por redes neuronales (normalizados), clustering de
espectros a distintas concentraciones y prediccién mediante matriz bayesiana
(mejores resultados), estos mostraron mejores resultados para discriminar
respuesta del inmunosensor con las bacterias control, no obstante, a través de estos
métodos la sensibilidad disminuye hasta 10-> UFC/mL, pese a ello, el sistema es

capaz de identificar con certeza la concentracién presente de P. aeruginosa.
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Conclusiones

En este trabajo de tesis se logro:

e Desarrollar un inmunosensor para la deteccion de Pseudomonas aeruginosa
empleando anticuerpos inmovilizados sobre SiOz cristalino, mediante el sistema

estreptavidina-biotina.

e Identificar la produccion de pioverdina y piocianina a través de medios King A
y King B.

e Identificar a la cepa 38, mediante aproximacidn filogenética, correspondiente a

P. aeruginosa.

e Evidenciar la resistencia a antibioticos de las cepas 38 (AM, CB, CF, CFX, Net, CL,
STX y NF) y 39 (AM, CB, CF, CFX, NET, CL, CPF STX y NF), presentando una
resistencia del 83.33% y 92.66% respectivamente a los antibiéticos totales del

disco.
e C(Caracterizar a P. aeruginosa mediante FT-IR.
e Estandarizar las condiciones para el ensamblado del inmunosensor.

e Detectar P. aeruginosa con el inmunosensor mediante la espectroscopia FT-IR y

SEM.

e Construir una curva de calibracion por métodos lineales que permite cuantificar

a P. aeruginosa en el inmunosensor hasta una concentracion de 107 UFC/mL.

e Lograr una clasificacion hasta una concentraciéon de 10-> UFC/mL a través de

métodos no lineales.

e Disefiar un inmunosensor con alta especificidad, sin embargo, no descartamos
la posible adherencia inespecifica con otras bacterias por el uso de anticuerpos

policlonales.
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