UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EFECTO BACTERICIDA DE NANOPARTICULAS DE PLATA
SOBRE MICROORGANIMOS RESISTENTES
A LOS ANTIBIOTICOSIN VITRO

Por

B.F. MONICA MARCELA JEREZ URRIOLAGOITIA

Como requisito parcial para obtener el Grado de

MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN INMUNOBIOLGIA

Febrero, 2007



EFECTO BACTERICIDA DE NANOPARTICULAS DE PLATA
SOBRE MICROORGANISMOS RESISTENTES

A LOS ANTIBIOTICOS IN VITRO

Comité de Tesis

i o
Dra. Cristina Rodrigue adil’a

Director.dci‘u%is

,'/ ()

Dr. Humperto He wﬂLara Villegas
S

epap Turrent

Dra. Liliana del Carime
v 1

] /)
o ﬂf@é_ﬂ« v Pnahes
Dra. Lygia Guadgfupe Rivera Morales
Vocal 2




AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento:

A la Secretaria de Relaciones Exteriores poerhposible la realizacion de mis
estudios de postgrado en México en la Universidad Autononfdudgo Leon, a

través de su programa de becas para alumnos extranjeros.

A la Dra. Cristina Rodriguez Padilla por darme peortunidad de cursar la
maestria en el laboratorio de Inmunologia y Viradogior dirigir este trabajo y por

todo el apoyo recibido.

Al Dr. Humberto Herman Lara Villegas por permitirtngbajar en el laboratorio
de Bioseguridad Nivel 3 bajo su asesoramiento, por su apogadic®onal, por
todas sus ensefianzas, por su tiempo, por su paciencia yugarrae a ser cada dia

una mejor persona.

A la Dra. Liliana del Carmen Ixtepan Turrent paomfar parte de mi comité de

tesis y por toda su colaboracion en el desarrollo @etedajo.

A la Dra. Lydia Guadalupe Rivera Morales por forpete de mi comité de tesis,

por todos sus consejos y Su apoyo.

A todos mis maestros por compartir conmigo su comeato y Su experiencia
gue de una y otra manera contribuyeron al desarrollotdérabajo.

A mis comparfieras Vanesa Ayala Nufiez e lvonné MartiCarlin por su

colaboracién, por su amistad y por todas las experiegoagpasamos en el tiempo
gue estuve trabajando en el laboratorio BL-3.



DEDICATORIA

A mis padres y hermanos a quienes amo profundajrenegradecimiento a su
carifio, a toda la confianza que me dieron, por creemirpor ser siempre un
estimulo para seguir adelante y por estar a mi ladodnmomento a pesar de la
distancia.



Seccioén Pagina
AGRADE CIMIENTOS ..ot e e e e e e e e eend iii
DE DI C AT ORI A .o ettt e e iv
LISTA DE TABLAS ..ottt ettt et e e e e et e e et e e enns iX
LISTA DE FIGURAS ... ettt e e enns X
NOMEN CLATUR A Lo e et ettt e e et e e e e e e s Xii
RS U 1LY = A T xiii
A B S T R A C T ettt s et et et Xiv
1. INTRODUGCCION ..ottt 1.
2. HIPOTESIS oottt eaaen, 3
3. OBUIETIVOS ... e 4
4, ANTE CEDENTES ... oottt e e e e e eene 5.
4.1 El Desarrollo de la Resistencia a los Antimicrobianos..........cccoveuen.. 5
4.2 Mecanismos de Resistencia a AntibIOtICOS.......ccummmeerereerereieennennennnnn 1
4.2.1 Restriccion de Acceso del Antibiotico a su Blanco ...c.eeevvvvvvenen 7
4.2.1.1Porinas de la membrana eXterNa........c...veevveeeeeeriieieeieenanienns 7
4.2.1.2Paso reducido a través de la membrana citoplasmatica....... 8
4.2.2 Inactivacion Enzimatica del AntibiOtiCO ......c.uceemeeieiiiiiiiiieeen, 8
4.2.2.1-LACtAMASAS ....ccevuniiiiriieiiiieeeeii e e e e et e e e e eaan s 8
4.2.2.2Enzimas modificadoras de aminoglucésidos.......cccccev......... 9
4.2.3 Expulsion Activa del AntibiOtiCO.........ccoeeviiiiiemeiiie e, 10
4.2.4 Modificacion o Proteccion del Blanco del Antibi6tico................... 10
4.2.4.1ResSiStenCig-LactdmiCOS ..........uoviieiiiiiiiiiee et e 10
4.2.4.2Resistencia a Antibidticos Glicopéptidos.........cummmeeeeeeinnnnn. 11
4.2.4.3Resistencia a TetraCiCliNas.......ovvviieiiieeemee e eeeeeneens 11
4.2.4.4Resistencia a Macrdlidos, Estreptograminas y
LINCOSAMINAS. . ettt et et eeeaans 12
4.2.4.5Resistencia a Quinolonas y Rifampicina........ccccceeiiiiiinnnn. 12
4.3 Emergencia de Bacterias ReSIStENtES ..........cceemmciiiiiiiieiiee e, 12
4.3.1 Saphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ................ 12.
4.3.2 Sreptococcus pyogenes resistente a Eritromicina (SPRE).................. 16
4.3.3 Escherichia coli O157:H7 resistente a Ampicilina..............cccc.oceow 17
4.3.4 Pseudomona aeruginosa multirresistente...........cccoeeevvvevviecvicmcnnn... 19

TABLA DE CONTENIDO



4.4 La Nueva Era de los Agentes Antimicrobianos ......cccceoovvvviiiiiiinneennnn. 22

4.5 Efecto antibacteriano de los compuestos de Plata..............c.c..ccouunne.. 22
4.5.1 Propiedades antibacterianas de la Plata.............ccc.cooooiiii. 22
4.5.2 Nitrato de Plata..........cccoouiiiiiiiii e e 23
4.5.3 Sulfadiazina de Plata................ooiiviii e 24
4.5.4 Mecanismo Antibacteriano de la Plata..........cccooeeiiiiiiiiiiiiiinnnns 26
4.5.5 Resistencia Bacteriana a Plata ..............cooeeeiiiiiiiiiiiiiiieees 27
4.5.6 Mecanismos de Resistencia a Plata...........ccccoevviiiiiiineeiinnnnne. 27
4.5.7 Otros Compuestos de Plata utilizados como Antimicrolsiano...... 28

4.6 Nanociencia y NanoteCnOlOGia.............. s eeeereeriineeeneeeiiiinaeeeeeennns 29
4.6.1 NANOCIENCIA....ccuuiiiueiiiieeie et e et e e e e e e e e e et e e et e eannaas 29
4.6.2 NANOLECNOIOGIA ..vvunieeeieiiiiiee e e e eeeeeees 29
4.6.3 Nanobiotecnologia ........coveeiiiiiiiii e 30
4.6.4 NANOMALEIAIES........iiiiii i e 31
4.6.5 Aplicaciones de la Nanotecnologia en Medicina....ccccce..cvvvvn... 32

4.7 Introduccion a las NanopartiCulas ..............eeumecieeiiiiiiiie e 33
4.7.1 Técnicas de Produccion de Nanoparticulas.......ccceeeervvnnnenn..... 34
4.7.2 CondensaciOn POr VAPOK ......ccvveuuunieeeeeiicemmmmm e eeeiiineeeeeeeeineae e 34
4.7.3 SINtESIS QUIMICA.......ccevviiiiie e 34
4.7.4 Procesos en Estado SO0 ........cooeeviiiiiimmmmmiie e 35
4.7.5 Biosintesis de NanopartiCulas ...........ccoovvvuviiieeiiiiiiiiiieeeeeeiiie e 35
4.7.6 Aplicaciones de las Nanoparticulas............ccccceeeeiieiiniieeiiiiiinnnnne. 36
4.7.7 Las Nanoparticulas de Plata como Agentes Antimicrobiano....... 37

S METODOS ...ttt nae e 40

5.1 Material BIOIOGQICO.........oiiiiiiiiiiiieie et ieeeme e 40
5.1.1 Cepas BaCterianas ............oiiieuuieiiiiieareemee e eeanas 40
5.1.2 Conservacion de Cepas Bacterianas...........ccceeummmeeeeeerrrieaeeeeennns 40
5.1.3 Procedimientos Previos a cada Ensayo .. et e v neenneeennnnen 41

5.1.3.1Preparacion de la Campana de Flujo Lamlnar TR ¥ |
5.1.3.2Activacion de Cepas Bacterianas ..............ceeecevvvvineeereennnnnn. 41

5.2 Preparacion de Medios de CUlIVO ...........oooiccceeeeiiiiiieeeeeee e 41

5.3 Preparacion de REACHIVOS.........covvivuiiiiscceeceeee et 42
5.3.1 ReacCtivo de MTT ..o 42
5.3.2 Reactivo de Trabajo para el Ensayo de MTT Bioluminisieenc..... 42

5.4 Determinacion de la CIM de NPP por Método de Dilucién ebor.......... 43
5.4.1 Activacion de Cepas Bacterianas..............uceemmrveeiiiiieeeeeeiinnneenn. 43
5.4.2 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP.........ccccceeeiiii. 43
5.4.3 Preparacion del Inéculo Bacteriano e Inoculacion...................... 44
5.4.4 Lectura e Interpretacion de Resultados .........ccceeeviiiieiiiineennnnnn. 44

Vi



5.5 Determinacion de la CIM por el Método de MicrodiluciénRdaca .......... 44

5.5.1 Activacién de Cepas Bacterianas..............occcceeeeeeeeveeeeiiiieeeennnnnn, 44
5.5.2 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP.........ccccccoeeeiiei. 45
5.5.3 Preparacion del Indculo e Inoculacion ..........coccceevvieiiiiieeiinieeee, 45
5.5.4 Lectura e Interpretacion de Resultados .........ccccceeevviiieeiiiinecennnnn. 45
5.6 Pruebas de Inhibicion a Diferentes Concentraciones Batés ............... 46
5.6.1 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP.........ccccccooooie. 46

5.6.2 Preparacion de Inéculos Bacterianos e Inoculacion.................... 46
5.7 Determinacion de la CBM de NPP por el método de la
Capacidad formadora de colonias............ccoeeeveereceeeiiiiii e 47

5.8 Determinacién de la CBM de NPP utilizando
Pruebas de Viabilidad Celular Bacteriana........coeoeeeeeeieiviniiieinnnn.... 48

5.8.1 Ensayo Colorimetrico de MTT ......ooeiiiiiivei e ee e 49
5.8.1.1Curva de linealidad del método............ccccoeeivviiiiiiiiiiciiieeee, 49
5.8.1.2Determinacion de la CBM de NPP .........co.iiiicceeeeeen 50

5.8.2 Ensayo de BiolumINISCENCIA ... .....uiiiiiiieceeemeeiee e 51
5.8.2.1Curva de linealidad del método............ccccoeeiviiiiiiiiiiiciieeee, 52
5.8.2.2Determinacion de la CBM de NPP ............iiiicceeeen 52

5.9 Curvas de Muerte Bacteriana de las cepas Tratadas ddn.NP............ 53

5.9.1 Activacion de Cepas Bacterianas..............ueeemmmreeviiiiieeeeeiiininneenn. 53

5.9.2 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP.........ccccccooeiiii. 53

5.9.3 Preparacion del Indculo bacteriano...........cccceeeeeiiiiiiciiineceinnnnen. 53

5.9.4 Cinética de Crecimiento de la Cepas Bacterianas

CON Y SIN TratamieNO .......cc.uuiiiii e iicem et 53
5.10Determinacién de CBM de NPP y Vancomicina sobre MRSA........... 54
5.11 AnAlisis EStadiStiCO .......ccccvuuiiiiiii et 54

CRESULTADOS . ...ttt e 55
6.1 CIM de NPP sobre MRSA ... 55
6.2 CBM de NPP sobre MRSA..... ..o 56

6.2.1 CBM de NPP sobre MRSA por el Método de la

Capacidad Formadora de Colonias .............coocvemmecemieiiieciinns 57

6.2.2 CBM de NPP sobre MRSA por el Método de MTT .. eeeeeenn D9

6.2.3 CBM de NPP sobre MRSA por el Método de Blolumlnlscenma 61

6.3 Efecto Antibacteriano de NPP sobre diferentes
Concentraciones de MRSA ... e 63
6.4 Cinética de crecimiento de MRSA ... 68

vii



6.5 Curvas de Muerte Bacteriana de MRSA tratado con NPP.................. 69

6.6 Efecto Bactericida de NPP y Vancomicina sobre MRSA.................... 71
6.7 CIM de NPP sobre SPRE por el método de microdilucioplasa .......... 72
6.8 CBM de NPP sobre SPRE por el método de MTT ....cceeeeeeiiiieiiinnnes 72
6.9 CBM de NPP sobre SPRE por el método de Bioluminiscencia.......... 74
6.10 CIM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el método de

MiCrodiluCiON €N PIACA........covvriiii et 75

6.11 CBM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el método de MTT............ 75
6.12 CBM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el

Método de BioluminiSCENCIA .......ccceuvuiiiiiiii e 77
6.13 CIM de NPP sobre PAMR por el método de microdiluciéplace......... 78
6.14 CBM de NPP sobre PAMR por el método de MTT....omereeereeevennnn.. 18
6.15 CBM de NPP sobre PAMR por el método de Bioluminiseenci.......... 80

6.16 Efecto Bactericida de NPP sobre diferentes concentescde PAMR .... 81

7. DISCUSION ...ttt ettt eete ettt ettt ete e anaeena s 83
8. CONCLUSIONES ......ooiuiiiieieeeee et eeeeteeee et ae e, 87
9. PERSPECTIVAS ..ottt ane e eae e eae s 88
LITERATURA CITADA ..ottt e a0
RESUMEN BIOGRAFICO ......cviiiiiuieeeie et ettt 96

viii



Tabla

LISTA DE TABLAS

Pagina
Concentraciones Bacterianas utilizadas en el Ensayo.5.7.................. 47
Proliferacién de Diferentes indculos de MRSA
después de 24 horas de tratamiento con.NPP............................... 63
Efecto Antibacteriano de NPP sobre diferentes
Concentraciones de MRSA después de 24 horas duitnatia............ 64
Efecto Antibacteriano de NPP sobre diferentes
Concentraciones de MRSA después de 48 dertratamiento............ 65
Efecto Antibacteriano de NPP sobre diferentes
Concentraciones de PAMR después de 24 dertratamiento............ 81



Figura

N o gk~ wDd R

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

LISTA DE FIGURAS

Péagina
Datos Estadistico del CDC sobre MRSA hasta el 2003.................... 15
ReacCiOn de LUCITEraSa...........uuiieiiiiiiiemmmmcc e 51
CIM de NPP sobre MRSA por Dilucién en Tubo ......cooeeeeiiiineen. 55
CIM de NPP sobre MRSA por Microdiluciéon en Placa......................... 56
Inhibicion de la Capacidad Formadora de Colonias de MRSA pBr.NF57
Recuento de Colonias de MRSA previamente tratadas con NPR...... 58
Relacion entre el namero de UFC de MRSA con la

D.O. del Azul de FOrmMazan ... 59

Porcentaje de Viabilidad celular de MRSA tratado con NPP
POr €l MELOO dE MTT. ..ot cre et 60

Relacién entre el nimero de UFC de MRSA viables y
la Sefal LUMmINISCENLE.........couiiii e 61

Porcentaje de Viabilidad celular de MRSA tratado con NPP
por el Método de BioluminiSCeNCia...........ccueuvviiiieeiiiiiiinneeeeeiiieenn, 62

Proliferacion en Medio Liquido de diferentes In6cudes

MRSA tratados con NPP durante 24 horasS. .ccc..oeveeieieiiiiiiieeen 66
Proliferacién en Medio Liquido de diferentes in6cudes

MRSA tratados con NPP durante 48 horas. ..c...oevveeiiieiiiiiiiean 67
Cinética de Crecimiento de MRSA ..., 68
Curvas de Muerte Bacteriana de MRSA tratado con NPP.................. 70
CBM de NPP y Vancomicina sobre MRSA ...........coumeeviiieiiiiinneeeen. 11
Relacion entre el namero de UFC de SPRE y la

D.O. del Azul de FOIrMAZAN ......oneeeeee e 73
CBM de NPP sobre SPRE por el método de MTT ....ccceeeeeeeriiiiinnnnnnn. 73



18.CBM de NPP sobre SPRE por el método de Bioluminiscencia.......... 74
19.Relacion entre el nimero de UFC de ECO157: H7-RA Y la

D.O. del Azul de FOrmMazan. .........ccceeeeiiiieeiiiee e 75
20.CBM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el método de MTT ............ 76
21.CBM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el

Método de BiolumiNiSCENCIA ..........ceeeemeiiiiiieiiiie e, 77

22.Relaciéon del nimero de UFC de PAMR y la

D.O. del Azul de FOrMAazAan .........cceeeeeeiiiiiiiie e 78
23.CBM de NPP sobre PAMR por el método de MTT ......cccovveiiiiiieennnnns 79
24.CBM de NPP sobre PAMR por el método de Bioluminiscencia.......... 80
25.Efecto bactericida de NPP sobre diferentes concentexcide

PAMR después de 24 horas de tratamiento.............cceeveeeeeennnnnn. 82

Xi



Ag+
ATP
CBM
CDC
CIM
DO
ECO157:H7-RA
°C

LB

Hg

Mg ++
ml
MRSA
MTT

NCCLS
NPP
OMS
PAMR
RUL
SPRE
UFC

NOMENCLATURA

lones Plata

Adenosina Trifosfato

Concentracion Bactericida Minima

Control Desease Center

Concentracion Inhibitoria Minima

Densidad Optica

Escherichia coli O157-H7 Resistente a Ampicilina

Grados Celsius

Luria Bertani

Microgramos

lones Magnesio

Mililitro

Saphylococcus aureus Resistente a Meticilina

(4,5 dimethyltiazol-2-il)-2,5 diphenil tetrazolium
Bromide

National Committee for Clinical LaboratoryaStlards

Nanoparticulas de Plata

Organizacion Mundial de la Salud

Pseudomona aeruginosa multirresistente

Unidades Relativas de Luminiscencia

Sreptococcus pyogenes Resistente a Eritromicina

Unidades Formadoras de Colonias

Xii



RESUMEN

La emergencia de cepas bacterianas resistebgsaatimicrobianos constituye
un problema de distribucién mundial y cada vez es iifii@d dombatir a este tipo de
microorganismos, por esta razon surge la necesidad de mcotnas alternativas
para el tratamiento de estas infecciones. En basepeolpiedades bactericidas de los
compuestos de plata (Bgampliamente conocidas y a las caracteristicasagisy
guimicas Unicas que presentan los materiales obtenidosNpnotecnologia
(nanomateriales), varias investigaciones han reportads propiedades
antibacterianas de las nanoparticulas de plata. Ertrabiajo se determind el efecto
bactericida de las nanoparticulas de plata (NPP) dmdwterias resistentes a los
antibiéticosin vitro, se utilizaron cuatro cepas bacteriar@aphylococcus aureus
resistente a Meticilina (MRSA)3reptococcus pyogenes resistente a Eritromicina
(SPRE), Escherichia coli O157: H7 resistente a Ampicilina {seudomona
aeruginosa multirresistente. La CIM de estos compuestos sobre badteria fue
determinada por el método de dilucion en tubo y el de nilom@h en placa, la
CBM fue establecida a través del método de la capacidathdora de colonias
(CFC) y las pruebas de viabilidad celular de MTT y Biolustencia. Los
resultados obtenidos mostraron un efecto bactericidasdeanoparticulas de plata
sobre las cuatro cepas bacterianas independienterdentau resistencia a los
antibidticos a una concentracion minima de@dml en el caso de las bacterias
Gram positivas y de 12.pig/ml para las bacterias Gram negativas, el efecto
antibacteriano fue dependiente de la concentracionRie \Nilizadas y del nimero
de UFC bacterianas que se expusieron a ellas, comspsraba a menores
concentraciones bacterianas menores concentraciomMéBRIéueron necesarias para
producir un efecto bactericida. Entre 2 y 8 horas de tratdnfueron suficientes
para conseguir el 100% de inhibicién del in6culo estaraidwizle MRSA con 100,
50 y 25pug/ml de NPP respectivamente. Finalmente el efecto l@deede las NPP
sobre MRSA fue comparado con el de la Vancomicina, difgaencia entre ellos
fue significativa (P<0.05).
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ABSTRACT

The emergency of antibiotic-resistant straingstitutes a world problem and the
combat against these microorganisms is more difficult yjottzat's why to find
others alternatives therapies is very necessarypabe of many researches it is
known the silver (Ag+) has bactericidal properties and rtiagerials obtained by
Nanotechnology (nanomaterials) present unique physicalla@mdical properties. In
addition the antibacterial properties of silver nanaplag had been reported in a lot
of scientific articles. Then vitro bactericidal effect of Silver Nanoparticles against
antibiotic-resistant bacteria was determined in thisishdour bacterial strains were
used: methicillin resistanB&aphylococcus aureus (MRSA), erythromycin resistant
Sreptococcus pyogenes (ERSP), ampicillin resistarscherichia coli O157: H7 and
multidrugs-resistanPseudomona aeruginosa. In order to determine the MIC of
silver nanoparticles against each strain, the macraatlinn tube and micro-dilution
in plague methods were used, the MBC was determined estyrtiie number of
bacteria on a solid surface and the cell viability afteatment was established using
the MTT and Bioluminescence assays. The results sheweaactercidal effect of
silver nanoparticles against the four bacteria provedeffest was independent of
resistance features to antibiotics, the minimum dyvaztial concentration was 25
pg/ml and 12.5ug/ml for Gram positives and Gram negatives bacterpects/ely,
the antibacterial effect was dependent as the camatem of nanoparticles as
number of UFC used, how was expected for fewer bactesiatentrations, fewer
concentrations of silver nanoparticles were used in dalget a bactericidal effect.
The results obtained in the bacterial death curves ethdlat between two and eight
hours of incubation were enough for getting 100% of inlwbitof standardized
inoculums of MRSA with 100, 50 and 2%g/ml of nanoparticles respectively.
Finally the bactericidal effect of silver nanoparticlegas compared with
vancomicine and the results found were significantliedeit (P<0.05).
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1. INTRODUCCION

El desarrollo tecnolégico pone a nuestro alcaecemientas que nos permiten
buscar soluciones a una diversidad de problemas que aquiganuenanidad, el
descubrimiento de los antibiéticos en 1940 constituyé dmdos acontecimientos
mas importantes en la historia de la medicina, su ugzimaitido el tratamiento de
las enfermedades infecciosas desde aquel tiempo hastaauwHal. Sin embargo a
lo largo de los afios muchos factores principalmentepgaaidad de adaptacion de
las bacterias y el uso indiscriminado o inadecuado deglestes antimicrobianos
han conducido al desarrollo de resistencia y a la emaegeiac enfermedades
infecciosas producidas por microorganismos que ya no respandsrterapias con

antibiéticos comunes.

Este hecho constituye un problema de salud publicastiébdcion mundial el
cual ademas tiene implicaciones importantes desde &b mlenvista econdémico y
social. De acuerdo a datos publicados por el Centro de CdetiBhfermedades en

el 2004 se sabe que:

» Cerca de 2 millones de pacientes en los Estados Uniddsae€onuna
infeccién en el hospital cada afio.

* De estos pacientes, alrededor de 90.000 mueren cada afoesuitado de
la sobreinfeccion.

 Mas del 70 por ciento de las enfermedades adquiridas endpgaies son
resistentes por lo menos a uno de los antibiéticodinomante usados para
tratarlas.

* Las personas infectadas con microorganismos resistentstitdoticos,
tienden a permanecer por mas tiempo en los hospitalexjuieren un
tratamiento con dos o tres antibiéticos que puede resukaos efectivo,

mas téxico y mas caro.



Entre las bacterias resistentes a antibiétipds comunmente aisladas en los
hospitales se encuentran®aphyloccocus aureus, enterococcus, Klebsiela,
Enterobacter, Escherichia coli, Pseudomonas y mas recientementAcinetobacter,
por otro lado se encuentran las bacterias multiresgist que producen
enfermedades infecciones adquiridas en la comunidad cBnsomococcus,
Gonococcus, Mycobacterium tuberculosi s, Sreptoccocus pyogenes. (CDC, 2004).

Las investigaciones dirigidas a la busqueda de oftitasnaivas para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas incremeatindia y es enorme el
namero de compuestos cuyas propiedades antibacterianassiestdo evaluadas.
Los materiales sintetizados por Nanotecnologia (natesiakes) tales como
nanotubos, nanoalambres, nanocapsulas, dendrimeros, ermadsiones y
nanoparticulas tienen hoy en dia muchas aplicaciandgezentes areas, muchos de
ellos se han podido combinar con sistemas biolégicos garaitilizados como
sistemas liberadores de farmacos, el uso de algunosodenegteriales como agentes
antibacterianos ha despertado el interés de muchos ingdestga constituyéndose

actualmente en una linea de investigacion muy novedosa.

Las nanoparticulas de plata constituyen el olgjetestudio de este trabajo, estos
nanomateriales tienen actualmente muchas aplicaciheigislo a las propiedades
inherentes a su tamafo, principalmente un incrementa esldcion de superficie
con respecto a volumen, por otra parte el hecho de quiatéaposee propiedades
antimicrobianas conocidas desde hace mucho tiempo, hatiblg su utilizacién
como agente antibacteriano en materiales cerancet&eres y otros. El interés de
este trabajo radica en probar el efecto bactericidiasidNanoparticulas de Plata
sobre bacterias resistentes a ciertos antibiéticaroc@®aphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSARreptococcus pyogenes resistente a Eritromicina,
Escherichia coli O157:H7 resistente a Ampicilina fseudomona aeruginosa
multirresistente como patdégenos comunmente aisladofsrospitales y que

representan un problema de salud publica a nivel mundial.



2. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata tienen un efectoebeicka contra bacterias
resistentes a los antibidticos favorecidas por sus guages en la escala
nanométrica que les confiere una mayor capacidad de dgracon las células

bacterianas.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar las propiedades bactericidas de laspadiiulas de plata sobre

bacterias resistentes a los antibiéticos por ensayoso.

3.2 Objetivos Particulares

1. Determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CIM) d@noparticulas de
plata sobre bacterias resistentes a antibidtitokro.

2. Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CBM)rdmoparticulas
de plata sobre bacterias resistentes a antibiGgticato.

3. Determinar el efecto antibacteriano de nanoparticulas plata sobre
diferentes concentraciones de las cepas bacterianas.

4. Determinar la viabilidad celular de las bacterias desgaésratamiento con
nanoparticulas plata por el método de MTT y de biolurrgmisia.

5. Determinar el tiempo minimo de tratamiento necesaria paonseguir el
efecto bactericida de nanoparticulas de plata soluterizs resistentes a los

antibiéticos, mediante curvas de muerte bacteriana.



4. ANTECEDENTES

4.1 El Desarrollo de la Resistencia a los Antimicrobianos

La década de la resistencia a los antimicrobiemw®&nzo en el afio 1990 cuando
se presentaron los primeros reportes de este acorgetimiAntes de que esto
sucediera, los médicos le habian restado importancias acepas bacterianas
causantes de enfermedades que presentaban resistendmodicast, debido a que
en todos los casos aun existian muchos antibiéticos glienpatilizarse contra ellas.
El hecho de recurrir a un segundo antibiotico para tratarenfermedad infecciosa
era considerado un tratamiento fallido. Gradualmente, flaidén de falla en el
tratamiento cambi6 a falla para encontrar un antibiéixitoso después de probar
varios antibiéticos. Sin embargo, en algunos casospdasgentes con infecciones
sistémicas serias sufrian dafios irreversibles a difes@rganos o derrame cerebral
debido a que la infeccidon no era controlada lo suficieaeenrapido para evitarlo.

Probablemente los primeros en publicar hechosioalaos con la resistencia a
los antibidticos fueron las compafilas de seguro y las aegamnes de
mantenimiento de la salud. Las infecciones causadas gi@riaa eran muy costosas
no solamente para los gobiernos locales sino tambi@énigaestatales. A la ciudad
de New York le cost6 cerca de un billon de délares cantedlbrote de tuberculosis
mutirresistente a drogas que se produjo a mediados de 1990.teEmissno
momento, la Cadmara de Comercio de New York aprobé quedadddores estatales
estuvieran al tanto que lo que estuviera haciendo sobesifdencia a antibioticos.
Auln en ausencia de una epidemia de categoria altaefpscios perdieron mucho
dinero debido a que los empleados faltaban varios diashkga y el costo de los
seguros de salud era bastante alto y el problema pareeiaendinal.



Los titulares como “El fin de los Antibidticos” y “Elegreso a la Era Pre-
antibidtica” empezaron a salir en las nuevas revisglscontenido de estos articulos
era sensacionalista y escalofriante. Los medios pastente descubrieron el uso
difundido de antibiéticos en la agricultura, y el posiinigacto de este uso en la
salud humana comenzé a ser el punto de discusion de rartieodos y programas
de televisiéon. Los grupos que apoyan el medio ambiente ezanwgna considerar el
uso de antibiéticos vy la resistencia a antibidticos echb sobre el que necesitaban
tomar parte. Las sociedades humanas se involucraron pgusjuiembros se dieron
cuenta que restringir severamente el uso de antibggecola agricultura podria
forzar a una higiene desmejorada y reducir las facilidddgsroduccion de varios

animales.

Irbnicamente, el Unico grupo que parecia estar a undeldorecimiento de la
conciencia del problema fue la comunidad cientifica. Mudhestificos pensaron
gue los intensos esfuerzos de investigacion montados en 1880dgknir los
mecanismos de resistencia a antibiéticos y caraatddz elementos transmisibles
gue acarreaban los genes de resistencia a antibiéticbahia cubierto todo lo que

valia la pena conocer sobre las bacterias resistamssantibiéticos.

El campo de investigacion sobre la resistenciatibi@icos comenzé a ser visto
como algo que habia pasado de moda y el nimero de cientjfieosontinuaban

trabajando en esa area declind a niveles muy bajos.

Desafortunadamente, un gran numero de preguntas imesrtguedaron sin
responder. Cuando los cocos Gram positivos comenzagenimportantes como la
causa mas seria de infecciones humanas, se hizo evidente gaeonocia nada de
su mecanismo de resistencia 0 sobre su mecanismo deergang de genes de
resistencia. Por otra parte, muchas de las preguntas gezamn a ser dominantes
en los debates sobre patrones de uso de antibidticoshjegasstrategias preventivas
en la medicina humana y la agricultura llevaban a hagestionamientos sobre la

ecologia de las bacterias resistentes a los antibgdi sus genes.



En el 2001, los Institutos Nacionales de Salud, el CDCag@gencias estatales
anunciaron una fuerte tarea combinada para la publicacdre sresistencia
antimicrobiana, un esfuerzo que puede ayudar a resolver et de la resistencia
( Salyers y Whitt, 2002). La OMS y la FDA han puesto emcha@ programas
destinados a la deteccidén temprana de cepas resistengsmover el uso adecuado

de los antimicrobianos para tratar de frenar este prabl@fardar, 2005).

4.2. Mecanismos de Resistencia a Antibiéticos

Los mecanismos de resistencia a antibiéticos puedtar agrupados en 4

categorias principales:

Restriccion del acceso del antibiético a su blanco.
Inactivacion Enzimatica del antibi6tico.

Bombeo activo del antibiotico (efecto Efflux).

w0 NP

Modificacién o proteccién del blanco del antibidtico.

4.2.1 Restriccion de Acceso del Antibidtico a su Blanco

Las bacterias pueden limitar el acceso deamdibioticos hacia su blanco de

diferentes maneras:
4.2.1.1 Porinas de la membrana externa.

La mayoria de los antibidticos prim#iegan a su blanco para tener un
efecto. Los antibidticog-lactamicos deben transitar la membrana externa de las
bacterias Gram negativas para llegar al citoplasma adedestan localizadas las
proteinas de union a penicilinas (PBPs). La presencia dendrana externa en las
bacterias Gram negativas puede funcionar como barreraytagala entrada de los
antibidticos, precisamente la razén por la que la Vamgoa) que es muy efectiva
contra las bacterias Gram positivas, no tiene efectlas Gram negativas es que se
trata de una molécula demasiado grande como para difutidivés de las porinas

de la membrana externa de estas bacterias.



La ventaja natural que las porinas le dan a las baxt@ram negativas puede
incrementar por mutaciones que limiten en mayor graddlifiasion de los
antibidticos, y ya que algunos tipos de porinas son vatagnte no selectivas, una
mutacion simple en ellas puede conferir resistencia admas tipo de antibioticos
(Salyers y Whitt, 2002).

4.2.1.2 Paso Reducido a Través de la Membrana Citoplasmatica

Un camino obvio que le permite a latdda resistir la accién de un
antibidtico cuyo blanco se encuentra en el citoplasihasgmas o ADN girasa) es
reducir el transporte del antibiético a través de la memabcdoplasmatica. Todavia
es un mecanismo de resistencia poco comun. Interesamteran algunos casos
como la Escherichia coli se ha observado que su crecimiento en condiciones
anaerobias incrementa la resistencia a los aminogdlosdbasta 10 veces y muchos
microorganismos anaerobios son totalmente resistentestos antibidticos. En
ambos casos, la resistencia probablemente sea ddbidasatica reducciéon del paso

del antibi6tico al interior de la célula (Salyers y W/H002).

4.2 .2 Inactivacion Enzimatica del Antibidtico.

4.2.2.1 B-Lactamasas.

El mecanismo méas importante de m®i& a los antibidticoP3-
lactAmicos, especialmente en bacterias Gram negatésmda presencia dg-
lactamasa, una enzima que rompe el afillactamico e inactiva el antibiético. Las
B-lactamasas son secretadas en el espacio periplagmicéas bacterias Gram

negativas y dentro del fluido extracelular por las bagesram positivas.

Debido a que las bacterias Gram negativas tienefy-lsiesamasas en el espacio
periplasmico y ademas presentan en la membrana exteinaspque restringen la
entrada de los antibioticos pueden lograr el mismo nivetsistencia con un menor

nivel de enzima que las bacterias Gram positivas.



A diferencia de las mutaciones en las porinas, que puedégric resistencia a
muchos antibiéticos diferentes, Rdactamasas pueden ser mucho mas especificas y
son usualmente activas s6lo contra un grupo de antibiéfldastamicos. La
principal razon por la que ahora existe un gran numer@-ldetamicos en el
mercado es la necesidad de nuevos antibidticos de estpugpm sean clivados por
B-lactamasas. Una estrategia para contrarrestarci@nade lasp-lactamasas es
mezclar el antibidtic@-lactamico con un inhibidor d@-lactamasas, tales como el
acido clavulanico y el Sulbactam. En general los inhilgslaie-lactamasas tienen
un amplio espectro de accion y han hecho posible que seemtiiuevamente
muchos-lactdmicos como la Ampicilina que estaban en riesgooawertirse en
obsoletos. Sin embargo, ahora exisflactamasas que son resistentes a la

inhibicién tanto del &cido clavulanico como del sulbacta

Recientemente ha sido reportado otro mecanismoriaactgara la resistencia a
la mezcla de &cido clavulanicofylactamico, se trata de un gen cromosomal que
codifica -lactamasa que fue duplicado muchas veces para proveevalmuicho

mayor de produccion de enzima (Salyers y Whitt, 2002).

4.2.2.2 Enzimas Modificadoras de Aminoglucdsidos

El principal mecanismo de resistengialos aminoglucésidos es la
inactivacion del antibiético. En este caso las engimadifican al aminoglucésido
por adicién de grupos (fosforil, adenil o acetil) al antib@ y de esta manera lo
inactivan. En las bacterias Gram negativas las eszimdificadoras de
aminoglucésidos se cree que estan localizadas en dloextie la membrana
citoplasméatica y por lo tanto la modificacion de lostadticos reduce su transporte
dentro de la célula. La localizacion de estas enzeandas bacterias Gram positivas
no ha sido establecida, pero deben estar ya sea libectdso del fluido
extracelular o ligadas a la membrana citoplasmatifiatre estas enzimas se
encuentran la cloranfenicol acetil-transferasa, feepogramina acetil-transferasa y

ultimamente la oxidasa de tetraciclinas.



10

4.2.3 Expulsion Activa del Antibidtico

Muchos antibiéticos habitualmente usados inhibemtasis de proteinas, para
gue estos antibidticos actuen, deben ingresar al citoplastakar y acumularse a

una concentracién suficiente que les permita unirse riblosomas.

Una estrategia bacteriana que previene que los @ittt consigan una
concentracion suficientemente alta en el citoplasmiaoesbear el antibidtico fuera
del citoplasma tan rapidamente como es captado por llda.cé&stas bombas
proteicas son llamadas bombas de expulsion (efflux pumg.riecanismo media
la resistencia de las bacterias a varios antibiotionso las tetraciclinas, macrélidos

y quinolonas.
4.2.4 Modificacion o Proteccion del Blanco del Antibidtico
4.2.4.1 Resistenciafilactamicos.

La alteracién del blanco de Ilosbédticos es un segundo mecanismo
de resistencia a loB-lactamicos, en este caso, la especificidad de unidtasie
proteinas de unién a penicilinas (PBPs) se altera de tedrmmgue no pueden unirse
al antibiético. Este tipo de resistencia es particudgiten comin en bacterias Gram
positivas y es usualmente el tipo de resistenfdagtamicos que causa la mayoria
de los problemas clinicos y los inhibidores flactamasas no pueden evitar esta
resistencia. Probablemente el gen de este tipo de nesdstaas caracterizado es el
mecA, un gen que codifica la resistencia a la meticilina quesrscuentra en el
Saphylococcus aureus. Este gen codifica una proteina de unios-lctamicos
mutante (también llamada proteina de unidén a penicilina RBB2) que no es
inhibida por la meticilina como son las proteinas de urdpenicilina de las
bacterias normales. Aparentemente esta nueva prossmplaza la transpeptidasa
normal y permite que ocurra la union cruzada del peptidogduea presencia del

antibidticof-lactamico.
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4.2.4.2 Resistencia a Antibiéticos Glicopéptidos.

Ya que la vancomicina previene el entrecruzamiento de pelitaiog
uniéndose al D-Ala-D-Ala del muramil-péptido (NAM), unaragtgia obvia para la
resistencia a este antibidtico es reemplazar egépiiilo con otro grupo que no se
una a la vancomicina. La mayoria de las bacterias Grasitivas que se han
convertido en resistentes a la vancomicina reemplelzZ@rAla-D-Ala por D-Ala-D-
Lactato, el cual no se une al antibi6tico. Existentipes de enzimas necesarias para
este fenotipo de resistencia, una es codificadav@ok o vanB que codifica una
ligasa que tiene la funcion de formar el dipéptido DIBdhactato a partir de un
residuo D-Ala y otro de D-lactato, un segundo geanH, codifica una lactato
deshidrogenasa que obtiene el lactato del piruvato. Estasndomas hacen posible
que la bacteria fabrique la parte sustituta del muramil dgméppero tan pronto
como la bacteria produce la forma original D-Ala-D-Aka,bacteria recuperaria la
susceptibilidad a la vancomicina. Aqui es donde el tercervgeX, participa. Este
gen codifica una enzima que rompe el dipéptido D-Ala-B-#¢ro no el D-Ala-D-
Lactato. El mecanismo de resistencia a la vancomasnal mas complejo que se
conoce y muestra como el ingenio de la bacteria puede actaado va a protegerla
de los antibidticos.

4.2.4.3 Resistencia a Tetraciclinas.

Un segundo tipo de resistencia a tetraciclina clinicaenanportante,
llamado proteccién de ribosoma, es conferido por una pratgédqmasmatica que de

alguna manera protege a los ribosomas de las tetrasiclina

Cuando la proteina esta presente, la tetraciclirse nme al ribosoma, aunque no
esta claro cual es la proteina de resistencia, parecgeduata de una modificacion
no covalente del ribosoma. Una caracteristica istete de este tipo de proteina de
resistencia es que tiene una actividad GTPasa y comp#desimilitud de
amino&cidos en la regidon amino terminal con factdeeslongacion involucrados en

la sintesis de proteinas.
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4.2.4.4 Resistencia a Macrdlidos, Estreptograminas y Lincosamidas.

Una enzima que metila una adenina sobre rRNA 23S medidigste
ampliamente difundido de resistencia a macrolidosggstgraminas y lincosamidas.
Esta enzima es llamada rRNA metilasa, la adeninaadatitse extiende dentro de
una region que sirve como sitio de union para los tpes tile antibioticos. Por lo
tanto la adquisicion de un gen de resistencia simplearenfésistencia a tres clases
de antibibticos estructuralmente distintos. Este dipaesistencia ha sido encontrada

en cocos Gram positivos y en el gruRexteroides.

4.2.4.5 Resistencia a Quinolonas y Rifampicina.

La resistencia a quinolonas cominmente involucra mutagipantuales
que alteran la afinidad de la subunidad B de la ADN girasa ehantibiotico.
Aunqgue las mutaciones de ADN girasa estan en un geniasewc parecen tener
efectos deletéreos en el crecimiento de las bact&iaslarmente, la resistencia a
rifampicina resulta de mutaciones en la ARN polimerasareduce la afinidad de la

enzima por el antibiético.

4.3 Emergencia de Bacterias Resistentes

4.3.1Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Saphylococcus aureus es uno de los microorganismos mas frecuentemente
aislados tanto en infecciones comunitarias como nosatesnPuede producir desde
infecciones banales hasta cuadros muy graves comocesgfatj meningitis,
endocarditis, neumonias, etc. que en muchas ocasiondacem a la muerte del
enfermo. Ademas se estima que entre el 20 y 40% de los adalhos son
portadores nasales de esta bacteria. (Toebda 1999).
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La colonizacién de nasofaringe, perineo y piel particodante si la barrera
cutanea ha sido dafiada puede ocurrir después del nacimientaley neaparecer
algun tiempo después. La familia de un infante que potvadeeria también puede
estar colonizada, la transmisién se produce por conthatoto con el portador
colonizado. Una proporcion de portadores superior en 25 a 086 las
proporciones de la poblacién en general se encuentra efaaquaisonas que usan
drogas intravenosas, los pacientes diabéticos insdépendientes, pacientes con
alteraciones dermatoldgicas, pacientes con catétegragasculares de largo plazo y
trabajadores de salud . Los nifilos pequefios tienden a tegeresyaazones de
colonizacion, probablemente por su frecuente contacto lesn secreciones
respiratorias (Chambeesal, 2001).

La penicilina sigue siendo el tratamiento de elecpara las infecciones por
Saphylococcus aureus sensible a este antibiotico, no obstante, en 1944 poco despué
de la introduccién de este farmaco, el microorganismo empezproducir3-
lactamasas que inactivaban la penicilina conduciendo aterssa Aunque
inicialmente este tipo de resistencia se presentapardticamente, se propago
rapidamente y hoy en dia se puede observar que soélo @ 86 cepas d& aureus

son sensibles a la penicilina.

Para poder solucionar ese problema la industria ¢#umiaa desarrolld6 nuevos
antibidticos y entre 1960- 1964 se empezé a disponer de pemsiciisigtentes a las
B-lactamasas como la meticilina, cloxacilina, etcro®f3-lactamicos como las
cefalosporinas de primera generacion (cefazolina, atafal etc.) son efectivos
contraS. aureus, asi como las combinaciones de inhibidoref-thctamasas cof-
lactamicos (amoxicilina-clavulanico, ticarcilina-cla&nico, piperacilina-

tazobactam) y el imipenen.

Las penicilinas semisintéticas como la naftiailila oxacilina y la cloxacilina son
ahora antibidticos de primera eleccion en las infecsiqyag S. aureus sensible a
meticilina u oxacilina (Torrobet al., 1999).
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Los primeros reportes d&taphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) se realizaron en 1961, el mecanismo de resistermmsiste en la
produccion de una proteina de unién a penicilina adicieB&2 o PBPa, que es
codificada por el gemecA, el cual esta presente en las cepaS dareus resistentes
a meticilina y ausente en las cepas sensibles (Bebain 2001).

En la década de 1970-1980 las cepas de MRSA empezaronrgpcabkanas de
salud en todo el mundo. En Estados Unidos la proporcionades de MRSA
comunicados al NNIS (Nacional Nosocomial InfectionsvBillance) incremento del
2% en 1975 a 35% en 1996. En Japdén encontraron que el 60% de 7000 cgpas de
aureus aisladas entre 1992-1993 eran MRSA. Se estima que el 25% ckpésde
S aureus aisladas en Estados Unidos son MRSA. En Europa la preialearia
mucho de un pais a otro, siendo superior en los paises deésurlanda (Torroba
etal., 1999).

En las dos décadas pasadas, la prevalencia de cepd®S#e M incrementado
constantemente en los hospitales de Estados Unidosoyrat paises. Los datos
recolectados por el CDC en 1980 indicaban que el MRSA estatikadb
principalmente a centros médicos urbanos relativangratees y las proporciones
se encontraban entre 5% y 10% y los centros mas pequesiaban relativamente
libres de MRSA. Para 1990 las proporciones en los héspitamunitarios pequefos
han incrementado a 20% vy el doble de este porcentaje setrénen lo centros
urbanos grandes. Los datos del NNIS indican que estosesalan creciendo, con
una prevalencia de MRSA aislados de unidades de terapiaivateles 50% para
finales de 1998 (Chambessal., 2001).

Las proporciones de MRSA en las unidades de terdpiasiva han incrementado
significativamente desde un 30% en 1989 hasta un 60% en el 2008dsega del
NNIS.
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Figura 1. Datos estadisticos del CDC sobre MRSA hasta el 2003.

La resistencia a meticilina suele asociarse, aunqugempre, con resistencia a
otros antibidticos antiestafilocécicos nd3-lactamicos como macrélidos,
clindamicina, fluoroquinolonas, entre otros. Hasta laddahvancomicina ha sido el
tratamiento de eleccién en las infecciones graves piaakipor MRSA.

Tradicionalmente las infecciones producidas por MR8&&no infecciones
urinarias, infecciones de heridas quirdrgicas, infeccimémicas y neumonia, se
adquieren casi de manera exclusiva en hospitales pornf@apencia prolongada en
estas instituciones. Los factores de riesgo paradamizakion o infeccion por MRSA
incluyen: terapia previa con antibioticos, admision a unidad de terapia intensiva,
cirugias y exposicidbn a pacientes colonizados con MR8wococurre con el
personal que trabaja en los centros de salud como msédicfermeras, etc.
(Chambers, 2001. CDC, 2005).
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Por otra parte las infecciones por MRSA también puedenirirse en la
comunidad sin que existan factores de riesgo como los madoisranteriormente,
se manifiestan usualmente como infecciones de pials tadmo granos (acné),
forinculos, abscesos, etc. Datos correspondientetidioss perspectivos en 2003,
sugieren que el 12% de las infecciones clinicas producidasMRBA estan
asociadas a la comunidad, pero este porcentaje puede \egian £ region
geografica y la poblacién (CDC, 2005).

4.3.2Streptococcus pyogenes resistente a Eritromicina (SPRE)

ElStreptococcus pyogenes (estreptococ3-hemolitico del grupo A) es uno de
los patégenos méas importantes de los seres humanlascassa mas frecuente de
infecciones del tracto respiratorio superior como fatig aguda y también origina
distintas infecciones cutaneas y sistémicas. Ocupa urr linggortante en la
microbiologia médica debido a las secuelas que pueden guesfawédede la
infeccion porS. pyogenes como la fiebre reumética aguda que ha sido causa de
incapacidad y mortalidad en todo el mundo, y la glomesffiis aguda
postestreptocdécica (Aracil y Alés, 2000; Malhotra-Kunzf)5s).

El tratamiento de eleccién es la penicilina, suaefic clinica se basa en la
excelente sensibilidad que presentan a este antibi@das tlas cepas del agente
causal, sin embargo debido a que un buen numero de casos gresent
hipersensibilidad a la penicilina es descartada por los oggara el tratamiento,
por otra parte, el fracaso terapéutico con penicilina id@a incrementando
gradualmente desde 1958 y esto ha conducido al uso de otrostianghite mayor
espectro como los macrélidos (Aracil y Alés, 2000).

Los macrélidos se consideran el tratamientorgtero en la faringoamigdalitis
estreptococica, donde han demostrado ser tan eficaces las penicilinas. Estos
antibidticos se clasifican, segun el nimero de atotgosu ndcleo estructural, en

macrolidos de 14, 15y 16 atomos.
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De los de 14 éaomos, son representantes la eritromiciaaifromicina,
roxitromicina y diritromicina; de los 15 atomos, la amihicina, y de los de 16, la
miocamicina, josamisina y espiramicina (Aracil y Alge00).

El problema de las infecciones causadas por esteridaes el incremento de la
resistencia a los macrolidos, que cominmente son upatlaseste tratamiento. El

Sretococcus pyogenes adquiere resistencia por dos principales mecanismos.

En el primer mecanismo el gemm(A) o erm(B) (erytromicin ribosomal
methylase) codifica una metilasa que al expresarse itlinedt sitio de union a
macrolidos, es decir, un residuo especifico de adenina del iRNOmico 23S,
induciendo un cambio conformacional que impide la unién tdats macroélidos
como lincosamidas y estreptobramina B (MLS). Este patténresistencia es
demostrado ya sea por un fenotipo constitutivo (cMLS) roupofenotipo inducible
(iIMLS) (Malhotra-Kumar, 2005).

El segundo es una expulsion activa del antibiotifitu¢ mediada por un casette
transportador unido a ATP donde el gemef (A) codifica los dominios
transmembrana y el gensr (D) codifica el dominio de union a ATP, este patrén de
resistencia esta demostrado por un fenotipo M y confisistencia a macrélidos de
14 y 15 atomos y sensibilidad a los de 16 y a las lincosanlittatercer mecanismo
de resistencia raro es la modificacion del sitio de usa@bre rRNA por mutacion
gue es expresado por el fenotipo M o cMLS (Malhotra-Kumar, 2005).

4.3.3Escherichia coli entero-hemorragica O157:H7 resistente a Ampicilina

LaEscherichia coli O157:H7 productora de toxina Shiga (STEC), de origen
zoonotico fue reconocida por primera vez como un patégetérieo en 1982
durante la investigaciéon de un brote de colitis hemorragicanfeacion por esta
bacteria conduce al sindrome urémico hemolitico (HU&oterizado por anemia
hemolitica microangiopética, trombocitopenia y dafi@lréRodriguez, 2002).
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En 1993, después de un gran broteEdeoli O157:H7 asociado a carne de res
mal cocinada de un restaurante chino de comida rapta,ngcroorganismo fue
ampliamente reconocido como un patdégeno importante yazaate. En 1994 se
convierte en una infeccion nacional notificable y pelrd000 se presentan reportes
en 48 estados. Un estimado de 73,480 enfermedades debidas acriannjork.
coli O157:H7 ocurre cada afio en los Estados Unidos, conduciendondmero
estimado de 2,168 hospitalizados y 61 muertes anualmenteng @smportante causa

de falla renal aguda en nifios (Rangel, 2005).

Esta bacteria tiene una considerable importaisalud publica tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo, siendo su primefivorio el ganado
bovino. El rango de manifestaciones clinicas debidasrddecién por STEC varia
desde infeccion asintomatica, diarrea acuosa, hastanedad severa con diarrea
sanguinolenta o colitis hemorragica y sindrome heiooliirémico (Reyest al.,
2004).

Aunqgue los reportes de brotes incluyen solamentenimaia de casos de coli
0O157: H7, las investigaciones de brotes contribuyen grandera€entendimiento
de la epidemiologia de este microorganismo identificandas de transmision,
vehiculos y mecanismos de contaminacion (Rangel, 2005).

Desde 1982 hasta el 2002, un total de 350 brotes fueron desod&a 49 estados,
contando 8,598 casos de infecciones pocoli O157: H7, dentro de los cuales se
encontraron 1,493 (17.4%) hospitalizaciones, 354 (4.1%) caddb8e/ 40 (0.5%)
muertes. La principal ruta de transmision en estos csigog siendo la comida
(Rangel, 2005).

Un factor que influye en el desarrollo de resiséeaa bacterias zoondticas es el
uso de antimicrobianos como promotores de crecimientd ganado. Esta practica
produce una inevitable seleccion de cepas resistentes derérdlata comensal de
tracto intestinal de los animales de crianza y pueds t@ma relevancia inesperada
en salud publica, por la posibilidad de colonizacion en la padbldhumana a través

de la cadena alimenticia, o por exposicién ocupaciorejdset al., 2004).



19

4.3.4Pseudomona aeruginosa multirresistente (PAMR)

Pseudomona aeruginosa es un bacilo Gram negativo, no fermentador, que se
comporta basicamente como un patégeno nosocomial oportuwistza el segundo
lugar de los patégenos Gram negativos reportados aifaistacional de Vigilancia
de Infecciones Nosocomiales (NISS) en los Estados Urfildasmeli, 1999). Sus
minimos requerimientos nutricionales, su toleranciana amplia variedad de
condiciones fisicas y su resistencia intrinseca a an gumero de antibioticos
explican su importancia como patdgeno intrahospitalaicnque se ha detectado

como parte de la flora normal, rara vez causa enfemdrnedandividuos sanos.

En la mayoria de los casos, la infeccion comsieron alguna alteracion de los
mecanismos de defensa del huésped; esto puede involucrarupcidis en la
integridad de barreras fisicas como catéteres uripadatiteres intravenosos,
guemaduras extensas de la piel o tubos endotraqueales quanfaailtolonizacion
bacteriana. Por otro lado, existen otras situacionepigwodel huésped que
comprometen los mecanismos de defensa como neutropenia, oBuprEsion
iatrogénica o adquirida y las patologias que cursan conialetetel sistema
inmunoldégico como cancer, desnutricién y diabetes, qu#ien son factores de
riesgo para la infeccion. Definitivamente, la estanb@spitalaria prolongada,
especialmente en unidades de cuidado intensivo (UCIl)natiecuada selecciéon de
antibidticos son los factores que favorecen la ageridie cepas multirresistentes.
Este hecho, convierte a la infeccién poreruginosa en un verdadero problema de
salud publica.

La resistencia de esta bacteria a diferentebi@titdbs como cefalosporinas de
primera y segunda generacion, tetraciclinas, cloranfepiomcrolidos se debe a las
propiedades de su membrana celular que tiene caracteriskicapcionales de
impermeabilidad constituyendo un mecanismo de resistendiasita de la bacteria
a una gran variedad de antibiéticos (Angual., 1982).
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Por otra parte los mismos antibiéticos son capaces deirnducesistencia
durante el curso del tratamiento. Otras sustancias @mmc, componte de una
clase de catéteres urinarios también inducen cambioscuiexies que activan la
resistencia a imipenem. Se ha evidenciado que en 10.2% ttatlimientos para.
aeruginosa emerge una cepa resistente que antes del tratamienseresible. Esta

induccién de resistencia varia segun el antibiético (Eketal., 1999).

Los antibidticos que se consideran con buena adaividatraP. aeruginosa son
las penicilinas antipseudomonas (piperacilina, ticarcilo@abenicilina, azlocilina)
asociadas a inhibidores delactamasas, ceftazidima, cefepime, monobactamicos
como aztreonam, carbapenémicos (imipenem y meropenumdroquinolonas
esencialmente ciprofloxacina y aminoglucésidos, losesuabn utilizados como
parte de regimenes de combinacion para el tratamiento deiinfes serias com.
aeruginosa, pero generalmente no son recomendados como antiBiidividuales.
Sin embargo, antes el surgimiento de cepas multirre@stenveces es necesario
acudir a antibiéticos que se consideran fuera de uso paltastoxicidad como las
polimixinas. Para cada uno de estos agentes la emergenasistencia durante la
terapia ha sido descrita y es considerada una de las garsaun tratamiento fallido
(Carmeliet al., 1999).

Los principales mecanismos de resistencia Penaeruginosa comprenden:
presencia d@-lactamasas y alteraciones de la permeabilidad de meantbealas por
la presencia de bombas de expulsion y las mutaciones asle pdrinas

transmembranales.

Esta bacteria presenta dos tipogdactamasas: AmpC que esta codificada en el
cromosoma de la bacteria y tiene la capacidad dendacida por los propioB-
lactAmicos, especialmente cefalotina y ampicilinggreblema radica en que esta

enzima es inducida en cuestion de dias.
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El segundo tipo d@-lactamasas corresponde a fatactamasas de espectro
extendido (BLEE) que son codificadas por plasmidos, se adquimediante
transporte de ADN extracromosomal y confiere resisere penicilinas y
cefalosporinas.

LasB-Lactamasas mas frecuentemente adquiridas por plasmidd3Sie-1 y la
PSE-4. Otras BLEE incluyen la PER-1 que confiere asisa a ceftazidima. TEM,
SHV y OXA generan resistencia a monobactamicos, piaisj cefalosporinas, pero

respetan carbapenémicos.

La resistencia por bombas de expulsibn es un mewanie resistencia
identificado enP. aeruginosa en 1994, estd mediada por un complejo enzimatico
codificado el operdn llamadblexA-MexB-OprM, que se compone de una proteina
gue bombea en la membrana citoplasmatica, una protgedota en el espacio
periplasmico y un canal de salida en la membrana ext&oanalmente este
complejo cumple la funcién fisioldgica de exportaryairdina en el medio y tiene la
capacidad de expulsar al exterior de la bacteria y etracaie un gradiente de
concentraciénf-lactamicos, cloranfenicol, quinolonas, macrdlidos, fivina,
sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim. Estos siste son responsables de la
“impermeabilidad” o resistencia intrinseca a la maydeidos antibidticos (Lst al.,
1994, 1995; Ziha Zarifi, 1999).

Las bombas de expulsion, tienen también la capaadader inducidas por
antibidticos, especialmente ciprofloxacina; ademds, dambios mutacionales,
incluso de una sola base nucleotidica en el ADN cromasodd la bacteria, pueden
sobreexpresar estas bombas. La sobreexpresiéedeMexB-OprM, compromete
la accién de quinolonas, penicilinas, cefalosporinas éusacmeropenem. La
sobreexpresion de otra bomba de expulsexEF-OprN, confiere resistencia a
guinolonas y algunoB-lactamicos, que incluyen meropenem e imipenem (Srikumar
1997).
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Las porinas d®. aeruginosa igual que las demas bacterias Gram negativas se
ubican en la membrana externa y cumplen diversas fuggicentre ellas la porina
OprD esta relacionada con la resistencia a los antib&ti&u papel primitivo es
permitir la captacion pasiva de aminoacidos basicos/éside la membrana externa,
se sabe ademas que es capaz de permitir la entrada deenarb&os, pero no de

otrosp-lactamicos.

La afinidad y capacidad de difusién de imipenenazéfs de esta proteina es casi
70 veces mas alta que la de meropenem. Las cepas que presgtaeiones en esta
proteina muestran una resistencia a carbapenémicos (@bahez2000).

4.4 La Nueva Era de los Agentes Antimicrobianos

En respuesta a la necesidad de encontrar nueeasatltas de tratamiento
antimicrobiano, ha comenzado una nueva era profilactisindda a prevenir las
infecciones bacterianas y el desarrollo de resisteridgntro de las estrategias
conocidas hasta el momento se encuentran: la baetap en la cual la infeccion
de bacterias patdgenas se previene con el uso de bactaniassales (probidticos),
la fagoterapia que permite evitar la infeccion por medio des\éspecificos para
bacterias (fagos), por otro lado a través de la genétidaa sintentado desarrollar
vacunas bacterianas y también se han estudiado otrqgsmuests como péptidos
cationicos y péptidos ciclicos por sus efectos antibanteriéKardar, 2005).

4.5 Efecto antibacteriano de los compuestos de plata

4.5.1 Propiedades Antimicrobianas de la Plata

La plata ha sido utilizada por sus propiedadémi@nobianas por cientos de
afos. Originalmente, se usaban conductos construidosstermetal para preservar
el agua y su aplicaciébn como propuesta médica esta doadaesesde el afio 750
d.c.
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El primer articulo cientifico que describe el uso deldapcomo antibacteriano
fue atribuido a Credé para la prevencion de infeccionaki@s en los neonatos en
1881 y como antiséptico en 1901. En 1965, Magteal. Fueron los primeros en
reportar la actividad antibacteriana de compresas empapadastrato de plata al
0.5%, aplicadas a quemaduras extensas. La eficacia deb niteaplata contra
Pseudomona aeruginosa se vio como un importante beneficio debido a que estos
microorganismos eran considerados una causa primaria deenarerpacientes

heridas por quemaduras extensas (Maillard and Denyer, 2006).

Los iones de plata han sido ampliamente conogdogener efectos inhibitorios,
bactericidas y propiedades antimicrobianas de amplio espedigunas sales de
plata han demostrado ser efectivas contra quemadutasmislitis cronica severa,
infecciones del tracto urinario e infecciones por ce¢étegenoso centrales (Feeg
al., 2000).

El mas importante compuesto de plata habitualmeatouss la sulfadiazina de
plata (AgSD), aunque la plata metalica y otras sabesocel acetato de plata, el
nitrato de plata (AgNg) y las proteinas de plata las cuales tienen propiedades
antimicrobianas estan enlistadas &martindale, The Extra Pharmacopoeia.
(McDonnell and Russell, 1999).

4.5.2 Nitrato de Plata

El nitrato de plata es una sal cuyo efectdarteriano fue reportado desde
hace mucho tiempo, el mecanismo por el cual los iongsdada ejercen su efecto
antibacteriano no esta del todo claro, sin embargrese que los metales pesados
reaccionan con las proteinas por combinacion con los gaybibarilo (SH), lo que
conduce a la inactivaciéon de las proteinas. Otros ewpatos indican que la
interaccion de los iones de plata {Agon los grupos tiol en enzimas y proteinas
juega un rol esencial en la inactivacion bacteri&eedet al., 2000).
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Liau et al., demostraron en 1997 que aminoacidos como la cisteireoy o
compuestos como el tioglicolato de sodio que contienen grigloseutralizan la
actividad del nitrato de plata contPaaeruginosa. Por el contrario los aminoacidos
gue contienen puentes de disulfuro (SS), aminoacidos quenienen azufre tales
como cystathione, &cido cisteico, L-metionina, tautigylfito de sodio y tiosulfato

de sodio son incapaces de neutralizar la actividad de los denglata (A9.

El nitrato de plata presenta una marcada inhibicion aletimiento de
Cryotococcus neoformans y es depositado como granulos en la vacuola y pared
celular. La Ag inhibe la division celular y dafia la envoltura celulael gontenido
intracelular deP. aeruginosa. Las células bacterianas aumentan de tamafio y la
membrana citoplasmatica, el contenido citoplasmaticasychpas externas de la
célula exhiben anormalidades aun sin protuberancias. Fingrwsniones de plata
actian sobre los acidos nucleicos, actian preferenteroen las bases del ADN
mas que con los grupos fosfato, aunque la importancia deeedi&rminos de su
accion letal no estéa claro (McDonnell and Russell, 1999).

Los iones de plata estan siendo incorporados @tdstmateriales por sus
propiedades bactericidas, se ha demostrado la obtenci@fadatia de una
ceramica antibacteriana basada en Hidroxiapatita doibadie AQNQ. También ha
sido probado que los recubrimientos de hidroxiapatita solsrenkateriales para
implantes tratados con plata exhiben excelentes afegtobacterianos (Kinat al,
1998).

4.5.3 Sulfadiazina de plata

Complicaciones con las compresas de nitrafdada llevaron, en 1968, al uso
de la sulfadiazina de plata, que se reporté como masvafecie el nitrato de plata,
particularmente contra bacilos Gram negativos. Eabnente es una combinacién
de dos agentes antibacterianos, iones de plafj ggulfadiazina (SD). La pregunta
de que si el efecto antibacteriano de la AgSD es predotainknuno solo de los
compuestos o se trata de una interaccion sinérgica heegieiiddamente realizada.
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Esta sal de plata tiene un amplio espectro de adivllanismo que se
demostré en 1973 con las investigaciones de @aral., sobre 14 especies
bacterianas y a diferencia del nitrato de plata prod&éebs” o ampollas en la
superficie y membrana de bacterias susceptibles, lo gse pbserva en aquellas
gue son resistentes (Cowasatdhl., 1973; McDonnell and Russell, 1999).

La AgSD se une a los componentes celularesyectio el ADN. Basado en un
analisis quimico, Fox en 1983 propuso una estructura patinds la sulfadiazina
de plata compuesta de seis atomos de plata unidos acdé@ilas de sulfadiazina a
través del enlace de los atomos de plata a los nitrogiehasillo de pirimidina de la
sulfadiazina. Presumiblemente la inhibicién bacterjpmdria ser lograda cuando la
plata se une a suficientes pares de bases en la Hélié®N para de este modo
inhibir la transcripcion. EI mecanismo de accion pre@so no ha sido resuelto
(McDonnell and Russell, 1999).

El uso de la sulfadiazina esta recomendado primegrdak para el tratamiento de
guemaduras dérmicas superficiales y profundas, pero tambgelpaatamiento de
heridas, su uso ha sido ampliamente aceptado tanto enesiicosho en humanos
(Tsipouraset al., 1997).

Subsecuentes intentos por mejorar la eficadian@nobiana para el tratamiento
de quemaduras incluyen el desarrollo de formulaciones quieirtamla sulfadiazina
de plata y la clorhexidina. Por otra parte, la combinad@éta sulfadiazina de plata
con el nitrato de cerio (Flammacerium) es ampliamantibzado también en
unidades de quemados (Maillard and Denyer, 2006).

El reciente interés en el uso clinico de vgslgue contienen plata surge de los
avances en las técnicas de impregnacion y tecnologialideepms acoplado con el
incremento de la prevalencia de resistencia bacteridoa antibi6ticos. Existen
ahora un nimero de vendajes basados en plata en eddmegeie mejoran la

cicatrizacién al controlar la herida.
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Varios estudios han demostrado que los vendajes y prepa@agjae contienen
plata tienen una mejor eficacia antimicrobiana que etoitde plata y la sulfadiazina
de plata utilizadas en solucion. Ademas la actividad beictampuede ser potenciada
cuando la sulfadiazina de plata es combinada con otras @astantisépticas (tales
como la clorhexidina o la yodo-povidona). Estas combimagsigpodrian disminuir la
posibilidad de que emerja resistencia bacteriana, pero apadciementar la
citotoxicidad (Maillard and Denyer, 2006).

4.5.4 Mecanismo antimicrobiano de la plata

A pesar de su amplio uso, los mecanismos @érabactericida de la plata no
estan totalmente entendidos.

Russell y Hugo han proporcionado una revision comitdenseferente a como
los iones de plata podrian actuar con mdultiples shilasco en la célula (Maillard
and Denyer, 2006). Se ha revelado que la plata (bulk) endio a@ioso cargado de
oxigeno cataliza la completa oxidacion destructiva de losoorganismos (Fengt
al., 2000).

Lukens en 1983 propuso que las sales de plata y otrogsretla como el cobre
actian por union a grupos funcionales clave en las endfimgg&as. Los iones de
plata (Ag) causan la liberacion de iones He los microorganimos; la membrana
citoplasmatica con la que estan asociadas muchas enzmas ienportante sitio
blanco para la actividad de los iones de plata (McDoanellRussell, 1999).

La mayoria de los sitios sensibles probablenseda de naturaleza proteica y sus
alteraciones resultarian en la disrupcion estructurahegabdlica de la célula.
Ademas de su actividad bactericida, la plata también pgergedades fungicidas y
virucidas. Su mecanismo molecular de la accién fungicidaneitar a la bactericida
con dafo a proteinas a través de la interaccion con gsufibslrilo. Su mecanismo
de accion virucida involucra la alteracién de proteinasgegrgero también el dafio
al acido nucleico viral (McDonnell and Russell, 1999).
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Estudios recientes utilizando métodos electroquimicogrostopia electronica
sugieren la interaccion de los iones de plata com&wie la cadena respiratoria de

la E. coli, posiblemente a nivel de la NADH deshidrogenasa (Holt and, 2005).
4.5.5 Resistencia Bacteriana a Plata

Existe una evidencia bien documentada sobreiftemsa a la plata. Casen
al la reportaron en bacilos Gram negativos presentdegdas por quemaduras a
principios de 1966. Posteriormente en 1970 se presentaroneepi@tbrotes de
infeccién de heridas por quemaduras o colonizacion dadais|Gram negativos
resistentes a sulfadiazina de plaEatérobacter cloacae, Providencia stuartii, P.
aeruginosa) y al nitrato de plataR. aeruginosa, Salmonella typhimurium). Esta claro
gue la exposicién a plata podria seleccionar microorgasismsistentes y esto
podria jugar un papel importante en la predominancia deriaactetrinsecamente
resistentes a la plata en los lugares en los que psaarante usada. Let al
reportaron el desarrollo de resistencia bacteriana eeatmaciones bajas de plata
(>1024 ppm) por exposicién repetida de concentraciones ieatadasin vitro
(Maillard and Denyer, 2006).

4.5.6 Mecanismos de Resistencia a Plata (Ag

Se ha determinado que la resistencia de laeribaca diferentes iones
metalicos es codificada por genes localizados mayoememtplasmidos, aunque
algunos pueden provenir de cromosomas bacterianos. 8erttdidado el plasmido
pMG101 como responsable de conferir resistencia‘atAgf* y telurito, asi como a
otros antibidticos entre los que podemos mencionar amgicicloranfenicol,

tetraciclina y streptomicina (Gupgaal., 2001).
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Recientes estudios se han enfocado a determinar losisT@oa moleculares
para la resistencia a plata, en los cuales se harevatlo la presencia de bombas de
expulsiéon en las cepas bacterianas resistentes aggatamo una disminucion de la
porinas de la membrana externa (bacterias Gram negatassuales pueden ser las
responsables de la escasa acumulacién del metalrgaralr de la célula.

Por otra parte se ha demostrado la quelacién datéapor grupos sulfhidrilo de
proteina de union a metales, que da como resultado ladidmmae un precipitado
insoluble e inactivo de sulfuro de plata. En el caso @pede laP. aeruginosa se
ha observado la reduccién de los iones de platd) @dn forma metalica (A, sin
embargo es un mecanismo de resistencia poco estudiaetoal.1997; Maillard and
Denyer, 2006).

4.5.7 Otros Compuestos de Plata utilizados como Antimicrobianos

En el Japdn, los materiales cerAmicos qutecam iones de plata tales como
la Zeolita de Plata, Fosfato circonio de plata (sikgconium phosphate) son de
gran interés para los fabricantes, quienes pretendercaapliompuestos
antimicrobianos a sus productos, ya que se cree que tiegr@r toxicidad para los
humanos y la actividad antimicrobiana es mas durable dDebestas caracteristicas
la zeolita de plata esta siendo ampliamente utilizedia conservacion de alimentos,
desinfeccion de material médico y descontaminacion derfmipe de materiales
como juguetes, articulos de cocina, y suministros y equa@utico (Matsumurat al.,
2003).

Los estudios mas recientes sugieren la aplicad#ma Nanotecnologia en la
sintesis de compuestos de plata con propiedades antibzaseria
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4.6 Nanociencia y Nanotecnologia
4.6.1 Nanociencia

La Real Sociedad y Academia de Ingenieria definka Nanociencia como el
estudio de fendbmenos y manipulacién de materiales a esdataca,molecular y
macromolecular donde las propiedades de los materiales pwedebastantes
diferentes de aquellos de gran escala (Knowles, 2006).

El significado del prefijo “nano” es una dimensién eageivale a 18 es decir

gue un nanémetro es la mil millonésima parte del metro.

Son varias las razones por las que la Nanocieseida convertido en un
importante campo cientifico con entidad propia. Unallds es la disponibilidad de
nuevos instrumentos capaces de ser manipulados a esoalssidinal. En respuesta
a estas nuevas posibilidades los cientificos han tomadoeocia del futuro de la
actividad investigadora en estos campos, la mayor parteosiepdises han
institucionalizado iniciativas para promover la Nanocigncia Nanotecnologia en
universidades y laboratorios. Con los recientes aumenttsdondos destinados a
este tipo de investigacion muchos cientificos estdatidy a cabo muchos proyectos
y la cantidad de descubrimientos y avances cientifiedsan incrementado de forma
muy importante. (Euroresidentes, 2000).

4.6.2 Nanotecnologia

La palabra “Nanotecnologia” es usada extengwée para definir las ciencias
y técnicas que se aplican a un nivel de nanoescala, quegretrabajar y manipular
las estructuras moleculares y sus atomos. En sim@silevaria a la posibilidad de
fabricar materiales y maquinas a partir del reordendmiga &tomos y moléculas.
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Por lo tanto la Nanotecnologia se define com@stlidio, disefio, creacion,
sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales,aapgary sistemas funcionales a
través del control de la materia a hanoescala, a% ¢t explotacién de fendmenos y

propiedades de la materia a nanoescala (Euroresidentes, 2000).

Cuando se manipula la materia a una escala tan mia@scatomos y moléculas,
se observan fenébmenos y propiedades totalmente nuevds,tpoto los materiales,

aparatos y sistemas obtenidos gracias a esta ciezga fpropiedades Unicas.

Es interesante, mas que su concepto, lo que represgateialmente dentro del
conjunto de investigaciones y aplicaciones actuales puypdsito es crear nuevas
estructuras y productos que tendrian un gran impacto en la iaduséro

principalmente en medicina (Euroresidentes, 2000).
4.6.3. Nanobiotecnologia

Es una rama de la Nanotecnologia que afdikaerramientas y procesos
nanotecnolégicos para construir dispositivos y estudias biosistemas.
Frecuentemente llamada tecnologia hiumeda - seca, dértdemino “himeda”

pertenece a los componentes biolégicos y la parte"'secasponde a la ingenieria
de nanoparticulas inorganicas. En la actualidad se hardtogigunos progresos
experimentales en esta area y el nimero de bio - is@osiivos propuesto es

enorme.

La interaccion entre la Biologia, Medicina, Nauwoiblogia, Nanomedicina es uno
de los campos mas prometedores de la investigacion siempee queyan dando
pasos que ayuden a superar las limitaciones con las quenfsenta la
Nanotecnologia en general (Euroresidentes, 2000).
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4.6.4 Nanomateriales

Los nanomateriales son una nueva clase deriatles (sean ceramicos, metales
semiconductores, polimeros, o bien, una combinacion de egtes)ienen por lo
menos una de sus dimensiones entre 1 y 100 nm, repregantstado de transicion

entre moléculas y &tomos, y un material con dimeesiale sélido a granel (bulk).

Mientras que un material en escala micrométriga presenta propiedades
similares a las de un sélido volumétrico (bulk), ércaso de los nanomateriales
debido a su tamafio reducido a unos cuantos nanOmetrospestgsdades se
modifican y finalmente difieren del mismo materiahcdimensiones de sélido a
macroesacala (bulk), de las moléculas y los atomes.aéuerdo al niumero de
dimensiones que se encuentren en el régimen nanométscoanomateriales se

pueden clasificar en cuatro tipos:

a) Materiales de dimensién cero: en los que las tres dimegs se encuentran
en escala nanométrica.

b) Materiales de una dimensién: aquellos que teniendo unaudngariable,
conservan una sola dimension en escala nanométrioay es el caso de
nanoalambres y nanotubos.

c) Materiales de dos dimensiones: que presentan areas d@otamafinido y
mantienen su espesor en el orden de 1 a 100 nm, comoasvale peliculas
delgadas.

d) Materiales de tres dimensiones: en los que los sélidbsénsionales estan

formados por unidades nanométricas (Gutiérrez, 2005).
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4.6.5 Aplicaciones de la Nanotecnologia en Medicina

La aplicacion de la Nanotecnologia en ladioiea es denominada
Nanomedicina, una de las vertientes mas prometedoras ddmtdos avances
tecnoldgicos en la medicina, se puede definir como ania Nanotecnologia que
concede la posibilidad de tratar enfermedades a nivelacetulmolecular. Se
considera que a través de la Nanomedicina determinadgmsgueden ser objeto
de una auténtica revolucion, especialmente: monitorizg@mégenes), reparacion
de tejidos, control de la evolucién de las enfermedadesnskefy mejoramiento de
los sistemas biol6gicos humanos; diagndstico, tratsm y prevencion, alivio del
dolor, prevencion de la salud, administracion de medintoeea las células, etc.
Todos ellos constituirian nuevos avances tecnolégool medicina, los cuales la

posicionarian en una nueva era cientifica y asistenaiab(Eesidentes, 2000).

Dentro de las principales aplicaciones de los nateriales en la biologia y en la
medicina se encuentran: marcadores biolégicos fluoresgegistemas de liberacion
de farmacos, bio-deteccién de patdgenos, sondas de DNAiidarigede tejidos,
destruccién de tumores por calentamiento (hipertermipgyaeion y purificacion de
células y moléculas bioldgicas y estudios fagocinétiEmserich and Thanos, 2003;
Salata, 2004).

El objetivo del Instituto Nacional de Cancer deHssados Unidos es utilizar la
Nanotecnologia, para eliminar, antes de 2015, las muegkswrimiento causados
por el cancer. Las investigaciones actuales se centrarcéemw utilizar la
Nanotecnologia para cambiar de forma radical la cdpdcde la medicina para

diagnosticar, comprender y tratar el cancer.

La Nanomedicina se convierte asi en una randafoantal de las prometedoras
aplicaciones de la nanociencia, probablemente una de lsyly alcance para el
ser humano. No son pocos los que alertan de riesgosspoediables que pueden
estar ligados a estos avances.
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4.7 Introduccién a las Nanoparticulas

La transicién entre microparticulas y nanopalds puede llevar a un nimero de
cambios en las propiedades fisicas. Dos de los fact@gsrmente relacionados con
estos cambios son: el aumento de la relacion del arsapgeficie con respecto al
volumen y el tamafio de la particula moviéndose en bitdrdonde predominan los

efectos cuanticos.

El incremento de la relacion del area de superficimlumen, gque tiene una
progresion gradual conforme la particula se hace mas mequefduce al
incremento dominante del comportamiento de los atonture da superficie de una
particula por encima del que se produce en el interior désiaa, esto afecta tanto
las propiedades de la particula en forma aislada cammteraccion con otros
materiales. La mayor area de superficie es un factticacen el rendimiento de
catdlisis y estructuras tales como electrodos pemmditi el mejoramiento de
tecnologias tales como celdas combustibles y baterias

La extensa area de superficie de las nanoparticudsén da como resultado una
enorme cantidad de interacciones entre los materia@®binados en los
nanocompuestos, conduciendo a propiedades especiales tales fuerza

incrementada y/o resistencia quimica/calorica.

La transicion de mecanica clasica a mecanicaicadas menos gradual. Una vez
que las particulas se convierten en bastante pequefiagnzamia exhibir un
comportamiento mecéanico cuantico. Adicionalmente ethbe de que las
nanoparticulas tengan dimensiones por debajo de laddndé onda critica, les
concede transparencia, una propiedad que las hace muwsypaike aplicaciones en

empague, cosmética y recubrimientos.
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Algunas de las propiedades las nanoparticulas podrian meregichas
solamente por el conocimiento de la influencia del memo de atomos
superficiales y los efectos cuanticos. Por ejemplo:récientemente demostrado que
las nanoesferas de silicona, con didmetros entre ¥@ynm no fueron tan duras
como la silicona, pero entre los materiales mas dsgdecalizo entre el zafiro y el
diamante (Holister Paet al., 2005).

4.7.1 Técnicas de produccion de Nanopatrticulas

Existe una amplia variedad de técnicas de produdeidranoparticulas. Estas
esencialmente en tres categorias: Condensacion de pamn, \&intesis quimica y
proceso en estado sélido tales como la molienda. Lésylas pueden ser cubiertas
con sustancias hidrofilicas o hidrofébicas dependiendo dmpllaacion deseada
(Holister Paukt al., 2005).

4.7.2 Condensacion de Vapor

Esta técnica es usada para la fabricaciémdeparticulas ceramicas metalicas
y Oxido metalicos. Involucra la evaporacion de un metitic6seguida de una
rdpida condensacion para formar grupos (clusters) de tamafo, que se

estabilizan en forma de polvo (Holister Petudl., 2005).
4.7.3 Sintesis Quimica

La técnica de sintesis quimica mas utilizadssiste en el crecimiento de
nanoparticulas en un medio liquido compuesto de vaemstantes, Es clasificado
por una prueba sol-gel y también es usado para crear puokéasticos
(nanoparticulas en las cuales las propiedades mecéaoniaticas son la clave de su
comportamiento Util). Las técnicas quimicas por lo gdrsena mejores que las de
condensacion de vapor por el control de la etapa finakdealdiculas.
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El dltimo tamafio de las particulas puede ser definidgual que con la técnica
de condensacién de vapor, parando el proceso cuando el tates@iado esta
localizado o por seleccion de aquellas particulas que s$ablessy deteniendo el
crecimiento en un cierto tamafo. Las pruebas son derat@ de bajo costo y alto
volumen, pero la contaminacién puede ser un gran problemast@idPaulet al.,
2005).

4.7 .4 Procesos en estado sélido

La molienda o pulverizacion, pueden ser usadaopteaer nanoparticulas, el
material de molienda y el tiempo de molienda, puedenaaftag propiedades de las
nanoparticulas resultantes, la técnica puede ser usaalarnear nanoparticulas de
materiales que no pueden ser obtenidos por las dos técniedasras (Holister Paul
et al., 2005).

4.7.5 Biosintesis de Nanoparticulas

Muchos organismos, tanto unicelulares comoieceidlares son capaces de
producir materiales inorganicos ya sea intracelulart@eslularmente, es el caso de
las bacterias que frecuentemente estan expuestas aci@oesl ambientales
extremas, sin embargo gracias a mecanismos de defensaifiespepueden
sobrevivir al estrés incluyendo la toxicidad debida a aitesentraciones de iones

metdlicos o metales foraneos.

Entres estos mecanismos podemos mencionar: astdm bombeo (Efflux),
alteraciones de la solubilidad y la toxicidad de iones metipor cambios en estado
redox, complejacion extracelular o precipitacion irgfalar de metales y la falta de
sistemas de transporte especificos para metales.
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Estas caracteristicas constituyen la base paralitaacipn de las bacterias y
otros microorganismos en la sintesis de nanoparticusattGcharya and Gupta,
2005). Beveridge y colaboradores demostraron que particua® die dimensiones
nanoescala, pueden ser precipitados dentro de las céaglasidnas por incubacion
con iones de All.

Klaus-Joerger y colaboradores demostraron que larizaeseudomona stutzeri
AG259 aislada de una mina, al encontrarse en una soluci@sa de AgNQ
producia la reduccion de los iones de platd yép formacion de nanoparticulas de
plata de tamafios muy bien definidos y de distintas fordeagro del espacio
periplasmico.

Dentro de los organismos eucariotes que posepiegades potenciales para
la sintesis de nanoparticulas podemos mencionar: los $i@ogoeo eMerticillium,
utilizado en la sintesis intracelular de nanoparticulaplat@ y oro a partir de una
solucién acuosa de AgNQy AuCl, respectivamente. Resultados similares se han

obtenido utilizando el hongéusarium oxysporum (Bhattacharya and Gupta, 2005).
4.7.6 Aplicaciones de las Nanoparticulas

Las nanoparticulas generalmente forman et dar los nanobiomateriales,
pueden ser utilizadas como una superficie conveniente pansahblaje molecular,
pueden estar compuestos de materiales inorganicos o potimérpueden
encontrarse en forma de nano-vesicula recubierta @omambrana o capa. Entre

los desarrollos recientes se encuentran:

La ingenieria de tejidos, que consiste en disefignoglis/os para evitar el
rechazo de los implantes de tejido utilizando materidkesceramica y otros de

naturaleza metalica como el titanio.
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Terapia del cancer, basada en la destruccion de célalaerggenas por
oxigeno atomico generado por laser el cual tiene propiedadegxicas.
Manipulacién de células y biomoléculas, las nanopasasculmagnéticas
funcionalizadas han encontrado muchas aplicacionesiygmio separacion de
células.

Deteccion de proteinas, que son parte importante mgld@e de células, las
nanoparticulas de oro son ampliamente utilizadas en mingioquimica para
identificar la interaccion proteina- proteina, la mé&yode las aplicaciones
comerciales de las nanoparticulas en medicina estigidds al comportamiento de
la drogas (Salata, 2004).

4.7.7 Las Nanoparticulas de Plata como Agentes Antimicrobianos

Las nanoparticulas inorganicas de naturalemapgesta o simple poseen
propiedades fisicas y quimicas Unicas y representan unahatay importante en el
desarrollo de nuevos dispositivos que pueden ser usados enosamaplicaciones
fisicas, biolégicas, biomédicas y farmacéuticas. Lswmdios que mostraron la
posibilidad de utilizar las formulaciones antimicrobiaeasorma de nanoparticulas
como materiales bactericidas efectivos, asi como laguglie demostraron que las
nanoparticulas de Oxidos metalicos altamente reacewtsbian una excelente
accion biocida contra bacterias Gram positivas y Grapativas, abrieron la
posibilidad de contar con nuevos materiales bacteriditlafecto antimicrobiano de
las nanoparticulas de plata fue demostradg. €oli como modelo de Bacteria Gram
negativa. (Sondi and Salopek-Sondi, 2004).

Las investigaciones que se han hecho para deterrmigi@ct antibacteriano de
nanoparticulas de plata, han demostrado que pueden ssadoS| para prevenir
infecciones producidas p&aphylococcus epidermidis en dispositivos de implante

cuando son impregnadas en una matriz de silicona (Furno, 2004),
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En base a las excelentes propiedades de entropia confumalaen uniones
polivalentes observadas en las nanoparticulas de plata,equpetmite unirse
facilmente a las cadenas poliméricas flexibles de mbibiaticos, se ha demostrado
un efecto antibacteriano sinérgico de estos nanomEion antibiéticos como la
Amoxicilina contra laEscherichia coli (Li et al., 2005).

Moronet al., en el afio 2005 demostraron el efecto bactericida dpaditulas
de plata con tamafio comprendido entre 1 y 10 nm dalreli, P. aeruginosa, V.

choleraey S. typhus.

Xu et al, en Mayo del 2006 consiguieron incorporar nanoparticulaslata p
dentro de fibras de polilactato (polimero sintéticolizaimdo una tecnologia de
electricentrifugacion (electrospinning technology) y demawsh sus propiedades
antibacteriana sobi® aureusy E. coli respectivamente.

Otros trabajos muestran que las particulas natwlatas de plata ademas de
tener un efecto antibacteriano poseen propiedades Emiatbrias, o que ha
llevado al desarrollo de compuestos farmacéuticos de p& tcremas) para el
tratamiento de la dermatitis de contacto con resultgaosetedores. (Bhol and
Schechter, 2004).

A pesar de todos los hallazgos no se ha podido esalblasta el momento el
mecanismo de accion por el cual estos nanomaterialesnlla cabo su efecto
antibacteriano. Sin embargo los resultados obtenidosagraai empleo de la
proteémica por Lolet al. en noviembre del 2005 mostraron un claro efecto de las
nanoparticulas de plata sobre la expresion de protéénsmembrana interna &e
coli sugiriendo que un posible sitio de accion de estos compuestia membrana
celular. Estos antecedentes indican que las nanopastitelplata tienen propiedades
antibacterianas que todavia estan siendo evaluadas y gsiwen actualmente

objeto de estudio de varios investigadores.
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5. METODOS

5.1 Material Biol6gico

5.1.1 Cepas bacterianas

Para la realizacién de este estudio seariln cuatro cepas bacterianas:

La cepa d&aphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) fue obtenida
del Hospital Universitario gracias a la colaboracion@elJavier Ramos y la Dra.
Rosa Maria Hinojosa R.

Las cepas deSreptococcus pyogenes resistente a Eritromicina (SPRE) y
Pseudomona aeruginosa multirresistente a los antibidéticos (PAMR) fueron
proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia de ufad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo LeOn gracias a la colalpratel Dr. Rolando

Tijerina Menchaca.

La cepa deEscherichia coli O157:H7 resistente a Ampicilina (ECRA) fue
proporcionada por el Laboratorio de Inmunologia y Virologéala Facultad de
ciencias Bioldgicas gracias a la colaboracién deNisés Franco.

5.1.2 Conservaciéon de Cepas Bacterianas

Las cepas bacterianas se conservaron en t#8lden alicuotas de 5@l

contenidas en tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad hernsgftteaoerrados a

una temperatura de — 40° C.
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5.1.3 Procedimientos previos a cada ensayo

5.1.3.1 Preparacion de la Campana de Flujo Laminar

Todos los ensayos realizados en ¢steajo fueron efectuados en
condiciones de esterilidad bajo Campana de Flujo Lantiparll en el area de
bacteriologia del Laboratorio BL-3.

El procedimiento previo a cada experimento cadasist limpiar la superficie de
trabajo de la campana con alcohol etilico al 90% usange! pgbsorbente y

esterilizar por accion de luz ultravioleta durante 15 mmuto

5.1.3.2 Activacion de Cepas Bacterianas

El proceso de activacion de las cdyaaserianas previo a cada ensayo,
consistié en descongelar una alicuota de cada bacterantemerla a temperatura
ambiente por 15 minutos y al cabo de ese tiempo se procedibtaar cada una de
las cepas en medio de cultivo sélido.

En el caso d&aphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Pseudomona
aeruginosa se utilizé agar sangre (AS) y pdeacherichia coli O157:H7 agar soya
tripticaseina (AST); todas las cepas fueron sembrad&santib asas bacteriolégicas
de poliestireno estériles y desechables (Sigma- Aldsicke incubaron a 35° C
durante 24 horas para obtener colonias bacterianasce@miemgo exponencial.

5.2 Preparacion de Medios de Cultivo

Los medios de cultivo solidos: aggmgre, agar soya tripticaseina y agar

Mueller Hinton fueron adquiridos estériles y listos pasar, preparados en placas de
8.5 cm de diametro conteniendo 20 ml de medio.
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Para preparar el caldo Luria Bertani (LB) Millen eada ensayo se pesaron 5
gramos del medio liofilizado y se diluyeron en 200 mbdua bidestilada contenida
en un matraz de vidrio (250 ml de capacidad) agitando suavehastéesu completa
disolucion. Se esterilizd el medio de cultivo primpoo calor himedo en autoclave a
una temperatura de 121° C durante 2 horas y posteriormerfittrpoion usando un
filtro de 0.22um (Nalgene™ Syringe Filter), el volumen total del medio estéui f
dividido en alicuotas de 25 ml en tubos de poliestirenailest&on tapa rosca, se
conservaron en refrigeraciéon debidamente etiquetados aeoeratura de 4° C

hasta el momento de usarlas.

5.3 Preparacion de Reactivos

5.3.1 Reactivo de MTT

La solucion de MTT (5mg/ml) fue preparada 24 6 48shardes de ser
utilizada, para un volumen de 25 ml se pesaron 12.5 mg del pofilizddo de
MTT vy se disolvieron en 25 ml de agua bidestilada, se hizhsblucion utilizando
un agitador tipo vortex por un tiempo de 5 minutos, se pasitvés de un filtro de
0.22 pm (Nalgene™ Syringe Filter) para esterilizarla y el volumen todal la
solucién estéril fue fraccionado en alicuotas de 5 milibos de poliestireno estériles
con tapa rosca cubiertos con papel aluminio para evitzonéacto con la luz, se
conservaron las alicuotas en refrigeracion a una temopar de 4° C hasta el

momento de usarlas.
5.3.2 Reactivo de trabajo para el ensayo de Bioluminiscencia (BaiteF-GloTM)
Para la preparacion de este reactivo se siguias instrucciones descritas en

el manual Promega para el ensayo de viabilidad celulaer@a@ basado en
bioluminiscencia (BacTiter-GId' Microbial Cell Viability Assay).
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Aproximadamente 15 minutos antes de cada ensayo;aestieuyo el vial que
contenia la mezcla de sustrato y enzima liofilizada t6nml de la solucion
amortiguadora (buffer) y se mezclé utilizando un agitagor vortice (vortex) por 5

minutos. La mezcla preparada en un vial fue suficiente faeterminaciones.

5.4 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de NPP por

el Método Dilucién en Tubo

El ensayo se realizdé en base al protocolmésatazado por el Comité Nacional
de Estandarizacion de Laboratorios (NCCLS) descrito pmekharet al. en el afio
2002, con algunas modificaciones. El procedimiento g6 Becabo de la siguiente

manera.

5.4.1. Activacion de las Cepas Bacterianas

Se activaron las cepas bacterianas 24 hotas de cada ensayo de acuerdo a

lo indicado en el punto 5.1.3.2.

5.4.2 Preparacion de Diluciones Seriadas de Nanoparticulas 8lata (NPP)

A partir de la suspension original de nanoparticdéaplata se prepard una
suspension con una concentracion de d@nl usando como disolvente medio de
cultivo (caldo LB). Se prepararon 9 diluciones seriadasfh:tubos de vidrio (3 x
100 mm) recubiertos con silicona estériles con tapén degee utilizdé caldo LB
como disolvente con un volumen final de 1ml en cada,tllegando a una
concentraciéon de 0.@g/ml de NPP. Fueron adicionados dos tubos, un control sin

tratamiento y un control de esterilidad del medio.
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5.4.3 Preparacion del Inéculo Bacteriano e Inoculacién

De cada uno de los cultivos bacterianogrottos después de 24 horas de
incubacién se prepar6 una suspension bacteriana en 2 suolwb@n salina estéril
en un tubo de vidrio, se ajusté la turbidez de cada inG@culoa densidad Optica de
0.125 a 550 nm de longitud de onda en un espectrofotometrospmmmcéente a una
concentracién de 5 x AWFC/mI (tubo 0.5 de la escala de Mc Farland), a partir de
ese indculo se preparé una dilucién 1:10 en solucién sahiteanzandose una
concentracién final de bacterias de 2.5 X LFC/ml aproximadamente y se
inocularon 5Qul a cada uno de los tubos con las diluciones de NRPRuyp@ control
sin tratamiento, finalmente se incubaron todos losgulimcluyendo el control de
esterilidad del medio a 35° C durante 24 horas.

5.4.4 Lectura e Interpretacion de Resultados

Después de 24 horas de incubacion, se obsertealws los tubos para detectar
la presencia de turbidez visible (indicativa de prolifénacbacteriana en medio
liguido), se prestd especial atencion a la turbidez ddtalasin tratamiento y a la
transparencia del control de esterilidad para validaree$ayo. La menor
concentracion de NPP que no presentd turbidez fue coadidéa concentracion
minima inhibitoria (CIM) en cada caso.

5.5 Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CM) por el
Método de Microdilucién en Placa.

5.5.1 Activacion de Cepas Bacterianas

Se activaron las cepas bacterianas 24 horas antedalertsayo de acuerdo a
lo indicado en el punto 5.1.3.2.
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5.5.2 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP

A partir de una suspensién de nanoparticulaplatea de 100ug/ml se
realizaron 9 diluciones seriadas de NPP 1:2 en una pmlac6 pozos estéril
utilizando caldo LB como disolvente, se utilizaron dtssfde la placa por bacteria
(ensayo por duplicado) con un volumen final de uO@or pozo, se llegé a una
concentracion final de 0,2g/ml de NPP. Se utilizaron un control sin tratamiento y

un control de medio.

5.5.3 Preparacién del In6culo e Inoculacién

Se procedié de manera similar a la descrital eanto 5.4.3 con la diferencia
de que la inoculacién se llevé a cabo coml Blel in6culo preparado en cada pozo,

excepto en el que fue utilizado como control de medio.

5.5.4 Lectura e Interpretacion de Resultados

Después de 24 horas de incubacion se procedié atadetgecimiento
bacteriano en cada pozo de la placa por medio de lavabg&m visual de turbidez o
formacion de puntos blanquecinos en el fondo del pozo spamneientes a la
acumulacion de colonias bacterianas, en el caso deuabaw de inhibicion sobre
MRSA en particular se tomaron 10 ml de cada pozo y se it@oosen una laminilla
de conteo celular para estimar la cantidad de prolifemacacteriana en cada pozo
observando la laminilla en un microscopio de luz amdbjetivos 10 y 40X. La
proliferacién bacteriana se reporté en cruces conctspecontrol sin tratamiento.

La menor concentracion de NPP en la que se abpeoliferacion bacteriana fue
considerada la CIM de NPP en cada caso.
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5.6 Pruebas de Inhibicién a Diferentes Concentraciones Bacianas

5.6.1 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP

Se procedié de la misma manera que la pruebaiatedilucion en placa
descrita en el punto 5.5, en este caso se utilizaromcappor bacteria.

5.6.2 Preparacién de Inéculos Bacterianos e Inoculacion

Las bacterias fueron activadas como se id@sen punto 5.1.3.2, después de
24 horas de incubacién se preparé una suspension bacteniamatubo de vidrio
con 2 ml solucién salina (uno por cada bacteria), sedalstirbidez a una densidad
Optica de 1.00 a 550 nm de longitud de onda, correspondientecangentracion de
4 x 1¢ UFC/ml (tubo 4 de la escala de Mc Farland).

A partir de la cual se hicieron 7 diluciones seriddasn solucion salina estéril y
se obtuvieron de esa manera 8 concentraciones bacted#prasntes que se
muestran en la tabla 1, de cada uno de los indculos garprena dilucion 1:10 en
solucion salina y se procedié a la inoculacion de naasémilar a la técnica de

microdilucion descrita en el punto 5.5.

Se utilizaron 2 placas por cada cepa bacterianamase inocularon las primeras
4 concentraciones bacterianas y en la otra las @téh{por duplicado).
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TABLA |

Concentraciones Bacterianas utilizadas en el Ensayo 5.7

Escala de| D.O. In6culo inicial In6culo final

Mc Farland (UFC/ml) * (UFC/ml)  **
4x10 2x10
2x1D 10

10 5x 10
5x 10 2.5x10

2.5x 10 1.25x 10

1.25x 10 6.25x 10

6.25 x 0 3.12x 10

3.12x fo0 1.56 x 10

* Antes de la inoculacion. ** Después de la inoculacion

5.7 Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBMde NPP por

el Método de la Capacidad Formadora de Colonias

Primeramente se efectué una prueba cualitativa ghsterminar la capacidad
formadora de colonias en los cultivos tratados con NPRhgueesentaron turbidez
en la prueba de dilucién en tubo descrita en el punto 5util@é una placa de agar
sangre, se hicieron trazos radiales en la parte extirrna placa con un marcador
indeleble para dividir el espacio circular del medio devauktn 8 areas.

Se tomaron fl de cada uno de los cultivos en los tubos tratados3ci?2, 6.25,
12.5, 25, 50 y 10Qug/ml de NPP respectivamente y con la ayuda de una asa
bacteriol6gica se resembrd cada volumen un area nlifede la placa, las restantes
dos éareas fueron utilizadas para resembrar el contradteelidad del medio (CE) y

el control sin tratamiento (CST).
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Se incubd la placa a 35° C durante 24 horas, larmiase ausencia de colonias
fue observada visualmente en cada uno de las areasgntar concentracion en la
gue no se observé formacion de colonias fue consideradeodaentracion

bactericida minima (CBM).

Para determinar cuantitativamente la inhibicion 180% de la capacidad
formadora de colonias se utilizé6 el método estandarizaddNG&LS descrito por
Konemanet al., en el 2002. Primeramente se cuantifico el indculo bacterinicial,
para lo cual se prepararon 5 diluciones seriadas 1:10 eriGsofisiolégica a partir
de la suspension bacteriana ajustada a una densidad Opfich28ea 550 nm de
longitud de onda, se sembraron 10@e la ultima dilucién por duplicado en placas
de agar sangre por el método de distribucién en masa fegp@ara recuentos, se
incubaron las placas a 35° C durante 24 horas. Se conéaraolonias formadas y
se determind la concentracion bacteriana en el inGoulbiplicando el nimero de

colonias por la dilucion.

Se tomaron 100 ml de los cultivos en tubo trat@desNPP incubados por 24
horas y se resembraron en agar sangre de la misma fenal indculo y se
incubaron nuevamente a 35° C durante 24 horas. Se cotdaroolonias formadas
en cada placa y determiné la concentracién bacternananera similar a la
cuantificacién del indculo y se establecid la inhifmcporcentual con respecto al

indculo inicial.

5.8 Determinacion de la Concentracién Bactericida Minima (CBNde
Nanoparticulas de Plata utilizando pruebas de Viabilida€elular

Bacteriana

Se utilizaron 2 pruebas de viabilidad celular parablestar el porcentaje de
inhibicion de los cultivos tratados con NPP con regpat control sin tratamiento,
con el objetivo de buscar la concentracion de NPP queasaz de inhibir el
crecimiento del 100% del inéculo inicial.
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5.8.1 Ensayo Colorimétrico de MTT

Se utiliz6 el método colorimétrico de MTT gaestablecer la actividad
metabodlica de las bacterias como indicadora de viabilidddlac después del
tratamiento con nanoparticulas de plata y determinacolaentracion minima
bactericida (CBM), el método se fundamenta en urei@ade reduccion catalizada
por la enzima reductasa mitocondrial de células eucasornables, cuya actividad
en la células procariontes y su uso como prueba de daiilmicrobiana se
encuentra reportada en la literatura. (Thera., 1993: Zhang and Liu, 2002). En el
proceso de reduccion la sal de tetrazonio 3-(4,5 dimethykZaidpP,5 diphenil
tetrazolium bromide (MTT) de color amarillo se conteeen el compuesto Azul de
Formazan de color azul-purpura, la densidad 6ptica del cotopueducido es
proporcional a la cantidad de células vivas presentes.

5.8.1.1 Curva de Linealidad del Método

Antes de la determinaciéon de la CBMgianétodo de MTT se determiné
la relacién entre la concentracion de células batasi viables y la densidad 6ptica
del compuesto reducido purpura de Formazan.

Se sembraron las cepas bacterianaStajwylococcus aureus resistente a
Meticilina, Streptococcus pyogenes resistente a Eritromicina yPseudomona
aeruginosa multirresistente a antibidticos en agar sangre yefsaaleEscherichia
coli O157:H7 resistente a Ampicilina en agar Soya Tripticasdégtas las cepas

fueron incubadas a 35° C durante 24 horas.

De las colonias obtenidas a las 24 horas, se praparsuspension bacteriana en
caldo LB de cada cepa ajustando la turbidez a una densided detl.00 a 550 nm
de longitud de onda, correspondiente a una concentrapiiximada de 4 x f0
UFC/ml (tubo 4 de la escala de Mc Farland).
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A partir de cada indculo, se realizaron 10 dilue®seriadas 1:2 utilizando caldo
LB como disolvente en una placa de 96 pozos con un ewudmal de 20Qul por
pozo, hasta llegar a una concentraciéon de 3.5 MET/ml. (cada determinacién se
hizo por duplicado).

Se incubaron las diluciones a 35° C por 5 minutostepormente se agregaron
20 ul del reactivo de MTT a cada pozo, se incub6 a 35° Gptempo 4 horas 30
minutos al término de cual se agregaronu8de DMSO incubandose 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se realizaron lagdectie densidad Optica en un
lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm. Los praseat# las lecturas
para cada cepa fueron graficados y se determinaronuasieres de regresion y los

coeficientes de determinacion respectivamente.

5.8.1.2 Determinacion de la Concentracion Bactericida Mima (CBM) de
Nanoparticulas de Plata

Se siguid el mismo procedimientiizado para la determinacion de la
CIM por microdilucién en placa descrito en el punt6. Después de 24 horas de
incubacién de la placa, se hizo una diluciéon 1:5 de cada yggendo caldo LB para
alcanzar 200ul de volumen final, se agregaron 20 de reactivo de MTT
(previamente preparado Y filtrado) en cada pozo, se ine843 C durante 4.5 horas.
Al término de ese tiempo se agregaronuBde DMSO incubandose a temperatura
ambiente (20 — 25° C), finalmente se hicieron las lectieadensidad Optica a una
longitud de onda de 570 nm en un lector de ELISA.

Para determinar la CBM, se establecio la relaparnentual de los promedios de
las lecturas con respecto al control sin tratamiet®®% de viabilidad celular) y la
menor concentracion de NPP en la que no se obtuvo viabiliqd00% de
inhibicién), fue considerara la CBM.
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5.8.2 Ensayo de Bioluminiscencia

Se utiliz6 como segundo método de viabilidad celdh ensayo de
bioluminiscencia, basado en la cuantificacion de ATBgme como indicador de
células metabdlicamente activas a través una ade 6xido-reduccién catalizada
por la enzima luciferasa, en la cual el compuesto quimimliscente luciferin se
oxida a oxiluciferin en presencia de MgATP y oxigeno molecular , emitiendo una
sefal luminiscente que es proporcional a la cantidad deptddente y este a su vez
a la concentracion de bacterias vivas. En la figura 2usestra un esquema de la

reaccion.

HO S N COCH
4
UN’} :8]/
Beetle Luciferin + ATP+05

Recombinant
Firefly
Luciferase

Mgz+

Y

OO

Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, +  Light

Figura 2. Reaccion de la Luciferasa

El procedimiento realizado en este estudio sé basl| protocolo descrito en el
Boletin Técnico de la empresa Promega Corporation en el 2004.
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5.8.2.1 Curva de Linealidad del Método

Para este ensayo solamente fueadetila cepa de MRSA, en este caso el
procedimiento de activacion se realizé en medio liquidizartdo caldo LB en tubo,
se incub6 a 35° C durante 24 horas, al cabo de este tiempid® la densidad
Optica del cultivo a 550 nm de longitud de onda, se hizo duei@h 1:50 en caldo
LB y a partir de esa concentracion se hicieron 8 dihescseriadas 1:2 en caldo LB.

Se tomaron 100l de cada una de las concentraciones de MRSA y se pusieron
una placa opaca de 96 pozos (incluida en el kit), seanth 2 filas de la placa
(ensayo por duplicado), se agregaron iD0el reactivo de trabajo de luminiscencia
de un solo paso preparado previamente como se describib pemte 5.3.2, se
esperaron 5 minutos a temperatura ambiente y se proced@erala sefal
luminiscente expresada en Unidades Relativas de Luwemiga (RUL) en un
luminémetro para microplacas (Verita¥ Microplate Luminometer from Turner

Biosystems).

Los promedios de las lecturas de luminiscenciafugraficados de acuerdo al

modelo de regresion y se determiné el coeficiente dendietcion correspondiente.

5.8.2.2 Determinacion de la Concentracion Minima Bact@&ida de NPP

En este ensayo inicialmente se &iguliprocedimiento del método de
microdilucion en placa descrito en el punto 5.6. Despeé®4 horas de incubacion
de la placa, se hizo una dilucién 1:5 utilizando caldo LB aodisolvente
(previamente atemperado), se procedié a determinar leemwacion de células
metabdlicamente activas en cada pozo después del tnatarogen NPP utilizando el

ensayo de bioluminiscencia descrito en el punto anterior.
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Para determinar la CBM, se estableci6 la retap@rcentual de las lecturas con
respecto al control sin tratamiento (100% de viabilidad) méaor concentracion de
NPP en la que no se observo viabilidad celular bactefiam&onsiderada la CBM.

5.9 Curvas de Muerte Bacteriana de las Cepas Tratadas con NPP

5.9.1 Activacion de Cepas Bacterianas

Se procedié de manera idéntica a la descrighpamto 5.1.3.2

5.9.2 Preparacion de Diluciones Seriadas de NPP

A partir de la concentracion de 1@8/ml de NPP se hicieron 3 diluciones
seriadas 1:2 (100, 50, 25 y 1218/ml) utilizando caldo LB en tubo y se incluyeron

un control sin tratamiento y un control de esterilidadnedio.

5.9.3 Preparacion del Indculo Bacteriano

El in6culo bacteriano fue preparado de manerdasienla descrita en el punto
5.4.3.

5.9.4. Cinética de Crecimiento de las Cepas Bacterianas opsin Tratamiento

La parte inicial del ensayo se realiz0 deararndéntica a la descrita en el
punto 5.6 para el método de microdilucion en placa. Sin ®yoben este caso se
midié la viabilidad celular inmediatamente después dedaulacion (hora cero)
utilizando el método de bioluminiscencia ya descrit@lgounto 5.8.2, se incubd la
placa a 35° C y se hicieron determinaciones de viabilida@lpmismo método a la
2,4, 6,8, 10y 24 horas de incubacion respectivamentedarts cultivos tratados

con NPP como del control tratamiento.
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Se establecio la relacion porcentual de las lesagduminiscencia con respecto
a la del in6culo inicial y se determino el tiempo mimide tratamiento con cada una
de las concentraciones de NPP para conseguir una inhibidi@00®. Las lecturas

de bioluminiscencia con respecto al tiempo fueron grafcada

5. 10 Determinacién de la CBM de Vancomicina sobre MRSA

Se utilizd una solucion inyectable de Clorhmmde Vancomicina preparada
con 20 ml de agua bidestilada estéril que fueron afiadidosahl(asnpolla)
conteniendo 1g del antibiético como polvo liofilizado, $&ugo una concentracion
final de 50 mg/ml. A partir de esta concentraciébn se prepagd solucién cuya
concentraciéon de Vancomicina fue 10@/ml utilizando agua bidestilada estéril
como disolvente. Se determiné la CBM de Vancomicataes MRSA por el método

de bioluminiscencia, de manera similar a la descrital panto 5.8.2.

5.11 Anédlisis Estadistico

Para realizar el andlisis estadistico s&aitdn 2 programas computacionales:
SIGMA-PLOT 2000 con el cual se determinaron los promeditas yesviaciones
estandar de los datos y el programa SPSS con el cuakiseomilas pruebas
estadisticas correspondientes a cada caso.

Los datos fueron sometidos primeramente a la piSiesiro-Will y Kolmogrov-
Smirnov para determinar la normalidad. Estas pruebas agporgue los datos no
tienen una distribucion normal y por lo tanto se zdildbn pruebas no paramétricas
para el andlisis. Se utilizé la prueba de Wilcoxon paraparacion de medias por
pares, de forma analoga a la T de Student, para compadicidiedias se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones multiplemeégias se hicieron con la
prueba de Tukey. En todos lo casos se utilizé un nivabgdédisancia de 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de Nanoparticulas dePlata sobre
MRSA

Se utilizaron dos métodos para determinar la coracedn minima de NPP capaz
de inhibir la proliferacion de MRSA en medio liquido: eédtodo de dilucion en tubo

y el de microdilucion en placa descritos en la secgion

Los resultados obtenidos por el método de diluciontubo mostraron una
inhibicion de la proliferacion de MRSA en medio LB Mil a una concentracion
minima de 25ug/ml de NPP después de 24 horas de incubacion a 35° C (Figura 3),
la inhibicion fue evidenciada por la ausencia de turbidez ddiavde cultivo en los
tubos 2, 3, 4, comparable visualmente con el control eéeilekid (tubol). Los tubos
con concentraciones de NPP inferiores a |[#¥ml presentaron proliferacion

bacteriana comparable visualmente con el control giartiento (tubo 7).

s

100 pg / ml 50 pug/ mi 25 ug/ mi 12.5 pg/ ml 6.25 ug/ml C.S.T.

Figura 3. CIM de NPP sobre MRSA por dilucién en tubo.Los tubos con diferentes
concentraciones de NPP en medio LB Miller, se inoonlacon 50 ul del indculo
estandarizado de MRSA (2.5 X°10FC/ml) y fueron incubados a 35° C durante 24 horas
incluyendo el control de esterilidad del medio de cult@&) y el control sin tratamiento
(CST). Los resultados fueron reproducidos en 3 ensaywidinales.
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Por el método de microdilucién en placa los tadok mostraron inhibicion de
proliferacién bacteriana a una concentracion minim&5ug/ml de NPP, en este
caso la turbidez del medio de cultivo en cada pocilleefasla visualmente fue
medida en términos de densidad 6ptica en un lector deAy llos datos mostraron
una absorbancia minima en los cultivos tratados cd80a 50 y 251g/ml de NPP

respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. CIM de NPP sobre MRSA por microdilucién en paca. Se incubaron el

in6culo estandarizado de MRSA tratado con diferentesetdraciones de NPP, el
control sin tratamiento (CST) y el control de estgaiti (CE) del medio LB Miller a

35° C por 24 horas, los datos corresponden a la media tkectasas de D.O. + la
desviacién estandar correspondientes a 4 repeticionesidds en 2 ensayos
individuales.

6.2 Concentracion Bactericida Minima (CBM) de NPP sobre lagpa de MRSA

Para esta determinacion se utilizaron 3 métolHbsnétodo de la Capacidad
Formadora de Colonias, el método colorimétrico de MTTely método de

Bioluminiscencia.
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6.2.1 Concentraciéon Bactericida Minima (CBM) de NPP sobre MBA por el
Método de la Capacidad Formadora de Colonias

Los cultivos tratados con concentracionesN&P de 25, 50 y 10@g/ml de
NPP, resembrados en una placa de agar sangre e incuba8d<Capor 24 horas
como se describe en la seccion 5, mostraron una caniplebicion de la capacidad
formadora de colonias, como se observa en la Figuarénq 6,7 y 8 de la placa de
agar sangre) comparable con el control esterilidad (§rdaos cultivos tratados con
concentraciones inferiores a R§/ml de NPP presentaron crecimiento de colonias

similares al control sin tratamiento (area 2).

Figura 5. Inhibicion de la capacidad formadora de colonias
de MRSA por NPP. Se tomaron %l de los cultivos de MRSA
en medio LB Miller tratados con concentraciones de NEP
3.12 (3), 6.25 (4), 12,5 (5), 25 (6), 50 (7) y 100 y&yml, e
incubados a 35° C por 24 horas, se resembraron en ageg gang
se incubaron nuevamente a 35° C por otras 24 horas.e&llar
de la placa corresponde al control de esterilidad (CEjAyeal 2

al control sin tratamiento (CST).
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El recuento de colonias del indculo sin tratamieatelé la presencia de 23 x°10
UFC/ml de MRSA, las placas correspondientes a losuloédratados con 25, 50 y
100 pg/ml de NPP mostraron una inhibicion del 100% de la capaéidadhdora de
colonias después de 24 horas de incubacion a 35° C, mitagrasncentraciones
inferiores a 25ug/ml presentaron recuentos cercanos o superiores calloninicial
(20 x 10, 90 x 16 y 95 x 16 UFC/ml ) correspondientes a porcentajes entre 86 y
mas del 100% como se observa en la Figura 6. Por tanto dentoacion minima
bactericida de NPP sobre MRSA fue deg.@aml.

Figura 6. Recuento de colonias de MRSA previamente
tratadas con NPP Se tomaron 10Ql de los cultivos de
MRSA en medio LB Miller tratados con 100 (a), 50 (b), 25
(c), 12,5 (d), 6.25 (e) y 3.12 (flg/ml de NPP e incubados a
35° C por 24 horas, se resembraron en agar sangre y se
incubaron nuevamente a 35° C por otras 24 horas. Se contaron
las colonias MRSA presentes en cada placa de agar sangre
se establecio el porcentaje de inhibicibn con respatto
indculo inicial.
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6.2.2 Concentracion Bactericida Minima (CBM) de NPP sobre leepa de MRSA

por el método colorimétrico de MTT

Primeramente se construyo la curva de lineatid¢hanétodo para establecer la
relacion entre el nimero de UFC/ml de MRSA viables enrmedio de cultivo
liguido y la densidad Optica del compuesto reducido purpura de Eommél
andlisis de regresion lineal de los datos mostré uaaioel directa entre estas dos

variables con un coeficiente de determinacftn .98 .Figura 7.
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Figura 7. Relacién entre el nimero de UFC de MRSA
viables y la D.O. del compuesto Azul de Formazan.
Diluciones seriadas del indculo de MRSA fueron tratadas

20ul de MTT, incubadas a 35° C por 4.5 horas, lisadas con 80
pl DMSO por 5 minutos a temperatura ambiente y la Fu®.
medida a 570 nm en un lector de ELISA. Los valores
corresponden a la media de 4 repeticiones obtenidas en 2
ensayos individuales la desviacion estandar.
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Una vez establecida la linealidad del método, se gitbee medir la viabilidad
celular de los cultivos de MRSA tratados con diferectencentraciones de NPP (por
el método de microdilucion en placa). La relaciéncpatual de viabilidad de los
cultivos tratados con respecto al control sin tragaboi (CST) nos permitio
determinar las concentraciones bactericidas de NARE BRSA

La concentracion minima bactericida de NPP sMRSA determinada por este
método fue de 2fRg/ml, a esta concentracion ya no se detectd viabilidadacelon
respecto al control sin tratamiento, considerandose intmbicion de 100% del
indculo inicial, resultados similares se observarotosrcultivos tratados con 50 y
100 pg/ml de NPP respectivamente. Las concentraciones irdsria 2pg/ml
presentaron porcentajes de viabilidad superiores al 50% cemuobserva en la
Figura 8.

% viabilidad con respecto
al control sin tratamiento
al
o

100 50 25 125 6.25 312 16 08 04 02 O
NPP (ug/ml)

Figura 8. Porcentaje de viabilidad celular de MRSA tratado on
NPP por el método de MTT. La viabilidad celular del in6culo
estandarizado de MRSA (2.5 x*10FC/ml) después de 24 horas de
tratamiento con diferentes concentraciones de NPP aC3fie
medida por el método de MTT, los datos corresponden arpaje
de células viables con respecto al control sin trataimie
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6.2.3 Concentracion Bactericida Minima (CBM) de NPP sobre MBA por el

Método de Bioluminiscencia

Para determinar cuantitativamente la viabilidadlos cultivos después del
tratamiento con NPP por bioluminiscencia primerameetestablecid la linealidad
del método relacionando el nimero de UFC/ml de MRSA esabh medio liquido

con la sefal luminiscente emitida por la reacciérubiiiscencia.

El modelo de regresion lineal de los datos obtenidosgie método mostré una
relacion lineal entre las variables y el coeficientelelerminacién0.99. Figura 9.
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Figura 9. Relacion entre el nimero de UFC/ml de
MRSA viables y la sefial luminiscente Diluciones
seriadas de un cultivo de MRSA en medio liquido
fueron tratadas con el reactivo de bioluminiscencia de
un solo paso, la sefial luminiscente fue medida en un
lumindmetro y expresada en unidades de luminiscencia
relativa (RUL). Los resultados representan las lestura
del promedio de 3 repeticionedardesviacion estandar.
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Una vez establecida la linealidad del método serdei@ la viabilidad de los
cultivos de MRSA en medio liquido tratados con difiége concentraciones de NPP.

Los resultados obtenidos después de 24 horas de iroulda86° C mostraron
una inhibicion del 100% de la viabilidad a 100, 50 y2®ml de NPP, a partir de
una concentraciéon de 12g/ml de NPP se pudo detectar una viabilidad celular

superior al 35% con respecto al control sin tratamidstura 9.
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Figura 10. Porcentaje de Viabilidad celular de MRSA tratado on

NPP segun el método de Bioluminiscenciaa viabilidad del inéculo

de MRSA (25 x 1®UFC/ml) tratado con diferentes concentraciones de
NPP fue determinada midiendo la cantidad de ATP consumido en la
reaccion de luciferasa en presencia del sustrato quimigkcente
luciferin y la sefial luminiscente fue medida en un lumietbo. Los
datos representan el % de RUL con respecto al caitratatamiento
obtenidas en 4 repeticiones.



63

6.3 Efecto antibacteriano de NPP sobre diferentes concentraces de MRSA

El efecto inhibitorio de NPP sobre la prolifeéacide MRSA fue probado
utilizando in6culos con diferentes concentraciones alecdpa, los resultados
obtenidos por la observacion microscopica se detallda €abla I, las lecturas de
densidad 6ptica a 570 nm después de 24 y 48 horas de incubaciGaranogue las
concentraciones de NPP de 100 y | &ml fueron capaces de inhibir todos los
indculos tratados, a una concentracion degd@ml de NPP se observé una inhibicion
significativa a partir de 2.5 x3QUFC/ml de MRSA, las concentraciones de 12.5 y
6.25pg/ml mostraron inhibicién significativa a partir de 3.12 %WE&C/ml, con 3.12
ng/ml de NPP se pudo inhibir solamente los in6culos de 1.56' y 7081 x 16
UFC/ml respectivamente. Estos resultados se pueden abearizs Tablas Il y IV
y graficamente en las Figuras 11 -12.

TABLA I

Proliferacién de diferentes in6culos de MRSA despséde 24 horas
de tratamiento con NPP

MRSA Nanoparticulas de Plata jig/ml
UFC/ml ™700 50 25 125 | 6.25 | 3.12 J0(CST)
10° - - + + ++ +++ 4+
5x 10 - - + + ++ e+ 4
2.5X 16 - - - + ++ ++ +++
1.25x 10 + ++ ++ 4+
6.25 x 16 + ++ ++ 4+
3.12x 10 - - - : - — e
1.56 x 10 - - - - - - s
7.81 x 10 - - - - - - s

Resultados obtenidos después de 24 horas de incubacién a 35° C

Grado de crecimiento bacteriano (observacion al micgio invertido)

- sin crecimiento + escaso, ++ regular, +++ abundeate respecto al control sin
tratamiento (CST).



64

TABLA 1l

Efecto antibacteriano de NPP sobre diferentes conceritiones de MRSA después de 24 horas
de tratamiento

MRSA Nanoparticulas de Plata jig/ml)

UFC/ml 100 50 25 125 6.25 3.12 | 0(CST)

10° 0.001 0.001 0.039 0.080 0.104 0.121 0.130

+0.0008 +0.0008 +0.011 +0.0014 +0.002 +0.0095 +0.005

5x 10 0.001 0.001 0.036 0.081 0.104 0.112 0.114

+0.0004 +0.001 +0.003 +0.004 +0.005 +0.01 +0.01

25x10 | 0.001 0.001 0.001* | 0.080 0.098 0.103 0.111

+0.0004 +0.001 +0.0007 +0.0001 +0.003 +0.0001 +0.015

1.25x10 | 0.001 0.001 0.001 0.078 0.094 0.099 0.102

+0.0001 +0.0001 +0.0008 +0.005 +0.011 +0.02 +0.02

6.25x 10 | 0.001 0.001 0.001 0.089 0.098 0.110 0.097

+0.008 +0.001 +0.008 +0.005 +0.003 +0.004 +0.02

3.12x10 | 0.001 0.001 0.001 0.001* | 0.001 0.111 0.083

+0.0008 +0.0008 +0.002 +0.0008 +0.001 +0.004 +0.006

1.56x 10 | 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 | 0.001* | 0.092

+0.001 +0.0008 +0.002 +0.0008 +0.001 +0.004 +0.006

7.81x10 | 0.001 0.001 0.002 0.001 0.001 0.001 0.095

+0.001 +0.002 +0.0001 +0.001 +0.0001 +0.001 +0.038

Valores de densidad 6ptica a 570 nm obtenidos después de 24lbdanaubacion a 35° C.

Los valores corresponden a la media de 4 repeticionesiddteen 2 ensayos individualedas
desviaciones estandar con respecto a la media.

* Valores significativamente diferentes con respectasacbncentraciones inferiores de NPP, a las
UFC superiores y al control (P<0.05).
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TABLA IV

Efecto antibacteriano de NPP sobre diferentes conceritiones de MRSA después de 48 horas
de tratamiento

MRSA Nanoparticulas de Plata jig/ml)

UFC/ml 100 50 25 125 6.25 3.12 | 0(CST)
10° 0.001 0.002 0.080 0.227 0.222 0.169 0.144
+0.0008 +0.004 +0.017 +0.057 +0.039 +0.0078 +0.0001

5x 10 0.001 0.001 0.070 0.169 0.181 0.152 0.152
+0.002 +0.0014 +0.035 +0.026 +0.062 +0.042 +0.0001

25x10 | 0.001 0.001 0.001* | 0.132 0.161 0.194 0.163
+0.0008 +0.0014 +0.002 +0.01 +0.037 +0.036 +0.0001

1.25x10 | 0.001 0.001 0.001 0.115 0.158 0.160 0.148
+0.002 +0.0008 +0.0008 +0.028 +0.009 +0.054 +0.0001

6.25x 10 | 0.001 0.001 0.001 | 0.0130 | 0.124 0.133 0.150
+0.0014 +0.0014 +0.0008 +0.034 +0.018 +0.02 +0.0001

3.12x10 | 0.001 0.001 0.001 0.002 | 0.002* 0.142 0.142
+0.0014 +0.0001 +0.0011 +0.0008 +0.0018 +0.032 +0.006

1.56x 10 | 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 | 0.001* 0.128
+0.0001 +0.001 +0.0014 | +0.00057 | +0.0014 +0.0008 +0.025

7.81x10 | 0.001 0.001 0.002 0.001 0.001 0.001 0.135
+0.0008 +0.002 +0.0008 +0.0014 +0.0008 +0.0008 +0.0018

Valores de densidad 6ptica a 570 nm obtenidos después de g&ldanaubacion a 35° C.

Los valores corresponden a la media de las lecturas dpeticiones obtenidas en 2 ensayos
individuales_Has desviaciones estandar con respecto a la media.

* Valores significativamente diferentes con respectasaconcentraciones inferiores de NPP, a las
UFC superiores y al control (P<0.05).
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Figura 11. Proliferacion en medio liquido de diferentesnoculos
de MRSA tratados con NPP durante 24 horasSe trataron 8
in6culos de MRSA con 6 diferentes concentraciones de pdPR4
horas, la densidad 6ptica de los cultivos fue medida a 57Qosn.
resultados representan la media de 4 repeticiones olgeard®
ensayos individuales. * Diferencia significativa caspecto a las
concentraciones inferiores de NPP, a las UFC supenjoad control
(P<0.05).
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Figura 12. Proliferacion en medio liquido de diferentes
in6culos de MRSA tratados con NPP durante 48 horase
trataron 8 in6culos de MRSA con 6 diferentes concentiasio

de NPP por 24 horas, la densidad éptica de los cultivos fue
medida a 570 nm. Los resultados representan la media de 4

repeticiones obtenidas en 2 ensayos individuales. * éitga
significativa con respecto a las concentraciones Bupsrde
NPP, a las UFC inferiores y al control (P<0.05).
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6.4 Cinética de crecimiento de MRSA

La concentracion inicial del in6culo de MRSA satamiento establecida por el
método de bioluminiscencia fue de 2.7 £ UFC/ml (hora 0), durante las primeras 4
horas de incubacién a 35° C se observo un crecimiento (fase de latencia), a la
hora 6 se evidencio la fase de crecimiento exponenciat@menzé a estacionarse a
partir de la hora 10 y a descender a las 24 horas de ingobRiura 13.

1.E+07

1.E+06

1.E+05

Logaritmo del N°de UFC/ml de MRSA

l. E+O4 T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 100 12 14 16 18 20 22 24 26
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Figura 13. Cinética de crecimiento de MRSA.El inéculo
estandarizado de MRSA (2.7 x*1l0FC/ml) en medio liquido (caldo
LB Miller) fue incubado a 35° C por 24 h. El nimero de célula
viables fue determinado por el método de bioluminiscemtaa 0, 2,
4,6,8,10y 24 h.
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6.5 Curvas de Muerte Bacteriana de MRSA tratado con NPP

La concentracion inicial del in6culo estandarizatko MRSA medida por
bioluminiscencia fue de 2.9 x 4WFC/mI, después de 2 horas de tratamiento con
100 pg/ml de NPP se observé una inhibicion del 99% del indcu@aln que se

mantiene hasta las 24 horas.

El tratamiento con 50g/ml de NPP mostr6é una inhibicion promedio del 50% del

indculo a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas, a las 24 horas sevéhsea inhibicion del 99%.

El inéculo tratado con 35g/ml de NPP mostré una inhibicion promedio del 15%
alas 2, 4y 6 horas, a las 8 y 10 horas se observinhhiécion del 50% vy a las 24
horas la inhibicién fue del 97%, siendo consideradas 8stascentraciones de NPP
bactericidas contra MRSA.

A una concentracion de 1248/ml de NPP no se observé inhibicién del in6culo
hasta las 8 horas de tratamiento, al cabo de ese tiemypudo evidenciar una
inhibicion del 40% del indculo, sin embargo a partir de laH® de tratamiento se
detect6 un incremento del crecimiento bacteriano quegasd la concentracion del

indculo inicial, rumbo a un crecimiento exponencial.

Estos resultados pueden apreciarse en la figura 14.
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Figura 14. Curvas de muerte bacteriana de MRSA tratado con
NPP. El inéculo estandarizado de MRSA (2.9 x* 10FC/ml) fue
tratado con 12425e,50ay 100mpug/ml de NPP e incubado a 35° C
por 24 h, el nUmero de UFC/ml fue determinado a las 0, 284,18, y
12 horas después del tratamiento por el método de biolumiciac&e
establecié el porcentaje de crecimiento bacteriano respecto al
indculo inicial (O horas).

70



6.6 Efecto

La con

método de bioluminiscencia fue de 2&/ml, mientras que la CBM de la

Vancomici

concentraciones de tratamiento no se detectd viabilidadacele MRSA con

bactericida de NPP sobre MRSA en comparacion corakcomicina

centracion bactericida minima de NPP sMRSA determinada por el

na sobre la misma cepa de MRSA fue de (glnl. A estas dos

respecto al control sin tratamiento como se obserlea fegura 15.
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2.E+07
1.E+07 A
5.E+06

RUL

0.E+00

O NPP
B Vancomicina

100 50 25 125 625 312 16 08 04 02 0

Concentracion ( pg/ml)

Figura 15. CBM de NPP y Vancomicina sobre MRSADespués

de 24 h tratamiento de la cepa de MRSA con diferentes
concentraciones de NPP y de Vancomicina, se midiélilidad
celular por el método de bioluminiscencia y la menor
concentracion en la que no detectd viabilidad celular fue
considerara la CBM. Los datos corresponden a la mediasde
valores de RUL de 2 repeticionesatdesviacion estandar.

* Diferencia significativa en comparacién con su respecpar
(P<0.05)
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6.7 Concentracion Minima inhibitoria (CIM) de NPP sobre SPREpor el
Método de Microdilucién en Placa

En el caso particular déktreptococcus pyogenes resistente a Eritromicina,
después de 24 horas de incubacién con diferentes comiemisade NPP a 35° C se
observo una inhibicion de la proliferacion bacterianaa concentracidon minima de
12.5pug/ml de NPP. Estos resultados se evidenciaron por @us@mde turbidez del
medio de cultivo y la presencia de pequefias colonias aadasuén el fondo de los
pozos. Los cultivos tratados con 100, 50, 25 y 1@bnl de NPP mostraron una
transparencia comparable visualmente con el control stierilelad del medio,
mientras que concentraciones inferiores presentarowintesmto bacteriano

comparable visualmente con el control sin tratamiento.

6.8 Concentracion Minima Bactericida de NPP sobre SPRE por Método de
MTT

La relacién entre el nimero de UFC/ml y la diacsioptica del Azul de
Formazéan fue determinada por el modelo de regresion liaedistribucion de los
datos mostré una relacion directa entre las dos vasiad@ un coeficiente de
determinacién @) de 0.98 como se puede apreciar en la figura 16. Después del
tratamiento de los cultivos de MRSA con diferentasceotraciones de NPP (por el
método de microdilucién en placa), se midi6 la viabilidadular de cada pozo
utilizando el método de MTT, los resultados mostrarce inhibiciéon del 100% a
una concentracion minima de 2&/ml (CBM), con concentraciones de NPP
inferiores a ésta se encontré una viabilidad celultree2v/ y 80% con respecto al
control sin tratamiento. Figura 17.
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Figura 16. Relacion entre el numero de UFC/ml de SPRE w ID.O. del

Azul de Formazan.Diferentes concentraciones de SPRE en caldo LB Miller

fueron tratadas con 20 ml de MTT, lisadas con 80 ml de DM&G lecturas
de D.O. fueron en medidas en un lector de ELISA. Lossdatpresentan la

media de las lecturas de 3 repeticionéds desviacion estandar.
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Figura 17. CBM de NPP sobre SPRE por el método de MTTEI
inéculo estandarizado de SPRE (2.5 X LFC/ml) fue tratado con
diferentes concentraciones de NPP por 24 horas a 354 @ahilidad
bacteriana fue medida por el método de MTT y se determif®

viabilidad con respecto al control sin tratamiento.
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6.9 Concentracion Bactericida Minima (CBM) de NPP sobre la pa de SPRE
por el Método de Bioluminiscencia

Los resultados obtenidos por este método mostrararinhibicion del 100% del
inéculo a una concentracion minima de #®Zml de NPP (CBM), en los cultivos
tratados con concentraciones inferiores a éstdesertd una actividad metabdlica
entre 35 y 100% con respecto al control sin tratamientoocge puede ver en la
Figura 18.
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Figura 18. CBM de NPP sobre SPRE por el método de
Bioluminiscencia.Se determind la viabilidad celular de los cultivos de
SPRE tratados con diferentes concentraciones de NBRnad la
sefial luminiscente emitida por el ATP bacteriano condo en la
reaccion de luciferasa y se determinaron los porentig viabilidad
con respecto al control sin tratamiento. La menoceotracion de NPP
en la que no se detectod viabilidad fue considerada la.CBM
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6.10 Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de NPP sobre ECO15747-RA

por el Método de Microdilucién en Placa

Los resultados obtenidos por este método moastiahibicion del crecimiento
bacteriano a una concentracion minima de g/l de NPP, que fue evidenciado
por la ausencia de turbidez en los pozos comparables visualowemel control de

esterilidad del medio.

6.11 Concentracién bactericida minima (CBM) de NPP sobre la pa de
ECO157:H7RA por método de MTT

La curva de distribucion de los datos obtenidoguf®i 19), mostré una relacion
directa entre el nimero de UFC/ml de ECO157:H7RA vy lasidad Optica del
compuesto reducido Azul de Formazan con un coeficientdetirminacion 7 de
0.99.
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Figura 19. Relacién entre el Niamero de UFC/ml de ECO157:HRA y

la D.O. del Azul de Formazan.Diferentes concentraciones de la cepa de
ECO157:H7-RA, fueron tratadas con j20de MTT, se lisaron con 8l de
DMSO y la D.O. del Azul de Formazan fue medida en orotede ELISA.
Los datos corresponden a la media de 4 repeticionés desviacion
estandar.
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Los resultados del ensayo de viabilidad celular deulbisos de ECO157:H7-RA
tratados con NPP mostraron una inhibicion del 100%ndelulo bacteriano a una
concentraciéon minima de 1248/ml. A una concentracion de 6.a§/ml de NPP se
observé una inhibicibn del 50% con respecto al control satarniento, los
tratamientos con concentraciones de 3.12 yu@/hl presentaron una inhibicién del
42 y 8 % respectivamente y en la demas concentracions¥Eeprobadas no se
observo inhibicién. Figura 20.
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Figura 20. CBM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el método de
MTT. El inéculo estandarizado de ECO157:H7-RA (2.5 ¥ 10
UFC/ml) fue tratado con diferentes concentraciones de pi 24 h a
35° C. La viabilidad bacteriana fue medida por el métoddTE y se
determino el % de viabilidad con respecto al controlraitamiento.
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6.12 Concentracion bactericida minima (CBM) de NPP sobre ECO1547-RA
por el Método de Bioluminiscencia

Por le método de bioluminiscencia se determimd concentracion bactericida
minima de NPP sobre ECO157:H7-RA de 12gdml, concentraciones inferiores a
ésta presentaron porcentajes de inhibicion menores alcedi6 se observa en la
Figura 21.
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Figura 21. CBM de NPP sobre ECO157:H7-RA por el método de
Bioluminiscencia. Se determindé la viabilidad celular de los cultivos
de ECO157:H7 tratados con diferentes concentraciones de NPP
midiendo la sefial luminiscente emitida por el ATP béaunte
consumido en la reaccidon de luciferasa en un luminémetse
determinaron los porcentajes de viabilidad con respéctnérol sin
tratamiento.
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6.13 Concentracion inhibitoria minima (CIM) de NPP sobre PAMRpor el

Método de Microdilucién en Placa

Después de 24 horas de incubacion de los cultey@AMR tratados con NPP,
la concentracion minima capaz de inhibir la proliferacliacteriana en medio
liquido fue de 12.%ug/ml, la inhibicién fue evidenciada por la ausencia de detbi

en los pozos, comparable con el control de esterilidachel@io.

6.14 Concentracion bactericida minima (CBM) de NPP sobre PAMRRor el
Método de MTT

Los datos de densidad Optica del Azul de Formazan obgep@a diferentes
concentraciones de PAMR, determinaron una relaciontdiegtre las dos variables
de acuerdo al andlisis de regresion lineal simple masteadla Figura 22. Cuyo

coeficiente de determinaciéhfue de 0.97
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Figura 22. Relacién entre el Nimero de UFC/ml de ECO157:H7
RA y la D.O. de Azul de FormazanDiferentes concentraciones de
la cepa de ECO157:H7-RA, fueron tratadas corui26e MTT, se
lisaron con 80ul de DMSO y la D.O. del Azul de Formazan fue
medida en un lector de ELISA. Los datos correspondemadia de

4 repeticiones ta desviacion estandar.
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Después del tratamiento de los cultivos de PAMRI1@1h 50, 25 y 12.5g/ml
de NPP no se detectd viabilidad celular por el método d&,M$ decir que se
inhibi6é al 100% el in6culo bacteriano. A una concenbrade 6.251g9/ml se obtuvo
una inhibicion del 88%. El 52% del in6culo bacteriano fue idoibcon un
tratamiento de 3.1gg/ml y a concentraciones inferiores las NPP no fuespaces

de inhibir el inéculo. Figura 23.

respecto al control

% de células viables con

p—————

0 T T T T T T
100 50 25 125 6.25 3.12 16 08 04 02 O

NPP (pg/ml)

Figura 23. CBM de NPP sobre PAMR por el método de
MTT. El in6culo estandarizado de PAMR (2.5 X LIFC/ml)

fue tratado con diferentes concentraciones de NPP por 24
horas a 35° C. La viabilidad bacteriana fue medida por el
método de MTT y se determind el % de viabilidad con
respecto al control sin tratamiento.
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6.15 Concentracion bactericida minima (CBM) de NPP sobre PAMRor el
Método de Bioluminiscencia

La viabilidad celular de los cultivos de PAMRtados con NPP determinada
por bioluminiscencia sefialé una concentracién bactericiohma de 12.5ug/ml,
capaz de inhibir el 100% del in6culo bacteriano. A unaexnacion de 6.25g/ml
se inhibié el 94%, el 47% de la viabilidad del in6culo fuebid a 3.12ug/ml de
NPP, a 1.6ug/ml se inhibi6 el 38% vy las concentraciones de 0.8, 0.2 y@ml

NPP no fueron capaces de inhibir la proliferacién delutwd-igura 24.
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Figura 24. CBM de NPP sobre PAMR por el método de
Bioluminiscencia. Se determind la viabilidad celular de los cultivos
de PAMR tratados con diferentes concentraciones derhiiendo

la sefial luminiscente emitida por el ATP bacteriaoresamido en la
reaccion de luciferasa los resultados corresponden etrgaje de
viabilidad con respecto al control sin tratamiento.
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6.16 Efecto bactericida de NPP sobre diferentes concentracesxde PAMR

Se determiné el efecto bactericida de 6 concentracideePP sobre 8 indculos
diferentes de PAMR, los resultados obtenidos indicguenlas concentraciones de
100, 50 y 25ug/ml de NPP fueron capaces de inhibir la proliferacién degdos
indculos probados, con 1&)/ml se consiguié una inhibicidn significativa a partr d
2.5 x 10 UFC/ml de PAMR, las concentraciones inferiores a, &mamostraron

inhibicidn sobre los indculos. (Tabla V y Figura 25).

TABLAV

Efecto bactericida de NPP sobre diferentes concemitiones de PAMR después de 24 horas de

tratamiento

PAMR Nanoparticulas de Plata jig/ml)
UFC/ml 100 50 25 125 6.25 3.12 | 0(CST)
2x 10 0.000 0.002 0.002 0.663 1.590 2.176 2.015
+0.001 +0.003 +0.004 +0.048 +0.528 +0.233 +0.143
1x 10 0.000 0.004 0.004 1.592 2.228 2.435 2.298
+0.001 +0.003 +0.0001 +0.183 +0.508 +0.254 +0.215
5x 10 0.000 0.000 0.002 1.476 2.177 2.366 2.164
+0.0001 +0.001 +0.004 +0.452 +0.586 +0.265 +0.410
25x10 | 0.000 0.004 0.003 0.004* | 1.701 2.286 1.952
+0.0001 +0.007 +0.004 +0.005 +0.492 +0.625 +0.496
1.25x10| 0.000 | 0.0018 | 0.0018 | o0.014 1.212 1.980 2.224
+0.0001 +0.0019 +0.0015 +0.011 +0.609 +0.539 +0.410
6 x 10 0.000 0.005 | 0.0013 | 0.005 1.172 2.322 2.472
+0.001 +0.009 +0.005 +0.004 +0.183 +0.118 +0.317
3x 10 0.000 0.007 0.007 0.007 1.170 1.964 2.624
+0.0001 +0.015 +0.008 +0.004 +0.247 +0.430 +0.395
15x10 | 0.000 0.002 0.014 0.021 0.605 1.552 2.378
+0.0001 +0.004 +0.012 +0.032 +0.130 +0.554 +0.064

Valores de Densidad Optica del Azul de Formazan a 570 nm defgp@dshoras de tratamiento con
NPP a 35° C.

Los valores representan el promedio de 4 repeticionesidhs en 2 ensayos individualeslat
desviacién estandar con respecto a la media.

* Diferencia significativa con respecto a concentraessuperiores de NPP, UFC inferiores y control
(P<0.05)
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Figura 25. Efecto bactericida de NPP sobre diferentes indlos de
PAMR después de 24 horas de tratamientdSe trataron 8 diferentes
in6culos de PAMR con diferentes concentraciones de B@hcubaron
a 35° C por 24 horas, se determind la viabilidad celulaelparétodo de
MTT y se midieron las densidades Opticas del Azul de &péma 570
nm. Los valores representan la media de 4 repeticiortesidas en 2
ensayos individuales. * Diferencia significativa conspecto a
concentraciones inferiores de NPP, superiores de UF@Il gontrol
(P<0.05).
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7. DISCUSION

La emergencia de cepas resistente a los antitsdteaenerado un problema de
salud publica que afecta a muchos paises en todo el masdorganizaciones de
salud como la OMS, la FDA y el CDC han puesto en naapchgramas destinados a
la deteccidn temprana de cepas resistentes a losoantibiy al uso adecuado de
estos compuestos como estrategias para combatir o poretms disminuir el
desarrollo de resistencia bacteriana, por otra partedasidad de buscar nuevas
alternativas antibacterianas capaces de actuar s@bos enicroorganismos es

actualmente un reto para la comunidad cientifica.

Se han desarrollado terapias destinadas a prevenielégcion de cepas
bacterianas resistentes como la bacterioteragiatdeapia, las vacunas bacterianas,
la utilizacion de péptidos catidénicos y péptidos sintét{€pd.-a péptidos) (Kardar,
2005).

Varios compuestos con propiedades antimicrobiatas sendo evaluados como
posibles alternativas para el tratamiento de bacteggistentes a los antibioticos,
muchos de ellos son sustancias quimicas extraidasmagylade células animales y
otros son compuestos inorganicos, entre los cualescsermran los metales nobles
como la plata, el oro, el cobre, el titanio entrorués estudiados. Los experimentos
realizados por Klabundet al. en el afio 2002 demostraron el efecto bactericida de
nanoparticulas de 6xidos metdalicos y a partir de esdazbas, el interés por
investigar otras nanoparticulas inorganicas como agentébacterianos ha

incrementado considerablemente.
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Las investigaciones que anteceden este trabajo pudetidanciar las
propiedades antibacterianas de nanoparticulas de plataombinacion con
antibioticosf-lactamicos como la Ampicilina (Tilleet al, 2002) y la Amoxicilina
(Li et al., 2005); y en forma independiente sobre bacterias Gegatimas comd.
coli (Sondi y Salopek Sondi, 2004, aeruginosa, S. tiphusy V. cholerae (Morones
et al., 2005). Estos investigadores sugirieron ademas le dadede estudiar el
efecto de estos compuestos sobre otras bacteriayandion Gram positivas para

poder evaluar su posible uso como material antibacteriano.

En base a estos datos se planteé la hip6tesis dagjnarloparticulas de plata
serian capaces de producir un efecto bactericida sobteriba resistentes a los
antibidticos, razén por la cual el objetivo de estasths determinar por ensayos
vitro las propiedades bactericidas de las nanoparticulas de [glabre cuatro cepas
bacterianas resistentes a los antibidtic@®aphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Sreptococcus pyogenes resistente a eritromicima (SPRE),
Escherichia coli O175:H7 resistente a Ampicilina (ECO157:H7-RAPseudomona
aeruginosa multirresistente (PAMR), que constituyen una amenanatante para la
comunidad y cuya incidencia en los centros hospitalagaosldyaumentando en los

ultimos afios.

Los resultados obtenidos en las pruebas de inhibiciditro, mostraron un
efecto bactericida de las nanoparticulas de plata dabreuatro cepas bacterianas
estudiadas, razén por la cual se puede afirmar que se traten @empuesto
bactericida de amplio espectro que actla sobre bactér&s positivas y Gram
negativas que ademas presentan resistencia a los auiidiste hecho no solo
confirma las propiedades antibacterianas de los compudst@data demostradas
desde hace mucho tiempo, sino también permite sugerir queeresteriales pueden
ser incluso méas efectivos que los antibioticos en el daslas cepas resistentes a
estos.
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Sin embargo se pudo observar que el efecto bactaleilds nanoparticulas
de plata es diferente en las bacterias Gram negati@asmy positivas, los resultados
indican que se requiere una mayor concentracion de @stgsuestos para inhibir al
100% la viabilidad celular en las bacterias Gram positimasognparacion con las
Gram negativas. En el aflo 2000 Fesigal. pudieron observar gracias a la
microscopia electrénica que la cantidad de iones de piasantes en la célula 8e
aureus era menor que la que encontraron en la célul&.deoli después de ser
tratados con AgNg) ellos sugirieron qué&. aureus podria tener un mecanismo de
defensa contra iones de plata relacionado probablenwemtelas caracteristicas
estructurales de su pared celular.

Tomando en cuenta este hallazgo, se podria pensar (rrEO®eno también
ocurre en el caso de las nanoparticulas de plata a gessu diminuto tamafio,
debido al grosor de la pared celular de las bacterias @waitivas que es superior al
de las Gram negativas se necesitaria una mayor chmtélastos compuestos para
ingresar a la células y provocar dafio celular, sin egobas ensayos vitro no son
evidencias suficientes para poder afirmarlo, se requeniriestudio de microscopia

electrénica.

Por otro lado también pudo evidenciarse en este dratjag el efecto
antibacteriano de estos materiales en medio liquido depd® las concentraciones
de nanoparticulas de plata utilizadas asi como de l@sbd€terianas que se exponen
a ellas, un comportamiento similar fue descrito por 8pi&hlopek-Sondi cuandsé.
coli fue tratada con nanoparticulas de plata en medio sdigim es importante
porque en condiciones reales la dosis infectiva para cigsas estudiadas

generalmente es inferior a las UFC utilizadas en losyesm vitro.

En el caso del MRSA la dosis infectiva varia selglecepa con un promedio de
10* UFC que son suficientes para provocar una enfermedadngitita in vivo
(Vaudaux, 2002) y segun los resultados obtenidos, las nacofsstile plata fueron
capaces de inhibir concentraciones de haSt&JEC.
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Por otra parte a pesar de ser desconocida la dosiivaf de la cepa
O157:H7 deE. cali in vivo, se presume gue con la presencia de muy pocas bacterias
(10 UFC o menos) en un alimento es posible producir un @ufidrreico (MSDS,
2006), por tanto la inhibicién de estas bacterias comedifes concentraciones de
nanoparticulas de plata evidenciada en este trabajodsgaimportante que permite
afrmar que las propiedades bactericidas de estos compugsstogealmente
sorprendentes.

El efecto antibacteriano de los compuestos da plabreS. aureus, E. coli y P.
aeruginosa fue documentado en varias investigaciones (Maillard aamd/&, 2006),
sin embargo no se tienen datos de la accién de la gdditee S. pyogenes. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo mostramoefecto bactericida de
nanoparticulas de plata sobre una cepa resistentetrantitina, con resultados
similares a los obtenidos para MRSA, esto sugiere queclaraantibacteriana de

estos compuestos sobre las bacterias Gram positivadependiente de la especie.

La cinética de crecimiento bacteriano y las cid@ muerte bacteriana en el caso
de MRSA indican que el efecto bactericida de las nanopkasi de plata se hace
evidente después de 2 horas de tratamiento, el grado de inhibicidrespecto al
tiempo esta relacionado con la concentracion de natmgas utilizadas, todas las
concentraciones consideradas bactericidas inhiben el 100%ndtmilo inicial
después de 24 horas incubacion.

En complementacién a los resultados obtenidose sbRSA, se comparé el
efecto bactericida de NPP con Vancomicina, el antdumétle eleccion para este
microorganismo, los resultados obtenidos mostraron uredif@rencia entre ambos
compuestos (P<0.05) probablemente porque el mecanismo de ateiola

vancomicina involucra una inhibicion de la sintesis dmtad celular.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos es este trabajo nos perngit@rlla las siguientes

conclusiones:

1. Las nanoparticulas de plata poseen propiedades bacteraédasmplio
espectro, siendo capaces de actuar sobre bacteriasgBsitimas y Gram
negativas.

2. El efecto bactericida de nanoparticulas de platatro sobre bacterias Gram
positivas es diferente en comparacion con las Grantinaga

3. El efecto bactericida de nanoparticulas de platatro sobre Gram positivas
y Gram negativas es independiente de la especie.

4. El efecto bactericida de nanoparticulas de platatro sobre MRSA, SPRE,
ECO157:H7-RA y PAMR es independiente de los mecanismos deeresa
antimicrobiana que presentan estas bacterias sobrescintibioticos.

5. Las nanoparticulas de plata son capaces de producir ain éfectericidan
vitro sobre concentraciones bacterianas superiores a lasidigetivas de
MRSA y ECO157: H7.RA.

6. Se requiere un tiempo de 2 a 8 horas de tratamientolquaea un efecto
bactericida de nanoparticulas de plata sobre MRSA skgdoncentracion
del compuesto utilizada.

7. El efecto bactericida de nanoparticulas de plata JdBRSA es comparable
con el obtenido por la Vancominica (el antibidtico deceidon) con una

diferencia significativa.
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9. PERSPECTIVAS

El interés que se tiene por estudiar las difergortsiedades de la nanoparticulas
de plata es grande en la actualidad, precisamente porqueomlohesconocidos
muchos factores involucrados en ellas, como se ha podaoprobar las
propiedades antibacterianas de estos compuestos son édstantsantes y la
posibilidad de su uso como agentes bactericidas cada dif@y®s. Sin embargo
todavia queda mucho por descubrir, por una parte el mecanistaourao por el
cual estos compuestos llevan a cabo sus propiedades tamtihas es una de las
lineas de investigacion a la que estan enfocados algurestigadores, no obstante
los resultados que se tiene hasta ahora no permiten taidiviia con claridad como
es que las células bacterianas son destruidas por egtriates.

Por otra parte no se han reportado suficientesiested modelos animales, por
lo que es necesario disefar estrategias experimeqtadeiacluyan la determinacion
de las propiedades antibacterianas de estos compuasti, que ademas de
consolidar lo que ya se ha demostradatro, permitiria evaluar los posibles efectos
de toxicidad de estos materiales para poder consideranfs @apmo verdaderas

alternativas terapéuticas en humanos.

Como se mencioné en los antecedentes, exist&rs vaétodos para obtener este
tipo de nanomateriales, por lo que seria interesanteaealn estudio comparativo
para determinar cual de estos métodos resaltaria mear propiedades
antibacterianas de estos compuestos. Dentro de estpegtiva podrian estar
incluidos los métodos biosintéticos que involucran la atiian de bacterias, hongos
y plantas para sintetizar nanoparticulas de plata.
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Finalmente, a pesar de que se ha demostrado que lgsamaoudas de plata
tienen propiedades bactericidas en contra de bacteriaprgsentan diferentes
patrones de resistencia, es importante recordar quen@néno de la resistencia
bacteriana es una caracteristica que ha permitido &daterias adaptarse a
numerosos cambios en su medio ambiente y por tardbravivir por millones de
afos en este planeta, por lo que se debe tener preseptesdslidad principalmente
para promover una utilizacién responsable de estas aitashauevas, considerando
gue pueden llegar a solucionar el problema de resistenami@nbiana que es una

realidad actual.
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