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I Resumen

Este estudio evalta el efecto antimicrobiano in vitro de nanoparticulas de plata (AgNPs)
sobre los microorganismos patogenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli'y Candida albi-
cans. Para esto se sintetizaron AgNPs por reduccion de sales de plata y se caracterizaron
mediante espectrofotometria UV-Vis, dispersiéon dindmica de la luz (DLS) y microscopia
de fuerza atdémica (AFM). Las AgNPs tuvieron forma esférica, con tamafios entre 10 y
32 nm. La eficiencia de las AgNPs se evalud por el método modificado de Kirby-Bauer
con microgotas y usando agar Mueller-Hinton, comparandolas con un control de nitrato
de plata (AgNO,). Se determin6 que E. coli resistente a ampicilina y S. aureus fueron
sensibles al uso de AgNPs, con valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) de
3,74 pg/mL y 1 pg/mlL, respectivamente. C. albicans no presentd actividad antimicro-
biana por las AgNPs, pero si fue sensible a AgNO, (4250 ug/mL, concentracion de plata
2675 pg/mL).

Palabras clave: AgNPs, Candida albicans, efecto antimicrobiano, resistencia antimicro-
biana, Staphylococcus aureus, Escherichia coli

I Abstract

This study evaluated the in vitro antimicrobial effect of silver nanoparticles (AgNPs) on
the pathogenic microorganisms Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans.
For this purpose, AgNPs were synthesized by reduction of silver salts and characterized
by UV-Vis spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS) and atomic force micros-
copy (AFM). The AgNPs were spherical in shape with sizes between 10 and 32 nm. The
efficiency of AgNPs was evaluated by the modified Kirby-Bauer method with micro-
droplets and using Mueller-Hinton agar, compared to a silver nitrate (AgNO,) control.
Ampicillin-resistant E. coli and S. aureus were found to be sensitive to the use of AgNPs,
with MIC values of 3.74 pg/mL and 1 pg/mlL, respectively. C. albicans did not show
antimicrobial activity for AgNPs, but was sensitive to AgNO, (4,250 pg/mL, silver con-
centration 2675 pg/mL).

Keywords: AgNPs, antimicrobial effect, antimicrobial resistance, Candida albicans, Esche-
richia coli, Staphylococcus aureus
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Introduccién

Los microorganismos con resistencia a antimicrobianos, como Staphylococcus aureus, Es-
cherichia coli y Candida albicans, son de importancia clinica, pues las enfermedades que
provocan se catalogan como cronicas, debido a sus capacidades de infeccidn, tratamiento
complejo y facil propagacion (Liao et al., 2019). Por esto se requiere con urgencia pro-
ducir nuevos compuestos con capacidad antimicrobiana que sean eficaces, seguros y de
amplio espectro (Liao et al.,2019).

La resistencia antimicrobiana es la capacidad de los microorganismos de contrarrestar el
efecto del antibidtico y que su crecimiento no sea inhibido (CLSI, 2012). Por su parte,,
la sensibilidad a antimicrobianos es la efectividad de estos frente a los microorganismos
para inhibir su crecimiento (CLSI, 2012). A nivel clinico se realizan pruebas cualitativas
y cuantitativas para determinar el nivel de sensibilidad del microorganismo (sensible, in-
termedio o resistente), clasificaciones estandarizadas por comités internacionales, como
el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI), que tienen en cuenta las pro-
piedades microbioldgicas, farmacocinéticas y de eficacia clinica (CLSI, 2021). También se
evalta la concentracién minima inhibitoria (CMI), que se define como la concentracién
mas baja del antimicrobiano, en donde se inhibe el crecimiento bacteriano por completo

(CLSI, 2012).

S. aureus es un coco grampositivo resistente principalmente a la meticilina, que provoca
lesiones cutineas, neumonia o infecciones del tracto urinario, teniendo entre un 25% vy
63% de mortalidad en personas infectadas (Chirayath ef al., 2019), mientras que E. coli es
un bacilo gramnegativo resistente a la ampicilina y que causa el sindrome urémico hemo-
litico e infecciones asintomaticas acompafadas de diarreas hemorragicas; ademas, presenta
las tasas de letalidad y hospitalizacién mas altas en comparacién a los demas patdgenos de
la familia Enterobacteriaceae (Rani et al., 2021). Por otro lado, C. albicans es un hongo poli-
morfico resistente a la mayoria de antifingicos: provoca candidiasis, candidemia y micosis
sistémica y es el responsable del 90% de infecciones fingicas invasivas en el mundo con
tasas de mortalidad del 50% (D Enfert ef al., 2021).

Estos microorganismos se encuentran frecuentemente en areas hospitalarias, hecho que
aumenta las tasas de infeccién y morbilidad (Stewardson ef al.,2016). Se ha reportado una
mayor incidencia de infecciones ocasionadas por S. aureus resistente a meticilina (84 %)
y de enterobacterias (Enterobacteriaceae) resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
(85%) en hospitales europeos, con el aumento de la mortalidad hospitalaria del 22% y
16% en comparacién con 1,7% de pacientes no infectados, una mayor duraciéon en el
hospital y altos costos anuales de tratamientos (Stewardson ef al., 2016). También se ha
encontrado que pacientes con comorbilidades o en tratamiento son mis susceptibles a la
infeccion por C. albicans, con tasas de mortalidad del 49% en UCI (D’Enfert et al., 2021).

Esta amenaza a la salud mundial, causada por microorganismos resistentes a agentes anti-
microbianos tradicionales, hace urgente la bisqueda de alternativas a las que los microor-
ganismos sean sensibles. Una posible solucion puede ser el uso de nanoparticulas de plata
(AgNPs) (Liao et al., 2019). La plata se ha usado desde la antigiiedad por sus efectos anti-
microbianos contra patdgenos humanos y animales, como bacterias, hongos, virus, proto-
zoos y artropodos (Almatroudi, 2020). Generalmente se usa en forma de nitrato de plata
(AgNO,) y AgNPs (Almatroudi, 2020). Aunque la composicion quimica de los AgNPs es
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idéntica a la de la plata, su tamano le brinda propiedades fisicas distintas, como una mayor
capacidad antimicrobiana, asi como menos costos en su fabricaciéon (Almatroudi, 2020).

La efectividad antimicrobiana de las AgNPs depende principalmente de su concentracion,
forma o estructura (por ejemplo, esféricas, triangulares, entre otras), carga superficial y ta-
maio (Abbaszadegan ef al.,2015). En donde nanoparticulas de entre 1 y 10 nm presentan
mayor actividad bactericida, en comparacién con las de tamafios de 100 nm (Agnihotri
et al.,2014). Esto se debe a que su gran area superficial les permite unirse desde la pared
y membrana celular hasta el ADN microbiano (Abbaszadegan ef al., 2015). Agnihotri ef al.
(2014) reportan una efectividad antibacteriana que depende del tamafio y concentracién
de AgNPs, en comparacién con E. coliy S. aureus, que tienen tamafios entre 5y 100 nm;
de estas, son mas eficaces las que tienen un tamano de 5 nm.

Por otro lado, el estudio de Jalal ef al. (2018) evalué AgNPs frente a E. coli, S. aureus'y C.
albicans, con tamanos de entre 2 y 15 nm: se encontrd un valor de CMI de 31 pg/mL para
las bacterias y de 62 pg/mL para el hongo. La capacidad antimicrobiana de las AgNPs
permite que tengan un alto efecto desinfectante, capaz de eliminar distintos tipos de mi-
croorganismos, siendo frecuente la aplicacién de AgNPs en medicina, por ejemplo, en re-
cubrimientos de dispositivos médicos, filtros desinfectantes o apdsitos (Almatroudi, 2020).

El estudio de AgNPs con efecto antimicrobiano ha ido en aumento desde el 2010, te-
niendo especial interés los altimos anos (2019 y 2020) con estudios realizados princi-
palmente en paises de Europa y Asia. Los estudios realizados en Colombia indican sus
aplicaciones en hidrogeles y dispositivos ortopédicos (Quintero et al., 2020).

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de AgNPs sobre
los tres microorganismos patogenos S. aureus, E. coli resistente a ampicilina y C. albicans,
pues, segiin la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), se encuentran en la lista prio-
ritaria de microorganismos que requieren el desarrollo de nuevos antimicrobianos (Tac-
conelli ef al., 2018). Para este fin, primero fue necesario identificar las condiciones que
podian afectar la actividad antimicrobiana de las AgNPs.

Se sintetizaron y caracterizaron AgNPs. Para ello, se indicaron las caracteristicas de sintesis
para obtener AgNPs funcionales con actividad antimicrobiana. Se establecieron las con-
diciones de sensibilidad de los microorganismos frente a las AgNPs, donde se evalud el
efecto del medio de cultivo y de la técnica de siembra sobre la efectividad antimicrobiana
de las AgNPs. Por tltimo, se establecié la CMI, evaluando la sensibilidad de los microor-
ganismos frente a las AgNPs. Esta informacién es de gran importancia para futuros estu-
dios, donde se puedan usar AgNPs como desinfectantes de areas hospitalarias.

Materiales y métodos

Sintesis y caracterizacién de AgNPs

La sintesis quimica de AgNPs se realizé en oscuridad y con luz solar, por reduccién de
AgNO,. Inicialmente una solucién de 100 mL de borohidruro de sodio (NaBH)) y ci-
trato de sodio dihidratado (C,H,Na, O, 2H,0) 0,001 M (38 mg y 100 mg) se puso en
agitaciéon magnética a 70 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se adicionaron
100 mL de AgNO, 0,001 M, manteniendo la agitacién y el calentamiento durante otros
20 minutos, siguiendo el protocolo planteado por Agnihotri et al. (2014).
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En esta reaccién el borohidruro de sodio fue el reductor predominante para obtener Ag-
NPs con tamafos entre 5 y 20 nm, mientras que el citrato de sodio actué como reductor
secundario y estabilizador, que produce tamanos entre 60 y 100 nm, segiin reportan Ag-
nihotri et al. (2014). Se realizaron lavados en centrifuga a 18000 rpm por 20 minutos para
retirar reactivos que no reaccionaron, como sales de AgNO, (Abbaszadegan et al., 2015).

Una parte de la solucion de AgNPs y de la soluciéon control de AgNO, se oxigen6 duran-
te 30 minutos mediante una bomba de oxigeno, con el fin de incrementar su eficiencia
antimicrobiana, pues aumenta la relacién Ag” por cada AgNPs (Lok et al.,2007). Por tanto,
para los ensayos antimicrobianos se cuenta con AgNPs sin oxigenar (AgNPs) y AgNPs
oxigenadas (AgNPs (Oxi)), junto con el control de solucion de AgNO, (4250 pg/mlL),
que presenta una concentracion total de plata de 2675 pg/mL y que también se trabajo
sin oxigenar (AgNO,) y después de oxigenar (AgNO,(Oxi)). Se evaluaron distintas con-
centraciones de AgNPs, obtenidas a partir de diluciones seriadas de 1:2, desde la concen-

tracion inicial mas alta obtenida en la sintesis, hasta alcanzar una concentracién minima
de 0,5 pg/mL.

La caracterizacién de las AgNPs se llevd a cabo por medio de un barrido espectral en
un espectrofotémetro UV-Vis (Genesys 10UV ThermoScientific), entre 200 y 800 nm,
utilizando una suspensién acuosa en dilucién 1:10 (Almatroudi, 2020). Posteriormente,
se verifico el tamafio de las AgNPs por dispersion dindmica de la luz (DLS, por sus si-
glas en inglés; marca Malvern ZS90), en celdas de poliestireno y angulo de medicién de
90° (Almatroudi, 2020). Con el tamafio (nm) de las AgNPs se determind el coeficiente
de extincién (g), segin los datos reportados por Paramelle et al. (2014). Para determi-
nar la concentracidén inicial aproximada, se utiliz la ecuacién modificada de la Ley de
Beer-Lambert, propuesta por Sikder et al., que se presenta en la ecuaciéon 1:

6Le <1)

Alli, d es el tamano o didmetro (nm), p es la densidad de la plata (10,49 g/mL), A es la
absorbancia maxima (Abs), N, es el nimero de Avogadro (6,022x10% mol™), L es la lon-
gitud de la trayectoria de la luz a través de la muestra (1 cm) y € es el coeficiente de ex-
tinciéon (M'em! x 10%). Finalmente, las AgNPs se observaron en un microscopio de fuerza
atémica (AFM, por sus siglas en inglés; marca Asylum Research Cypher ES), corroboran-
do el tamano y la forma. Se midié en modo AC (no contacto) con una sonda de silicio
AC240TSA-R3, con constante de resorte de k=2,72 N/m, frecuencia de resonancia de
69,2 KHz y punta con un radio aproximado de 7nm (Sikder et al., 2018).

Condiciones de sensibilidad de los microorganismos patégenos
frente a las AgNPs
Las cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC25923) sensible a antibiodticos y Es-

cherichia coli (ATCC25022) resistente a ampicilina (1 pL de ampicilina concentrada a
100 mg/mL, por 1 mL de medio) fueron proporcionadas por la Corporacién CorpoGen
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y preservadas en agar nutritivo. La levadura Candida albicans fue donada por la Fundacién
Universitaria de Ciencias de la Salud (FUCS) y se preservo en agar Sabouraud.

Para la preparacién de los indculos microbianos, en las cepas bacterianas se empled el
método de crecimiento en caldo Luria-Bertani, hasta alcanzar una turbidez de 0,5 de la
escala McFarland (1,5x10% UFC), ajustada con un espectrofotémetro UV-Vis (625 nm)
(CLSI, 2012). Por su parte, para el in6culo de la levadura se empled el método de sus-
pensidn directa de colonia en agua estéril (CLSI, 2012). Para evaluar las condiciones de
sensibilidad de los microorganismos frente a las AgNPs y AgNPs (Oxi), se compararon
con controles negativos (AgNO, con AgNO,(Oxi) y ampicilina para S. aureus) y positi-
vos (agua estéril y medios con indculo sin AgNPs), incubandolos a 37 °C por 24 horas.
Con el fin de determinar la mejor técnica de siembra y el medio de cultivo 6ptimo que
permitid evaluar el efecto antimicrobiano de las AgNPs frente a los microorganismos, se
realizaron por triplicado diferentes ensayos:

¢ Método de macrodilucion (a tubos con 1 mL de inéculo y 1 mL de AgNPs suspendi-
das en caldo Luria-Bertani): se midi6 su absorbancia inicial, se incubaron inclinados a
110 rpm y se midi6 su absorbancia final para determinar crecimiento bacteriano (CLSI,
2012).

* Método modificado de Kirby-Bauer: se hizo una siembra masiva de los microorganis-
mos sobre agar nutritivo. Se perford creando pozos de 5 mm que se llenaron con 20 pL
de agar y 20 pL de AgNPs, una vez secos se incubaron (Abbaszadegan ef al., 2015).

* Método de Kirby-Bauer (discos de difusion): se hizo una siembra masiva de los microor-
ganismos sobre agar nutritivo y sabouraud, posicionando discos de papel filtro (6 mm)
con tamafio de poro de 0,25 pm y 2,5 pm, impregnados con AgNPs filtrados al vacio y
secados al horno (60 °C) (Ortiz, 2019).

* Método modificado de Kirby-Bauer: se hizo una siembra masiva de AgNPs sobre agar
nutritivo, Mueller-Hinton y sabouraud, colocando gotas de 20 pL de los microorganis-
mos (Mohammadzadeh et al., 2012).

* Método modificado de Kirby-Bauer, haciendo siembra masiva de los microorganismos
sobre agar nutritivo, Mueller-Hinton y sabouraud, colocando gotas de 10 puL de forma
equidistante de AgNPs (Mohammadzadeh ef al., 2012).

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

En el ensayo anterior se encontrd que la mejor técnica de cultivo fue el método de
Kirby-Bauer modificado de microgotas, el cual se utilizé para determinar la CMI. Para
este ensayo se plaquearon masivamente 100 pL de los microorganismos sobre el medio de
cultivo, usando agar Mueller-Hinton en bacterias y agar sabouraud en el hongo, los cuales
se extendieron sobre la superficie del agar de manera uniforme con ayuda de un rastri-
llo de vidrio (siembra masiva) (Abbaszadegan et al., 2015). Una vez absorbido el liquido,
sobre el agar se dispusieron gotas de 10 pL de la solucién con AgNPs a distintas concen-
traciones por triplicado (8 diluciones seriadas de 1:2) y de los controles por duplicado
(Mohammadzadeh et al., 2012). Las gotas estaban ubicadas de forma equidistante en la
caja, donde una vez secas, las cajas se incubaron a 37 °C por 24 horas. En los ensayos don-
de se observaron halos de inhibicion, se realizo el correspondiente registro fotografico y
se midieron los halos mediante el programa Image] (Ortiz, 2019). La CMI se determiné
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como la concentracién mas baja de AgNPs evaluada; alli se observo un halo de inhibicion
de crecimiento (CLSI, 2012).

Caracterizacion de posible mecanismo de accién AgNPs
sobre los microorganismos

A partir de los ensayos de sensibilidad se evalué el posible mecanismo de accién de las
AgNPs sobre los microorganismos. De los halos de inhibicién de crecimiento obtenidos
en la evaluacién de sensibilidad a las AgNPs, se tomd una muestra que se tiid por tin-
cién de Gram para verificar en un microscopio Optico la presencia de restos celulares y
medirla en el AFM, para observar el posible mecanismo de accion de las AgNPs sobre los
microorganismos, su estado e integridad (Rolim ef al., 2019).

Analisis estadisticos

Las distintas concentraciones de AgNPs evaluadas se realizaron por duplicado o por tri-
plicado, segin los distintos métodos de siembra evaluados y la disponibilidad de medios,
con el fin de obtener un valor de media * desviacion estandar de cada prueba (Rao ef al.,
2020). En cada conjunto de datos se realizaron pruebas del supuesto de normalidad (Sha-
piro-Wilk), el supuesto de autocorrelacion (Durbin-Watson) y del supuesto de homoce-
dasticidad (Breusch-Pagan), con un nivel de significancia de a= 0,05, para indicar la dis-
tribucion de los datos y qué pruebas estadisticas realizar (paramétricas o no paramétricas).

Como pruebas paramétricas se usaron analisis de varianza (ANOVA) y un test de Tukey;
para no paramétricas, Kruskal-Wallis y el test de Dunn. Ambos conjuntos de pruebas se
hicieron para encontrar diferencias estadisticamente significativas, usando el programa
RStudio. Adicionalmente, se realizaron boxplots para visualizar y comparar los resultados
(Liao et al., 2019).

Resultados y discusion

Caracterizacién de AgNPs

En el barrido espectral realizado a las AgNPs, se observaron dos picos de absorcién, uno
a 212 nm (Abs=0,422) y otro a 390 nm (Abs=0,481), indicando la posible presencia
de dos clases de AgNPs. Sin embargo, el pico de absorbancia de 212 nm también puede
corresponder a AgNO,, que no reacciond, pues, segiin Sileikaité et al. (2009), el nitrato
presenta longitudes de onda mas cortas, generalmente desde 225 nm hasta 275 nm. Mien-
tras que el pico de absorbancia de 390 nm corresponde a las AgNPs, pues la resonancia
de plasmon superficial localizada (SPR, por sus siglas en inglés), estd bien definida para la
plata, con longitudes de onda entre 400 nm y 450 nm (Palencia et al., 2019).

El barrido espectral es una técnica simple para inferir tamafnos de AgNPs, pero que puede
verse afectada por la agregacion de AgNPs (Sikder ef al., 2018), por lo que es importante
corroborar con otra técnica. Este barrido se basa en el principio de SPR, que depende del
tamafio, forma y propiedades dieléctricas de la particula y de su entorno (Sileikaité ef al.,
2009). Segtn Palencia et al. (2019), la SPR se produce por oscilaciones colectivas de los
electrones en la superficie de AgNPs y la caracteristica especial de las nanoparticulas es
que sus oscilaciones estan localizadas en una pequena region.
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Para corroborar los resultados del barrido espectral se midieron en el DLS las AgNPs
preparadas para las 5 réplicas del método modificado de Kirby-Bauer con microgotas,
encontrando tamafios entre 10 y 61 nm, con concentraciones entre 14,9 y 46,9 png/mlL.
Las AgINPs presentaron un indice de polidispersion (PDI) de 0,19, indicando monodis-
persidad (Yadav et al., 2019).

Sin embargo, a pesar de conocer el tamafio aproximado, con el DLS se desconocen las
formas de las AgNPs, y existe la posibilidad de que el equipo detecte particulas con di-
mensiones diferentes, que no sean esféricas, de un mismo tamano de particula. Por ello se
realizé la medicién en AFM. En la figura 1 (A y B) se observan las imigenes obtenidas. Se
pudo confirmar que estas tenian forma esférica y que sus tamafos eran similares a los re-
portados por el DLS. Es importante considerar que las mediciones en AFM pueden verse
sesgadas por precipitados de sal de AgNO,, de ahi la importancia de realizar los lavados en
la centrifuga antes de su medicioén (Sikder ef al., 2018). El tamafio y forma de las AgNPs
son de gran importancia en sus capacidades antimicrobianas, donde se reporta que AgNPs
pequeiias (€10 nm) y esféricas presentan mejor actividad antimicrobiana, en comparacién
de tamanos grandes o formas triangulares (Agnihotri et al., 2014).

34.7 nm
30.0
25.0
. 20.0
15.0
10.0
A 100 nm gg ;

Figura 1. Imagenes de AgNPs en AFM analizadas con el software Gwyddion, de la muestra

35 nm

0 nm

inmovilizada, con tamarfio de 0,60 x 0,60 pm y una escala de 100 nm. A: HeightRetrace.
B: HeightRetrace 3D.
Fuente: elaboracién propia.

Con el método de sintesis quimica se buscaba realizar una reduccién de la Ag" a Ag”
y formar AgNPs (Mapara et al., 2015). Las AgNPs se componen en su mayoria de Ag’,
que se oxida lentamente a Ag', por lo que la oxigenacién por 30 minutos promovié una
rapida oxidacién (Xiu et al.,2011), asi como la formacién de una delgada capa de 6xido
de plata sobre las AgNPs, que libera mas Ag" (Grillet et al., 2013). Se considera que la
capacidad antimicrobiana de las AgNPs se debe a la liberacién de Ag' y a la interaccién
directa de las AgNPs con las envolturas de los microorganismos (Palencia ef al., 2019). Xiu
et al. (2011) comprobaron que la interaccién de las AgNPs con las bacterias se dificulta
més por su tamafio (35,4 nm) en comparacién con los tamafios pequefios de los iones Ag”
(0,26 nm). Los iones Ag" han demostrado tener una mayor toxicidad, debido a mecanis-
mos como su unién a los grupos tiol de las proteinas (lo cual altera su funcionamiento),
afectacion en la permeabilidad de la membrana, que provoca muerte celular y estrés oxi-
dativo por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Xiu et al., 2011).
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Las AgNPs recién sintetizadas presentaban un color amarillo-anaranjado, que indica la
formacién de AgNPs en la solucidén (Agnihotri et al., 2014). Después de oxigenadas, cam-
biaron a una coloracién un poco mas oscura, de amarillo a café rojizo, un cambio normal
con el aumento del tiempo, pues indica el aumento de la relaciéon Ag" por cada AgNPs
(Mapara et al., 2015). Entre 2 y 5 horas después las AgNPs tenian un color negro, como
producto de una reduccién de Ag" en las AgNPs (Jalal et al., 2018) y de la completa oxida-
cién de la superficie de las AgNPs, que impide la liberacién de iones Ag™ (Xiu et al.,2011).

Las AgNPs sintetizadas en condiciones de luz solar no presentaron efecto antimicrobia-
no, pues la luz solar y el tiempo hacen que se forme una capa de 6xido gruesa sobre las
AgNPs. La plata es altamente fotosensible: la parte azul UV de la luz causa la fototranstor-
macién de las AgNPs y su oxidacidn en pocas horas (fotoenvejecimiento) (Grillet et al.,
2013). Por ejemplo, el estudio realizado por Ivanova y Zamborini (2010) demostrd que
AgNPs de tamafios pequenos (8-12 nm) se oxidan mas rapido y completamente en 20
horas, en comparacién de tamafnos grandes (35 nm), por su relacién superficie/volumen,
que, al ser mayor en las AgNPs pequenas, causa que se oxiden mas rapido.

Determinacién del efecto del medio de cultivo en la sensibilidad
de los microorganismos patégenos frente a las AgNPs

Se usaron distintas técnicas de cultivo y medios:

* El primero en ser evaluado fue el método de macrodilucién, con una curva de calibra-
cién de McFarland (r*=0,9915) usando caldo Luria-Bertani y dos réplicas (CLSI, 2021).
Ambas réplicas con AgNPs sintetizadas en luz solar, dias antes y disueltas en el medio, no
generaron inhibicidn del crecimiento.

e Elsegundo método evaluado fue la modificacién de Kirby-Bauer, realizando pozos en
agar nutritivo, usando AgNPs sintetizadas dias antes con dos réplicas, que presentaron
halos de inhibicién de crecimiento inferiores a 1 mm.

e El tercer método evaluado fue el de discos, con dos réplicas con AgNPs sintetizadas
dias antes y crema de sulfadiazina de plata sobre agar nutritivo y sabouraud; no presen-
t6 halos de inhibicién superiores a Tmm.

e El cuarto método evaluado fue la modificacién de Kirby-Bauer con microgotas y
dos réplicas. La réplica 1 con frotis de AgNPs sintetizadas dias antes sobre agar nutri-
tivo y microgotas de microorganismo no presenté inhibicién del crecimiento. En la
réplica 2 con AgNO, en suspension se encontrd que si inhibi6 el crecimiento de los
tres microorganismos en el medio Mueller-Hinton y sabouraud, pero su efectividad
disminuia en agar nutritivo.

También se determind que cuando se hacia un frotis del nitrato sobre el medio, este no

se absorbia de forma homogénea sobre la superficie, permitiendo el crecimiento mi-

crobiano en algunas zonas. Asi como que los discos presentaron la menor inhibicién en

comparacién de las microgotas.

Seguin estos resultados, las AgNPs sintetizadas dias antes probablemente se vieron afecta-
das por el tiempo, que formo una capa de 6xido que, por una parte, impidi6 la liberacién
de Ag” y el contacto directo con los microorganismos y, por otra, permiti6 la agregacion
entre AgNPs (Xiu ef al.,2011). También fue posible determinar que el método y medios
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de cultivo mis efectivos fue la modificacién de Kirby-Bauer con microgotas, realizando
un frotis de los microorganismos sobre agar Mueller-Hinton y sabouraud, posicionando
gotas de 10 pL de AgNPs, pues gotas de 20 pL pierden la forma circular. Las guias del
CLSI también sugieren el uso de agar o caldo Mueller-Hinton cuando se realizan pruebas
de sensibilidad a antimicrobianos en bacterias (CLSI, 2012, 2021).

El efecto del medio de cultivo sobre la efectividad antimicrobiana de las AgNPs se ha
evaluado con anterioridad, como el estudio de Gharpure et al. (2019) con S. aureus y
E. coli en agar Mueller-Hinton, nutritivo y Luria-Bertani, que no encontrd actividad
antibacteriana en ninguno de los medios. Por otro lado, Kirtiwar et al. (2019) hallaron un
efecto antibacteriano mas efectivo con agar nutritivo y Luria-Bertani, en comparacioén
con el de Mueller-Hinton. En el caso de C. albicans, también se han reportado medios
mas efectivos para evaluar la capacidad antimicrobiana de AgNPs, como en el estudio de
Kim et al. (2012), que indicaron una inhibicién mas significativa con agar papa dextrosa
(PDA), en comparacién de agar extracto de malta (MEA) y agar harina de maiz (CMA).
También se ha reportado la efectividad de las AgNPs frente a este hongo usando agar
sabouraud (Vinh et al.,2010). Esto nos indica que las distintas caracteristicas de las AgNPs
usadas en distintos estudios requieren el uso de medios distintos a pesar de evaluar los
Mmismos MiCroorganismos.

La efectividad antimicrobiana de las AgNPs se ve afectada por su solubilidad y velocidad
de difusién en medio, la composiciéon quimica del medio y sus concentraciones, la fase
de crecimiento del microorganismo, la concentracién bacteriana y su estado metabdlico
(Kirtiwar et al., 2019). La presencia de cloruro de sodio (NaCl) en el medio afecta la
actividad antibacteriana de las AgNPs, alterando la estabilidad coloidal de las AgNPs y
promoviendo su agregacién, impidiendo la interaccidon de las cargas de AgNPs con las
membranas de los microorganismos (Bélteky er al., 2019). Ademas, el cloro induce su
precipitacion (Xiu et al., 2011). Esto también explica la mayor efectividad en este estudio
del agar Mueller-Hinton, pues no contiene NaCl.

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria

Los principales resultados del didmetro de los halos de inhibicién del crecimiento de los
microorganismos se presentan en la tabla 1. Al evaluar AgNO, y AgNO,(Oxi), control de
ampicilina para S. aureus y AgNPs con AgNPs(Oxi), se encontrd que, de estos tltimos
dos, solo se presenta la menor dilucién y concentracidon que presentd halos de inhibicion
significativos. Se encontr6 que tanto las AgNPs como el AgNO, tuvieron un efecto an-
timicrobiano sobre las cepas bacterianas, mientras que para la levadura solo funcioné el
AgNO,.
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Tabla 1. Resultados de la inhibicion por el método modificado de Kirby-Bauer de microgotas

Didametro zona Concentracién

Microorganismo Réplica

E. coli

S. aureus

C. albicans

CAmp: control ampicilina. NA: no aplica.

5

Fuente: elaboracién propia.

antii?:;tiano de inhibicién  de plata (pg/ TG(:I;I;;IO
(mm) (X=SD) mlL)

AgNO, 33,32+11,71 2675 NA
AgNO,(Oxi) 21,22+3,08 2675 NA
AgNPs 21,74+9,01 46,9 61
AgNPs(0xi) 26,27+4,93 46,9 61
AgNPs(Oxi) (3) 13,10£9,27 4,89 37
AgNPs 19,21+8,08 19,6 37
AgNPs 12,54+0,25 16,5 37
AgNPs(0xi) (1) 13,15+1,33 16,5 37
AgNO, 21,72 2675 NA
AgNO,(Oxi) 19,22 2675 NA
AgNPs(0xi) (3) 24,20 3,74 32
AgNO, 36,22+5,56 2675 NA
AgNO,(Oxi) 48,51+2,63 2675 NA
AgNO, 18,58+3,26 2675 NA
AgNO,(0xi) 43,91+6,98 2675 NA
AgNPs 13,60+3,26 46,9 61
AgNPs(Oxi) 15,90+0,83 46,9 61
Camp 24,49+3,58 10 NA
AgNPs(0xi) (3) 17,99:2,11 4,89 37
AgNPs 18,54+6,70 19,6 37
Camp 25,71£17,26 10 NA
AgNPs 11,11+0,21 16,5 37
AgNPs(0xi) (4,5) 20,84+1,24 1,55 37
AgNO, 18,42 2675 NA
AgNO,(Oxi) 16,25 2675 NA
Camp 41,90+0,97 10 NA
AgNPs(0xi) (3) 24,98 3,74 32
CAmp 15,90 10 NA
AgNPs(0xi) (12) 21,95:12,75 1 10
AgNPs 31,97+18,72 29 10
AgNO, 39,12+4,43 2675 NA
AgNO,(Oxi) 39,16+4,69 2675 NA
CAmp 24,95+1,86 10 NA
AgNO, 13,10+1,75 2675 NA
AgNO,(Oxi) 11,35+1,02 2675 NA
AgNO, 15,43+4,73 2675 NA
AgNO,(Oxi) 13,80+3,08 2675 NA
AgNO, 26,86+1,44 2675 NA
AgNO,(Oxi) 35,94+8,50 2675 NA
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Como se observa en la tabla 1,1a CMI de AgNPs(Oxi) de E. coli resistente a ampicilina,
en comparacién de los controles negativos, fue 3,74 pg/mL con tamaifios de 32 nm vy for-
mas esféricas. Sin embargo, como se muestra en la figura 2, no se encontrd una diferencia
significativa entre las AgNPs y AgNPs (Oxi) (Kruskal-Wallis; p=0,854), pero si se presen-
taron diferencias significativas entre AgNO, y AgNO, (Oxi) (Kruskal-Wallis; p=0,045),

siendo mayor en los oxigenados generalmente.

Se presentaron diferencias significativas (ANOVA; p=9,9x1071% entre las soluciones de
nitrato con las de nanoparticulas, siendo mayores los halos de inhibicidn en el nitrato. Este
mayor efecto del nitrato puede deberse a sus mecanismos de accién y a la alta concentra-
cién que se evalud en este estudio (2675 pg/mL), en comparaciéon con las AgNPs, cuya
mayor concentraciéon evaluada fue 46,9 pg/mL. Probablemente la réplica 5 de AgNPs
no inhibid el crecimiento de esta bacteria gramnegativa, debido a que la solucién de
AgNPs se habia preparado cinco horas antes, lo que ocasiond que ya estuviera oxidada al

momento de su uso.
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Figura 2. Boxplot de los didmetros de halos de inhibicion (eje Y) en las 5 réplicas (eje X) de E. coli,
realizados en RStudio.
Fuente: elaboracién propia.

Al comparar el CMI obtenido de E. coli con lo reportado en la literatura, los valores
varfan entre estudios, debido a las caracteristicas tnicas de cada AgNPs sintetizada en
cada estudio. Algunos ejemplos de los datos de tamaiio de AgNPs y CMI encontrados en
E. colison:32 nm y 0,11 pg/mL (Ebrahimzadeh et al., 2020), 40 nm y 50 pg/mL (Lopez
et al.,2020),11,9 nm y 4,79 pg/mL (Pansara et al.,2019),59,5 nm y 5 pg/mL (Rao et al.,
2020),9,67 nmy 1,56 pg/mL (Rolim ef al.,2019),3 nm y 3,04 pg/mL (Wan et al., 2016),
y3nmy 110 pg/mL (Krce ef al., 2020). Estos resultados coinciden en que la CMI de esta
bacteria usualmente se encuentra en concentraciones bajas, entre 0,11 y 110 pg/mL, con
tamafios medios de AgNPs entre 3 y 60 nm.

Para S. aureus, segin la tabla 1, los valores de halos de inhibicién del control con ampicili-
na (10 pg/mL) coinciden con los indicados por el CLSI, entre 27 y 35 mm (CLSI, 2021).
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El valor del CMI de las AgNPs de esta bacteria grampositiva, después de compararlo con

sus controles, fue de 1 pg/mL, con tamano de 10 nm y forma esférica. Este resultado nos

indica un efecto del tamano de las AgNPs, que indica que a menor tamano de nanopar-
ticula mas alta es su actividad antibacteriana (Mapara et al., 2015). Como se observa en

la figura 3, se presentaron diferencias entre las réplicas de AgNO, y AgNO, (Oxi) (Krus-
kal-Wallis; p=0,045), asi como una mayor inhibicién del nitrato en comparacién con las

AgNPs (Kruskal-Wallis; p=9,8x107'%), debido a su alta concentracién y, por ende, mayor
cantidad de Ag" que interactuaba con la bacteria. Se encontraron diferencias entre las

AgNPs y AgNPs (Oxi) (Kruskal-Wallis; p=3,5x 10°%), siendo mayor el halo de inhibicién
en las oxigenadas.
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Figura 3. Boxplot de los didmetros de halos de inhibicion (eje Y) en las 5 réplicas (eje X) de
S. aureus, realizados en RStudio.
Fuente: elaboracién propia.

En la figura 4 (A, B y C) se presentan las diferencias en los halos de inhibicién de AgNPs,
AgNPs (Oxi) y AgNO, de S. aureus, que concuerdan con lo obtenido en la figura 3. Los
resultados de CMI de S. aureus son similares a los reportados en la literatura. Algunos de
los datos reportados para esta bacteria en tamafio de AgNPs y CMI son: 32 nmy 0,11 pg/
mL (Ebrahimzadeh et al., 2020), 11,9 nm y 9,57 pg/mL (Pansara et al., 2019), 9,67 nm
y 1,56 pg/mL (Rolim et al., 2019), 3 nm y 6,08 ng/mL (Wan et al., 2016), 8 nm y 100
pg/mL (Hug, 2020), 10 nm y 12,5 pg/mL (Manipriya ef al., 2018) y 5 nm y 16,49 ng/
mL (Quintero et al., 2020). Estos resultados coinciden en que la CMI de esta bacteria
usualmente se encuentra a concentraciones bajas, entre 0,11 y 100 pg/mL, con tamafos
medios de AgNPs entre 3 y 60 nm.
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Figura 4. Cajas de petri con halos de inhibicién. A: S. aureus con 4 gotas de AgNPs. B: S. aureus
con 4 gotas de AgNPs (Oxi). C: S. aureus con 4 gotas de AgNO.,.
Fuente: elaboracién propia.

Tanto los valores reportados en la literatura como los resultados obtenidos en este estu-
dio indican que las concentraciones inhibitorias de crecimiento de las AgNPs pueden
variar entre estudios, incluso teniendo el mismo tamano. Segtn Kirtiwar et al. (2019), la
actividad antibacteriana de las AgNPs depende de la concentracién, pues aumenta la con-
centracién de iones Ag” que interacttian con la bacteria. Los datos del CMI reportados
en otros articulos difieren con los obtenidos aqui, pues diversos factores varian, como la
concentracién microbiana inicial, las cepas microbianas y la composiciéon de los medios
de cultivo.Y las caracteristicas de las AgNPs pueden ser diferentes en tamafio, forma y
agente de recubrimiento (Agnihotri et al.,2014). Como se observo en este estudio, a pesar
de seguir el mismo método de sintesis de AgNPs en las 5 réplicas, cada una presentaba una
concentracién inicial y tamafios distintos (tabla 1), teniendo un mayor efecto antibacte-
riano las AgNPs de menor tamafo y menor concentracion.

Seglin se reporta en la literatura, los mecanismos de accion de las AgNPs y AgNO, y sus
iones Ag" sobre los microorganismos, tanto bacterias como levadura, son similares. Causan
efectos directos sobre la pared y membranas celulares, lo que altera la integridad de la
membrana (poros, agujeros y pliegues), a través de los cuales ingresan a la célula, de forma
que promueven la desnaturalizacién de biomoléculas (enzimas o proteinas), disolucién
del citoplasma y dafio del material genético (Hamida ef al., 2021), asi como interferen-
cia con la via de senalizacién del crecimiento bacteriano al modular la fosforilacion de
tirosina, afectando la viabilidad y division celular, interrumpiendo la reaccién en cadena
respiratoria, uniéndose a los grupos de azufre y fosforo del ADN, alterando la absorcion
de nutrientes y el transporte de electrones al bloquear los canales o disolviendo iones Ag”
en el citoplasma, causando un efecto antibacteriano (Liao et al.,2019). Se ha comprobado
que alteran la permeabilidad de la membrana, pues hacen que aumenten los niveles de
la enzima LDH, que se libera de las células cuando se rompe su membrana. Promueven
un desequilibrio metabolico, al interactuar con ATPasas y solo las AgNPs promueven la
generacion en gran medida de ROS (Hamida et al., 2021). Los AgNO, y sus iones Ag"
acttan diferente a las AgNPs cuando generan conglomeracién del ADN bacteriano y sus
danos son mas severos en algunas partes de las paredes celulares bacterianas (Hamida et
al., 2021). Esta mayor letalidad de los AgNO, se debe a sus iones Ag" sobre la envoltura
celular, que causan muerte celular, ademas, como agente fungicida provoca mayores re-
ducciones en los niveles de ATPasas (Hamida ef al., 2021).

De acuerdo con nuestros resultados, el efecto antibacteriano que presentaron las AgNPs
fue mas pronunciado en S. aureus, debido probablemente a su mayor sensibilidad a anti-
bidticos, en comparacion de E. coli resistente a ampicilina. Sin embargo, en la literatura
se indica un efecto mas pronunciado de las AgNPs sobre bacterias gramnegativas en
comparacidén de grampositivas, debido a diferencias en la estructura de la pared celular
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(Abbaszadegan et al., 2015). Las bacterias grampositivas presentan una pared gruesa de

péptidoglicano, mientras que las bacterias gramnegativas tienen una delgada capa de pép-
tidoglicano y una membrana exterior compuesta de lipidos, donde las cargas positivas Ag”
de las AgNPs se adhieren a la pared externa bacteriana cargada negativamente (Abbasza-
degan et al., 2015). La actividad antibacteriana de las AgNPs encontrada en este estudio

da la posibilidad de evaluar en futuros estudios su uso como desinfectantes y aplicarlas en

areas hospitalarias, evaluindolas sobre otras especies de bacterias catalogadas como intra-
hospitalarias, con el objetivo de reducir las tasas de infeccion ocasionadas por organismos

resistentes a antimicrobianos (Almatroudi, 2020).

Por otro lado, en la figura 5 y tabla 1, C. albicans en las 5 réplicas no present6 inhibicion
de AgNPs ni AgNPs (Oxi). No present6 diferencias significativas ente el uso de AgNO, y
AgNO,(Oxi) (Kruskal-Wallis; p=0,529), pero si diferencias entre el halo de inhibicion de
AgNO,(Oxi) de las réplicas 1y 5 (Test de Dunn; p=0,021), siendo mayor en esta Gltima.
Esta diferencia en el tamafio de halos, aun cuando la concentracién usada de AgNO, en
todas las réplicas fue de 2675 pg/mL, indican que los halos de inhibicién pueden variar
en didmetro incluso cuando se usa la misma concentracion.
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Figura 5. Boxplot de los didmetros de halos de inhibicién (eje Y) en las 5 réplicas (eje X) de C.
albicans, realizados en RStudio.
Fuente: elaboracién propia.

A pesar de que las AgNPs evaluadas en este estudio no presentaron un efecto antitingico
sobre el hongo, en la literatura se reporta la inhibicion de la filamentacién de esta levadura
usando AgNPs mas grandes (213-238 nm) y en mayores concentraciones (275-150 ug/
mL), como reportan (Gémez et al.,2021). Los mecanismos de acciéon de AgNPs frente a
C. albicans implican dafos y cambios de permeabilizaciéon en membrana y pared celular
por la liberacién de iones Ag" (Gémez et al., 2021). Sin embargo, también se reportan
capacidades inhibitorias de crecimiento de Candida con concentraciones y tamafios de
AgNPs similares a las usadas en este estudio, como 5 pg/mL-40 pg/mL esféricos de 10-
30 nm. Existe una correlacion positiva entre el efecto inhibitorio y la concentracion,
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donde los niveles de ROS endbgenos aumentaban a medida que aumentaba la concen-

traciéon de AgNPs (Radhakrishnan et al., 2018).

La actividad antifingica de las AgNPs se da por su capacidad de afectar multiples dianas
celulares, entre las que se incluyen la induccién apoptosis distuncional mitocondrial al
aumentar el estrés oxidativo (generacién de ROS) y alteraciones de la membrana y pared
celular (estado fisico, composicion de lipidos, acidos grasos saturados e insaturados y des-
estabilizacion de funciones de la membrana). Aunque se sigue dando el crecimiento nor-
mal de las yemas, su ciclo celular estd parcialmente inhibido (Radhakrishnan ef al., 2018).
Los mecanismos letales de AgNPs contra C. albicans son la alta produccion de ROS (es-
trés oxidativo extenso), mientras que los mecanismos letales del AgNO, se relacionan con
la alteracion de la envoltura celular, por un fenémeno donde la levadura sintetiza AgNPs
como estrategia de defensa para desintoxicar los iones de plata de AgNO,. Sin embargo,
estos AgNPs producidos terminan matando las células fungicas (Hamida et al., 2021).

Caracterizaciéon de posible mecanismo de accién de las AgNPs
sobre los microorganismos

La muestra de los halos de inhibicién de crecimiento obtenidos de S. aureus en la réplica
4, usando AgNPs, se observo en el AFM (figura 6, A y B). Donde se pueden observar los
posibles restos celulares de la bacteria recubierta por pequenias AgNPs. Al medir estas
AgNPs se encontraron los siguientes tamanos: 2,02 nm, 5,72 nm, 19,62 nm, 23,46 nm
y 36,98 nm. Debido a que estas nanoparticulas se encontraban aparentemente sobre la
envoltura celular de la bacteria y estas eran de tamafo pequefio, se cree que el posible
mecanismo de accion fue uniéndose a la pared celular, a la cual le hacia perforaciones.
Esto ocasionaba que el contenido citoplasmatico saliera y, en consecuencia, que ocurriera
muerte celular (Quintero ef al., 2020). A ello se debe esa apariencia blanda y con forma
mal definida en la bacteria (figura 6, B).

033 _]

A.

Figura 6. Imégenes del AFM analizadas con el software Gwyddion, con tamafio de 8,2x85,7 pm y
escala de 2 pm. A: HeightRetrace. B: HeightRetrace 3D.
Fuente: elaboracién propia.
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Conclusiones

Este estudio logré determinar que el método mas efectivo de sintesis quimica de AgNPs
se debe hacer en la oscuridad, oxigeniandolas y usandolas en un periodo no superior a 2
horas, para que no pierdan su efectividad antimicrobiana. Las condiciones de sensibilidad
de los microorganismos a las AgNPs, que permitieron obtener un efecto antibacteriano
en las cepas bacterianas, fue mediante el uso de agar Mueller-Hinton y la técnica mo-
dificada de Kirby-Bauer con microgotas de 10 pg/mL de AgNPs esféricas con tamafos
entre 10 nm y 32 nm. Asi se encontrd que E. coli resistente a ampicilina y S. aureus fueron
sensibles al uso de AgNPs, con valores de CMI de 3,74 pg/mL y 1 pg/mL, respectiva-
mente. El hongo C. albicans no present6 actividad antimicrobiana por las AgNPs, pero si
fue sensible al AgNO, evaluado como control.

Si hay un efecto antimicrobiano in vitro de las AgNPs sobre las bacterias patogenas S. au-
reus'y E. coli resistente a ampicilina, pero no sobre el hongo C. albicans. Este efecto anti-
bacteriano depende de las caracteristicas de las AgNPs por el método de sintesis, asi como
de las condiciones de siembra de los microorganismos y el medio de cultivo utilizado.
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