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RESUMEN

TITULO:ESTUDIO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE NANOPAR TICULAS DE PLATA
SOBRE Escherichia coli y Staphylococcus aureus?”

AUTOR: PAREDES GUERRERO Daissy Julieth ™

PALABRAS CLAVE: Concentracion Minima Inhibitoria, Nanoparticulas de plata (AgNPs),
Actividad Antibacteriana.

DESCRIPCION

En esta tesis se realizé la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) por reducciéon quimica
empleando tres tipos de agentes reductores: cisteina, aniones citrato e hidracina. Las AgNPs se
caracterizaron mediante microscopia de transmision electrénica (TEM), dispersion de luz en modo
dinamico (DLS), espectrofotometria UV-VIS y por medicion de potencial zeta. Las AgNPs
sintetizadas fueron en general esféricas, con tamafios en torno a 50 nm y con carga neta cero.
Posteriormente, se determind la actividad antimicrobiano in vitro de las AgNPssobre Escherichia
coli O157:H7 y Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) por medio del método de
microdilucién y difusion de disco, determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
bactericida (CMB) de las AgNPs sintetizadas.

Adicionalmente, se evalué el efecto sinérgico ente las AgNPs sintetizadas y cuatro antibiéticos con
diferentes mecanismos de accién antimicrobiana: Ampicilina, Kanamicina, Eritromicina y
Ofloxacina, utilizando para ello un disefio experimental de Plackett-Burman.Las AgNPs sintetizadas
exhibieron tanto actividad bacteriostatica como bactericida frente a las cepas patdgenas
estudiadas, alcanzando valores de CMI y CMB de 0,25 y 1 pg/mL, respectivamente. Por otro lado,
el uso combinado de AgNPs con los antibiéticos kanamicina y eritromicina mostré un efecto
antimicrobiano sinérgico sobreE.coliO157:H7 y S.aureus resistente a medicina.

Estos resultados demuestran el potencial de las AgNPs sintetizadas por reduccién quimica como
agentes antibacterianos contra bacterias patégenas in vitroy el sinergismo que puede ser logrado
cuando son usadas como compuestos antimicrobianos con antibiéticos de amplio espectro
contrabacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

“Proyecto de grado

U Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director:
Rodrigo Torres S&ez. Facultad de Salud. Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico.
Codirectora: Claudia Ortiz Lépez.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE ANTIBACTERIAL EFFECT OF SILVER NANOPARTICLES
ONEscherichia coli y Staphylococcus aureus?”

AUTHOR: PAREDES GUERRERO Daissy ™
Keywords: Minimum Inhibitory concentration, Silver Nanoparticles (AgNPs), Antibacterial Activity.
DESCRIPTION

In this thesis, silver nanoparticles synthesis (AgNPs) was carried out by chemical reduction using
three different types of reducing agents: cysteine, citrate anions and hydrazine. AgNPs were
characterized by transmission electron microscopy (TEM) dynamic light scattering (DLS), UV-Vis
spectrophotometry and by Zeta potential measurements.

Synthesized AgNPs were in general spherical, with sizes around 50 nm and with zero net charge.
Subsequently, in vitro antimicrobial activity of AQNPs was determined on Escherichia coli O157:H7
and Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) by using of micro dilution and disc
diffusion methods, determining minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericide
concentration (MBC) of synthesized AgNPs.

Additionally, synergic effect among AgNPs and four antibiotics with different mechanisms of
antimicrobial action: ampicillin, kanamycin, erythromycin and ofloxacin, using for this aim a Plackett-
Burman experimental design. Synthesized AgNPs exhibited both bacteriostatic and bactericide
activity against pathogenic strains studied, showing its great potential as antibacterial agents, and
achieving CMI and CMB values of 0.25 and 1 pug/mL, respectively. Finally, combined use of AgNPs
and antibiotics kanamycin and erythromycin showed a synergic antimicrobial effect against
E.coliO157:H7 and methicillin resistant S.aureus.

These results demonstrate the potential of AQNPs synthesized by chemical reduction as in vitro
antibacterial agents against pathogenic bacteria, and synergism that can be obtained when they are
used as antimicrobial compounds with broad-spectrum antibiotics against both Gram-positive and
Gram-negative bacteria.

“Project Grade

U Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director:
Rodrigo Torres S&ez. Facultad de Salud. Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico.
Codirectora: Claudia Ortiz Lépez
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INTRODUCCION

La nanotecnologia ha tenido un amplio desarrollo en las dltimas décadas en la
fisico-quimica y sus areas afines. Es por ello que han surgido numerosas formas
de obtencion de nanomateriales con fines y aplicaciones en diversos campos, lo
cual ha sido posible gracias al descubrimiento de que las propiedades
fisicoquimicas de los materiales cambian drasticamente a medida que su tamafio
se reduce hasta la escala nano. Entre los nanomateriales obtenidos, se destacan
las nanoparticulas de plata, debido a que tienenla capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano. Su principal aplicacion se ha centradoen el area de la
salud,siendo utilizado en el recubrimiento de materiales dentales, protesis,
catéteres, injertos vasculares y tratamiento topico de quemaduras (Dibrov et al.,
2002). Ademas, se han utilizado en otros campos de aplicaciébn, como monitoreo
del medio ambiente, catalisis, tratamiento ambiental, electronica, Optica, fotdnica y
en la deteccidén de espectroscopia Raman mejorada por superficie (Kreibig et al.,
1995; Sharma et al., 2009).

Para cada aplicacion, las nanoparticulas requieren unas caracteristicas
especificas que definiran las propiedades fisicas y quimicas, tales como el tamafio
y distribucién, forma, y carga superficial, entre otras. Uno de los desafios en
sintesis de estos materiales es la obtencién de nanoparticulas con forma y tamafio
homogéneo. Para ello se modifican condiciones de reaccion tales como
concentracion de reactivos, adicion de agentes estabilizantes, tiempo de reaccion,

temperatura y agitacion(Maturana, 2009).

La estandarizacion del proceso de sintesis de las nanoparticulas es un aspecto
muy importante, ya que se ha establecido que las propiedades antibacterianas
estan estrechamente relacionadas con el tamafio y carga superficial. Si se

manejan adecuadamente estas propiedades, las nanoparticulas de plata podrian
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tener un enorme potencial como agentes antibacterianos (Salopek-Sondi, 2004;
Morones et al., 2005; Panacek et al.,2006).

Desde el punto de vista biomédico, las nanoparticulas de plata se presentan como
una alternativa para el uso indiscriminado de antibiéticos, a los que una gran
variedad de microorganismos han desarrollado una amplia resistencia. Por tal
razon, se ha incentivado la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos mas
eficaces que los antibioticos actuales, de tal forma que presenten baja

citotoxicidad y que se puedan sintetizar de manera sencilla (Rai et al., 2009).

El presente trabajo describe el desarrollo de nanoparticulas de plata mediante
distintas metodologias de sintesis, incluyendo diferentes agentes reductores y
meétodos de agitacion. Posterior a la sintesis de nanoparticulas de plata, se evaluo
la actividad antibacteriana sobre las cepas patégenas Escherichia coli O157:H7 y
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina(SARM). Finalmente se estudio el
efecto sinérgico entre diferentes antibidticos (ampicilina, kanamicina, ofloxacina y
eritromicina) y las nanoparticulas de plata, utilizando un disefio experimental de

Plackett-Burman.
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1. MARCO DE REFERENCIA

1.1 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia ha sido definida como la comprension y el control de la materia
en dimensiones en torno a 1 y 100 nandmetros, donde el comportamiento Unico de
la mismapermite nuevas aplicaciones en diversos campos de la ciencia (Liu, 2006;
Gong et al., 2007; Atiyeh et al., 2007).

El término nanotecnologia fue acufiado por el profesor Norio Taniguchi en 1974
para describir laprecision en la fabricacionde los materiales aescala nanométrica.
Sin embargo, el concepto de nanotecnologia fue expuesto previamente por el
profesor Richard P. Feynman en su célebre discurso durante la reunion de la
Sociedad Americana de Fisica(Feyman, 1959; Rai et al., 2009).

El surgimiento y progreso de la hanotecnologia esta ligado al desarrollo de nuevos
nanomateriales que no solo se enfocan en la ciencia sino también en la
tecnologia. Los estudios en nanotecnologia involucran un amplio espectro de
areas de investigacion, desde actividades industriales hasta ciencias aplicadas.
Uno de los mayores adelantos en esta nueva ciencia es la produccion y aplicacion
de nanoparticulas a las ciencias biolégicas. En general, las nanoparticulas estan
definidas como particulas que se encuentran en un rango de 1-100 nm, formando
ramificaciones entre 20 y 15000 &tomos que presentan un comportamiento que se
debate entre la fisica clasica y la cuéntica (Rai et al., 2009; Liu, 2006).

Las nanoparticulas se pueden obtener a partir de diferentes materiales y en
diversas formas como esferas, barras, alambres y tubos (Ver figura 1 ).De igual
manera, es posible controlar las condiciones de reaccion y el método de sintesis
gue permita la obtencion de diversas estructuras nanométricas, entre

ellasnanoparticulas poliméricas, dendrimeros, nanoparticulas metélicas, liposomas
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yotros tipos de nanomateriales dependiendo en gran medida de la aplicacion
especifica para la cual se desee implementar (Yang et al., 2010).

Figura 1 Diferentes formas de AgNPs dependiente de la concentracion de CTAB

en la sintesis (Garcia-Barrasa et al., 2011).

ﬁ
ﬁ
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[AG(NH ). + ge Tollens
w
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1.2 NANOPARTICULAS DE PLATA

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el ser
humano en aplicaciones tan diversas como joyeria, utensilios, moneda, fotografia
o explosivos. De todos estos usos, uno de los mas importantes es su empleo
como agente desinfectante con fines higiénicos y médicos (Garcia-Barrasa et al.,
2011). Asi, ya desde la antigliedad, se empleaban vasijas de plata para almacenar

agua o vino ya que se consideraba que preservaba sus condiciones. También
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Hipdcrates, padre de la medicina moderna, describié el empleo de polvo de plata
para su aplicacion en la curacién de heridas y en el tratamiento de Ulceras. En los
siglos XVII y XVIII se empled nitrato de plata para el tratamiento de Ulceras y su
actividad antimicrobiana se estableci6 en el siglo XIX. Sin embargo, después de la
introduccion de los antibidticos en 1940 el uso de las sales de plata disminuyd.
Posteriormente, se han empleado sales y compuestos de plata en diferentes
campos biomédicos, especialmente en el tratamiento de quemaduras (Garcia-
Barrasa et al., 2011).

El renacimiento del interés en la plata y en las nanoparticulas de plata ha sido
motivado por la aparicion desenfrenada de bacterias resistentes a antibioticos y la
creciente prevalencia de las infecciones nosocomiales bacterianas. El uso de la
plata se ha visto seriamente limitado por la toxicidad de los iones de plata para los
seres humanos; sin embargo, la nanotecnologia ha permitido la produccion de
pequefas particulas de plata con una superficie cada vez mayor de area por
volumen, mayor eficacia contra las bacterias y, lo mas importante, menor toxicidad

para los seres humanos (Rai et al., 2009).

El gran potencial de las nanoparticulas de plata (AgNPs) se ve reflejado en las
multiples aplicaciones en diversas areas tanto de las ciencias puras y aplicadas
como en la industria.Las ventajas de la utilizacion de nanoparticulas se
fundamentan en que pueden exhibir tanto propiedades macro como
microscopicas, lo que le confiere caracteristicas Unicas. Se han propuesto como
materiales Utiles en la industria textil, electronica, y para monitoreo de aguas en
preservacion del medio ambiente. Asi mismo, las AgNPs han tenido auge en la
ingenieria médica, pues se han empleado como recubrimiento en sondas
uretrales, endoprotesis vasculares, tubos endotraqueales, dispositivos de dialisis
peritoneal, instrumentos quirdrgicos, entre otros (Yang et al., 2010; Chen y
Schluesener, 2008).
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1.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

La nanotecnologia y la quimica sintética moderna se han utilizado para
desarrollardiferentes métodos para la sintesis de AgNPs. Cada método tiene
suspropias ventajas y limitaciones.Los parametros que estan influenciados por el
método de sintesis incluyen el didmetro promedio de AgNPs y el tamafio, la
distribucién de tamafio, la forma, adicion de agentes estabilizantes, rendimiento de

la reaccion, quimica de la reaccion, y la presencia de impurezas.

Mediante el control de las condiciones experimentales (por ejemplo la
temperatura, la concentracion, la presencia de agentes estabilizantes), se puede
controlar la cinética de la reaccién de tal manera que los atomos de plata formen
agrupaciones de dimensiones nanomeétricas.Se ha publicado en la literatura una
impresionante variedad de métodos muy novedosos e ingeniosos para la sintesis
de AgNPs, aunque sélo unos pocos se han adaptado para la industria.La mayoria
de estos métodos quimicos y fisicos para la sintesis de AgNPs requieren la
adicion de agentes estabilizantes para las nanoparticulas en dispersion, o agentes
protectores, de recubrimiento o ligandos.La estrategia mas comun es la proteccion
de las nanoparticulas con agentes protectores que pueden ser absorbidos o unirse
a la superficie de las nanoparticulas, para asi evitar su aglomeracion (Oliveira et
al., 2005; Bai et al., 2007).

Reduccién quimica

La reduccion quimica es el método mas frecuentemente aplicado para la
preparacion de AgNPs como dispersiones estables, coloidales en agua o
disolventes orgéanicos. Inicialmente, la reduccion de varios complejos con iones
Ag* conduce a la formacion de atomos de plata (Ag®), la cual es seguida por la
asociacion en grupos oligomeéricos.Estos grupos pueden dar lugar a la formacion
de nanoparticulas coloidales de plata (Tao et al., 2006; Lee et al., 1982; Sondi et
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al., 2003).El mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la
reduccién de iones plata consta de dos etapas diferentes: nucleacién y crecimiento
(ver figura 2). El proceso de nucleacion requiere una energia de activacion alta,
mientras que el proceso de crecimiento requiere una baja energia de activacion. El
tamafio y la forma de las nanoparticulas dependera de las velocidades relativas de
estos procesos, que pueden ser controladas a través de la modificacién de los
parametros de reaccion, entre ellos: concentracion, temperatura, pH, poder
reductor, etc (Burda et al., 2005; Cushing et al., 2004, Liz-Marzan, 2004).

Figura 2 Mecanismo de formaciéon de AgNPs por medio de reduccién quimica

(Garcia-Barrasa et al., 2011).

NUCLEACION CRECIMIENTO
L-cisteina
AgNO3 ) —> —>
CTAB '

Atomos de

ata lib Nanoparticulas de
plata libres

plata

Fotorreduccion

La fotorreduccion iniciada por radiacion ultravioleta (UV) es un método simple y
efectivo para producir nanoparticulas de plata y de oro en la presencia de citrato, y
polivinilpirrolidona (PVP), poli acido acrilico (PAA) y coladgeno.La irradiacion
desintegra las AgNPs en tamafios mas pequefios con un Unico modo de
distribucion homogénea estable y de tamafio uniforme. Al realizar este tipo de
sintesis en presencia de iones citrato, la formacion de nanoparticulas de plata

depende fuertemente de la longitud de onda de excitacion que se aplique sobre la
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superficie de electrones oscilantes de las particulas metalicas (Maillard et al.,
2003; Abou et al., 2010).

Microemulsion

La sintesis de AgNPs en sistemas bifasicos acuosos-organicos se basa en la
separacion espacial inicial de los reactivos (precursor de metal y el agente
reductor) en dos fases inmiscibles.La velocidad de interaccion entre el precursor y
el agente reductor es controlada por la interfase entre los dos liquidos. Las AgNPs
formadas se estabilizan debido a que la superficie se recubre con moléculas
estabilizantes en el medio acuoso no polar, y es transferido al medio organico por
el transportador de la interfase, que generalmente consta de una sal cuaternaria

de alquilamonio (Krutyakov et al., 2008).

El método de microemulsién permite la preparacion de nanoparticulas de tamafio
uniforme y controlable. Sin embargo, a menudo se emplean disolventes organicos
altamente toxicos. Asi, grandes cantidades de surfactante y disolventes organicos
gue se afiaden al sistema, se deben separar y eliminar del producto final. La
ineficacia del método radica en los altos costos del proceso en las etapas de
separacion y purificacion de las AgNPs(Abou et al., 2010).

Biosintesis

Recientemente, se han usado métodos de biosintesis empleando métodos de
guimica verde que usan agentes reductores biolégicos naturales, tales como:
polisacéaridos, bacterias y extracto de hongos o plantas. Estas metodologias se
han convertido en una alternativa simple y viablea los procedimientos de sintesis

guimica mas compleja para obtener AgNPs (Abou et al., 2010).
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En estos metodosse afiade a un sobrenadante microbianola solucion de nitrato de
plata.En este caso, los agentes reductorespresentes en el sobrenadante
microbiano, tales como hidroquinonas, reducen la Ag® a AgNPs en condiciones
constantes (por ejemplo, temperatura).La desventaja de este método es la
necesidad de purificar la muestra y extraer las AgNPs del medio para que puedan
ser implementadas en aplicaciones médicas (Chaloupka et al., 2010).

1.4 PROPIEDADES DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

A escalanano, las particulas presentan diferentes propiedades fisicas, opticas,
guimicas y antimicrobianas,que difieren en gran medida a las propiedades que
presentan los mismos materiales pero enescala de milimetros o metros. Entre
estas propiedades se encuentran: incremento de la polarizabilidad optica, aumento
de la conductividad eléctrica, propiedades electromagnéticas y cataliticas, y
actividad antimicrobiana de amplio espectro. Generalmente, estas propiedades
dependen del material, tamafio y forma de las nanoparticulas (Leff et al., 1995; He
et al., 2004; Seney et al., 2009).

1.4.1 Opticas y fisicas. Debido a la escala nanométrica en la que se encuentran,
las nanoparticulastienen propiedadesque surgende los efectos deconfinamiento
cuanticoy el intercambio entre la superficie y el volumen que conduce a cambios
significativos sobre la forma y el tamafio de las nanoparticulas en solucién (Kamat,
2002; Callegari et al., 2003).

Las nanoparticulas metalicaspresentanfuertes bandas de absorcion en las
regionesultravioleta y visible (UV-VIS)del espectro electromagnético. Esta
propiedad se debe a las oscilaciones colectivas de electrones de conduccion del
metal, cuando estan excitados por un campo electromagnético incidente (CEI) de
radiacion. Aesta propiedad se le denomina superficie de plasmones resonantes

(SPR).Entre los factores que en conjunto conducen a estas oscilaciones se
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encuentran: 1) la aceleracion de los electrones de conduccion por el CEl, 2)
fuerzas de restauracibn que resultan de la polarizacion inducida, y 3) el
confinamiento de los electrones a dimensiones mas pequefias que la longitud de
onda de la luz.La longitud de ondaexactay la intensidad dela banda de absorcion
proporcionan importante informacionacerca del tamafio, forma, concentracion y
propiedades dialécticas de las nanoparticulas de plata (Evanoff et al., 2005; Seney
et al., 2009).

Las propiedades o6pticas de las nanoparticulas, como la absorcion o emision a
diferentes longitudes de onda dependen del tamafio de las particulas y puede ser
controlada al funcionalizar la superficie.Al preparar nanocompuestos en matrices
sélidas, es posible obtener diferentes propiedades mecanicas de los nuevos
nanocompuestos, como por ejemplo, mayor elasticidad. Una prueba de estas
propiedadesson las nanoparticulas de silicato, que gracias a su morfologia y gran
area superficial presentan las mejores propiedades elasticas y mecanicas que
favorecen su utilizacibn como vehiculos moleculares de sustancias impregnadas

en su superficie (Shenhar et al., 2005; Nagarajan et al., 2008).

1.4.2 Propiedades antibacterianas. La actividad antibacteriana de la plata es
bien conocida, como lo demuestra su uso clinico actual en el tratamiento de
guemaduras (Klasen, 2000; Atiyeh et al., 2007). Se acepta que la plata y las
AgNPs en una solucién acuosa producen la liberacién de iones de plata, los
cuales son biologicamente activos y con efecto bactericida. Sin embargo, un
estudio comparativo entre AgNPs, nitrato de plata y cloruro de plata, revel6 que las
AgNPs tienen mayor actividad antibacteriana que los iones de plata libre. Se ha
propuesto como mecanismo alternativo que las AgNPs interactian con la pared
celular de la bacteria, provocando la lisis de la misma. Este hecho conlleva a una
mayor permeabilidad en la pared celular dejando a la célula bacteriana incapaz de

la regulacion del transporte a través de la membrana plasmaética, o que culmina
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con la muerte celular (Sondi y Salopek-Sondi, 2004; Morones et al., 2005;
Yamanaka et al., 2005;Choi et al., 2008).

Adicionalmente se ha sugerido que el mecanismo antimicrobiano de las AgNPs se
encuentra relacionado con la formacion de radicales libres que inducen dafio en la
membrana celular y posteriormente muerte celular. Por otra parte, como resultado
de estudios comparativos entre el efecto de AgNPs sobre bacterias resistentes y
susceptibles, se ha establecido que las AgNPs no se unen selectivamente a
algunas proteinas, sino a un amplio espectro de dianas que incluyen la membrana,
proteinas citoplasmatica y plasmidos de ADN bacteriano (Kim et al., 2007; Ayala-
Nufiez, et al., 2009;Rastogi et al., 2011).

Al realizar un andlisis del mecanismo de accion antibacteriano de las AgNPs por
medio de electroforesis 2D se encontré que tres tipos de precursores de proteinas
presentes en la membrana externa de la bacteria, después del tratamiento con
AgNPs se ven afectados,comprobando que tras el uso de las AgNPs se produce
una alteracion de la pared celular bacteriana y como consecuencia se presenta un
colapso de la fuerza motriz de protones, cuya funcion es impulsar la respiraciéon

celular en la membrana celular(Morones et al., 2005; Lok et al., 2006).

Las AgNPs presentan efectos antibacterianos frente a un gran numero de
especies bacterianas (ver Tabla 1). Actualmente, el mecanismo mas aceptado de
accion de las AgNPs es que éste se da por un efecto combinado, en el que cada
mecanismo propuesto (interaccion con la pared celular, ADN citoplasmatico y
proteinas bacterianas) contribuye a proporcionar una mayor actividad bactericida
(Chaloupka et al., 2010).
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Tabla 1 Compilacién de trabajos recientes sobre la actividad antibacteriana de

AgNPs.
MICROORGANISMOSPROBADOS ANO RESULTADOS REFERENCIAS
E. coli, Vibrio cholera, P. 2005 El efecto bactericida de las AQNPs  Morones et al.

aeruginosa,
Salmonella typhi

S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa,

2006

es dependiente del tamafio y entre
menor sea éste, mayor sera su
actividad.

Diferentes sacaridos se emplearon
como agentes reductores y se

Panacek et al.

S. epidermidis, obtuvieron AgNPs de varios
Klebsiella pneumoniae tamanios, corroborando lo
propuesto por Morones et al.
E. coli, S. typhi, S. aureus 2007 El efecto antibacteriano fue Shrivastava et

E. coli (4 strains), Bacillus subtilis
(3 strains), S. aureus (3 strains)

S. aureus resistente a Meticilina

2008

2009

dependiente de la dosis de AgNPs
aplicado. La actividad fue mayor
contra las bacterias Gram-
negativas evaluadas que frente a
las Gram-positivas.

Para este estudio se encontr6 que
el efecto bactericida fue mayor
para bacterias Gram-positivas que
para Gram-negativas,
probablemente debido a que se
evaluaron mdltiples cepas de la
misma bacteria en lugar de una
sola.

Para AgNPs de 10 nm se reportd

al.

Ruparelia et al.

Ayala-Nufiez et

(SARM), S. aureus no resistente inhibicion de 90% contra SARM al.
bajo concentraciones no
citotoxicas.
E. coli, E. coli O157:H7, P. 2011 Encontraron CMI desde 34 pg/mL  Rastogi et al.

aeruginosa, Salmonella entérica,
Bacillus cereus

para E. coli patbgena empleando
AgNPs, mientras que al evaluar
nanoparticulas de Ag-SiO, se
requirieron 100 pg/mL.

1.5 MICROORGANISMOS ESTUDIADOS

1.5.1 Escherichia coli O157:H7.Escherichia coli es una bacteria (bacilo Gram-
negativo) que posee flagelos méviles y se localiza en el intestino de los animales,
incluido el ser humano. Existen diferentes tipos de E. coliverocitotoxigénicos
(ECVT) que tienen mayor importancia por considerarse agentes causales de
infecciones toxicas alimentarias. Entre los ECVT, el serotipo mas frecuentemente

implicado es el O157(Madigan et al.,2003; Usera, 2005). Aungque se conocen mas

26



de 60 serotipos de E. coli capaces de producir toxinas, el serotipo O157:H7 es el
patdgeno mas importante dentro del grupo ECVT y es el objeto del presente

estudio.

Las cepas ECVT son los agentes productores de diarrea mas importantes en
menores de edad, causando la enfermedad diarreica aguda (EDA) y la
gastroenteritis aguda (GEA). Representa uno de los mayores problemas de salud
publica en paises en via de desarrollo, ya que cerca del 30% al 40% de los casos
publicados son causados por este patdgeno. En Colombia la GEA es la segunda
causa de morbilidad y mortalidad infantil. Sin embargo, hasta 1997 se realiz6 un
estudio en pacientes pediatricos con GEA que demostré por primera vez la
presencia en Colombia deE. coli O157:H7 con una prevalencia del 5.3%, lo que
representa un valor alto en comparacion con otros paises (Ruiz y Mattar, 1999;
Cuesta et al., 2003; Sanchez et al., 2009).

Se han empleado numerosas cepas para evaluar la actividad antibacteriana de las
AgNPs y entre ellas una de las mas usadas ha sido E. coli como modelo de
bacteria Gram-negativa. Asimismo, la cepa E. coli O157:H7 ha sido investigada
por varios autores encontrando que se requieren mayores concentraciones de
AgNPs que para una E. coli no patégena (Sondi y Salopek-Sondi, 2004; Kim et al.,
2007;Rastogi et al., 2011).

1.5.2Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Staphylococcus
aureus es una bacteria Gram-positiva quepresenta una morfologia de cocos
inmoviles agrupados en pequefios conjuntos y se encuentra generalmente en los
tejidos mucosos y piel de individuos sanos. S. aureuses un comensalde los seres
humanosy otros vertebrados, pero también es un importante patdgenocausante de
infeccionescomoabscesosde tejidos blandos, infecciones de heridas, endocarditis,

osteomielitis y bacteriemia (Madigan, 2003; Guignard et al.,2005).
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S. aureus resistente a Meticilina(SARM)sereporto por primera vezenla década de
1960y en la actualidadun porcentaje importantede las infecciones nosocomiales
son producidas por cepas de S. aureusresistentes a multiples farmacos.Durante
los ultimos 20 afios se ha venido presentando una creciente resistencia a los
antibidticos en las bacterias Gram-positivas que ha dado lugar a un tratamiento
complicado y al aumento en los indices de la morbilidad y la mortalidad. De hecho,
se ha descrito que las tasas de infeccion por SARM se ven incrementadas en las
unidades de cuidados intensivos en Asia, Africa, Europa y principalmente en
América Latina (Mann, 2008; Witte et al., 2007; Alvarez et al., 2010).

S. aureusha sido empleado como modelo de bacteria Gram-positiva para evaluar
las propiedades bactericidas de las AgNPs encontrando que es mas susceptible
gue otras bacterias Gram-negativas. Adicionalmente, al evaluar la actividad de
AgNPs frente a S. aureus resistente a Meticilina (SARM) y S. aureus no resistente
se muestra que el mecanismo de inhibicion de las AgNPs tiene un modo de accién
diferente al presentado por los antibidticos B-lactamicos(Nanda y Saravanan,
2009; Ayala-Nuiiez, et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata sobre las
bacterias patdogenas Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus resistente

a meticilina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar nanoparticulas de plata empleando tres diferentes agentes reductores
para observar su influencia sobre sus propiedades fisicas y antibacterianas.

Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB)
de las nanoparticulas sobre cepas de E. coli O157:H7 y S. aureus resistente a

meticilina utilizando las nanoparticulas de plata previamente sintetizadas.
Determinar la existencia de un efecto sinérgico de las nanoparticulas de plata con

antibioticos en el porcentaje de inhibicibn de crecimiento bacteriano frente a

ambas cepas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 REACTIVOS

El nitrato de plata (AgNOs, 99.998%), la L-cisteina (C3H;NO.S, >99%), el
monohidrato de hidracina (H2NNH2.H,O, 98+%) y el citrato de sodio
(NazC3Hs0(COO0)3, 99%) fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania). El
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 99%), el polivinil alcohol (PVA, 99+%)
y el acido tanico (CzsHs2046, 99%) fueron comprados de Sigma-Aldrich (St Louis,
Missouri). Todos los reactivos usados eran de grado analitico y se emplearon sin

purificacién posterior. Las soluciones fueron preparadas con agua desionizada.

4.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) por medio de reduccion quimica a
partir del nitrato de plata empleando tres diferentes agentes reductores: aniones
citrato, cisteina e hidracina, con el fin de evaluar diferencialmente el poder
reductor sobre iones plata asi como también obtener AgNPs de diferentes
tamafios. Durante las sintesis de nanoparticulas se estudio el efecto de la
agitacion sobre la estabilidad en el tiempo de las nanoparticulas. Para ello, se
estandarizo la sintesis llevando a cabo una serie de 12 ensayos por agente
reductor, variando tres parametros: velocidad de agitacién magnética (200, 400 y
800 rpm), tiempo de agitacion (1, 2 y 4h) y estabilizacion por ultrasonido a
diferentes tiempos (1, 2 y 4h) resultando en un total de 36 tipos de sintesis
diferentes.

De igual manera, cada tipo de agente reductor requeria de condiciones de

reaccion diferentes entre ellas: temperatura, luz, pH, relacibn molar entre

precursor y agente reductor, velocidad y orden de adicion de cada componente.
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En la figura 3 se describe el procedimiento general de las sintesis de éstas

nanoparticulas.

Figura 3 Procedimiento general para la obtencién de las AgNPs.
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4.2.2 Sintesis empleando citrato de Sodio.  Inicialmente se precalentaron las
soluciones de AgNOgy citrato de sodio, que contenia acido tanico, a 60C. Se
adicioné lentamente la solucion de AgNOssobre la solucién de citrato de sodio en
un erlenmeyer para un volumen final de 20 mL bajo condiciones de vigorosa
agitacion magnética. Se mantuvo a esa temperatura hasta la aparicion de una
coloracion amarilla. Posteriormente, se dejo en ebullicion a 300C durante 20 min.,
mientras se observo una transicion de coloracion hacia un tono mas oscuro.La
solucion coloidal final contenia AgNO3; (0,59 mM), citrato de sodio (5,5 mM) y
acido tanico (47,8 uM). Se conservo la solucion coloidal que contenia las AgNPs
formadas en frascos ambar a 4T siendo estables por méas de 6 meses.

4.2.3 Sintesis empleando hidracina.  Se mezclaron AgNO3;, CTABe hidrato de
hidracina en un matraz con agitacion magnética suave.La aparicion de una
coloracion amarilla indicé la formacion de las nanoparticulas.La sintesis se llevo a
cabo a temperatura ambiente en ausencia de luz. La solucion coloidal final
contenia AgNO3 (0,6 mM), CTAB (0,6 mM) e hidrato de hidracina (0,6 mM) en un
volumen de 20 mL. Se almacenaron las soluciones coloidales que contenian las
AgNPs formadas en frascos ambar a temperatura ambiente siendo estables por

mas de 6 meses.

4.3 METODOS DE CARACTERIZACION

4.3.1 Espectrometria UV-VIS. Las nanoparticulas se caracterizaron empleando
un espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu UV-1601-1601 PC con un ancho de rejilla
de 0.5 nm realizando un barrido desde 300 nm hasta 600 nm posterior a la
reaccion de formacion. Se determiné la longitud de onda maxima caracteristica
para cada solucion coloidal de cada tipo de nanoparticulas de plata. Se coloco la
solucion coloidal de AgNPs diluida en una cubeta de cuarzo y la absorbancia

resultante se calculé empleando la Ley de Lamber-Beer.
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4.3.2 Microscopia electronica de transmision. Las nanoparticulas se prepararon
dejando caer 10 pL de cada solucién coloidal sobre un grid (Formvar) de cobre
cubierto por carbon y se enviaron para su caracterizacibn por microscopia
electronica de transmision (TEM) en el Centro de Investigacion en Materiales
(CCMR) de la Universidad de Cornell, Ithaca, Nueva York (EE UU) y al
Laboratorio de Microscopia electrénica de transmision de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Palmira (Colombia) en un equipo TECNAI 20 Twin de alta
resolucion con voltaje de 200kV. Las mejores imagenes se obtuvieron con un

rango de ampliacion desde 195kx hasta 1957kx.

4.3.3 Dispersion de luz en modo dindmico.  Las nanoparticulas de plata fueron
caracterizadas por dispersion de luz en modo dindmico (DLS) con un equipo
Malvern Zetasizer Nano-ZS de la Universidad de Cornell, Ithaca, Nueva York (EE
UU) y un equipo Mastersizer 2000 de Malvern (UK) del Laboratorio de
Instrumentacién quimica de la Universidad Industrial de Santander. Se necesitd un
volumen de muestra de 1.5 mL de solucidon coloidal de AgNPs de un rango de

concentracion de 100-200ppm.

4.3.4 Potencial Zeta. Las nanoparticulas de plata fueron analizadas por el equipo
mencionado anteriormente que también mide el potencial Zeta de las particulas en
dispersion (Mastersizer 2000 de Malvern). Se introdujeron 800 uL de la muestra
coloidal de AgNPs (100-200ppm) enla celda atravesada por un potencial de 150V.
Se utilizé el programa Zetasizer software con el fin de medir la magnitud de la
repulsion o atraccion entre las AgNPs. Su medicidén aporta informacion detallada
sobre el mecanismo de dispersion y es la clave para controlar la dispersion

electrostatica.
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4.4 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS
NANOPARTICULAS

4.4.1 Determinacion de Concentracion minima inhibit  oria (CMI)

4.4.1.1 Método en caldo. ElI método de microdilucion para la estimacion de los
valores de CMI fue realizado en placasmultipocillo de ELISAde acuerdo con los
protocolos publicados por otros autores (Martinez et al., 2010; Wayne, 2003).

Inicialmente se prepard un preinéculo de E. coli O157:H7 en caldo Luria-Bertani
(LB), durante 14h a 37 y 200rpm hasta alcanzar una concentracion bacteriana
de 4,6x10® UFC/mL. De igual manera, se preparé un preinéculo de S. aureus
resistente a Meticilina (SARM) en caldo Muller-Hilton (MH), en las mismas

condiciones hasta alcanzar una concentracion bacteriana de 7x10% UFC/mL.

Posteriormente, se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando
100 pL de este inéculo bacteriano durante 9h,en microplacas que previamente
contenian AgNPs a diferentes concentraciones (entre 0.25 y 80 pug/mL) a 37 con
una agitacion de 200rpm. Las medidas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotdbmetro lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck) a 595 nm. La CMI
fue definida como la menor concentracion de AgNPs que produce una inhibicién
en el crecimiento de la bacteria. Los valores de CMlgg, CMlgy CMIspcorrespondena
las dosis que inhibe el 99%, 90% y 50% del crecimiento bacteriano,

respectivamente.

4.4.1.2 Método de difusion de disco. Se realizd el ensayo de actividad
antibacteriana en medio sélido como se describe en el método de difusion de
disco para antibioticos (Bauer et al., 1966). Inicialmente, se prepard un in6culo que
alcanzara una absorbancia entre 0,08-0,1 que en la escala 0.5 McFarland

corresponde a 108 UFC/ml (McFarland, 1907), el cual fue usado para sembrar en

34



superficie de placas Petri que contenian agar Muller-Hilton (MH). Posteriormente,
se adicionaron sensidiscos de papel filtro Microclar (0,45 mm) de diametro 5 mm
impregnados de AgNPs en diferentes concentraciones (1, 5, 10, 20 y 50 pg/mL).
Después de la incubacion a 37C durante 24 horas, | a inhibicion fue determinada
midiendo el didmetro del halo de inhibicibn que se formdé alrededor del disco.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Se emplearon controles positivos de E. coli y S. aureus que correspondian al
crecimiento neto (100%) de cada bacteria en ausencia de AgNPs bajo las mismas
condiciones especificadas anteriormente.

4.4.2 Determinacion de Concentracién minima bacteri  cida (CMB). Posterior a
la determinacion de la CMI, se determind la CMB. Para ello se trabajé con
aqguellos cultivos de E.coli y S.aureus que fueron inhibidos por AgNPs durante la
determinacion de CMI. Se tomaron muestras de estos cultivos y se inocularon en
un caldo de cultivo compuesto por una Infusion de cerebro-corazon (BHI). Los

cultivos fueron llevados a cabo en tubos Eppendorf a 37<C durante 24 horas.

A continuacion, se tomdé una alicuota de cada tubo y serealiz6 siembra en
superficie de cajas de Petri que contenian BHI agar con el fin de corroborar el
efecto bactericida en aquellas donde no hubo crecimiento de colonias bacterianas.
Elvalor de CMB se determin6 como aquella concentracién donde el 100% del
crecimiento bacteriano fue inhibido completamente en comparacién con el control

positivo (sin tratamiento con AgNPs).
4.5 DETERMINACION DEL EFECTO SINERGICO CON ANTIBIOT ICOS
Estos estudios se llevaron a cabo utilizando ampicilina, eritromicina, kanamicina y

ofloxacina. Se seleccionaron estos antibidticos debido a que presentan diferentes

mecanismos de accion tanto sobre bacterias Gram-positivas como Gram-
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negativas. Asi mismo, se eligieron tres tipos de AgNPs provenientes de las
sintesis con cada agente reductor (citrato, cisteina e hidracina). La evaluacion del
efecto sinérgico por medio de la adicién de nanoparticulas a sensidiscos que
contienen previamente el antibidtico y su posterior analisis por el método Kirby-
Bauer se ha llevado a cabo de acuerdo con Bauer et al. (1966). Sin embargo, en
este trabajo se decidid6 emplear un método en caldo con el fin de garantizar una
mejor homogenizacion entre las nanoparticulas y el antibidtico, y una mayor

interaccion con la bacteria en medio acuoso.

4.5.1 Disefio experimental de Plackett-Burman. La determinacion del efecto
sinérgico entre las siete variables de interés(distintos antibidticos y AgNPSs)
seleccionadas se realizo empleando la metodologia descrita en el apartado 2.3.1.1
y llevando a cabo un disefio experimental de Plackett y Burman (Plackett y
Burman, 1966).

El disefio experimental de Plackett-Burman permite identificar las variables mas
significativas (N-1) sobre una variable de respuesta realizando N ensayos a dos
niveles. Las variables y los niveles se definieron de acuerdo con el método
estadistico y se describen en las Tablas 1, 2y 3 del Anexo C. Para evaluar los
resultados de los ensayos del disefio experimental se determiné el efecto de la
variable, la varianza del efecto y el error estandar del efecto para el porcentaje de

inhibicion del crecimiento bacteriano.

4.5.2 Optimizacion del disefio. La optimizacion del disefio experimental de
Plackett-Burman se realiz6 teniendo en cuenta las variables significativas halladas
en el apartado anterior. Para llevar a cabo esta experiencia se eligieron cinco
niveles (correspondientes a diferentes concentraciones de las variables
seleccionadas) en matrices de 20 y 31 ensayos para cada bacteria,
respectivamente. Las matrices y niveles seleccionados se muestran en las tablas
4,5, 6y 7 del Anexo D.
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La optimizacion del disefio experimental tiene como objetivo encontrar aquellos
valores Optimos en donde las variables significativas produzcan el mayor valor en
la variable de respuesta, es decir, en donde el porcentaje de inhibicién sea del
100%. Asi mismo se realizaron las gréaficas de superficie de respuesta en donde
se muestra como es la interaccion de cada dos variables con respecto a la

variable de respuesta.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 SINTESIS de AgNPs

Se obtuvieron AgNPs en soluciones coloidales variando el agente reductor y la
velocidad de agitacion después de la reaccion bajo las condiciones descritas en el
apartado 2.1. La caracterizacion de las AGNPs mostrd que se obtuvieron en un
rango amplio de tamafo, con diferente carga superficial y cierto grado de
polidispersion, lo que indica que en este estudio preliminar no hubo control de
tamafo. La tabla 2 muestra las convenciones empleadas para cada uno de los 36
tipos de AgNPs sintetizadas variando las condiciones de agitacion y agente

reductor.

Tabla 2 Convenciones empleadas para cada tipo de AgNPs sintetizadas.

Variables Nomenclatura asignada
Cisteina I
Agente reductor Citrato de Sodio II
Hidracina I
200 rpm a
Velocidad de agitacion 400 rpm b
800 rpm C
1h 1
Tiempo de agitacion 2h 2
4h 3

5.1.1 AgNPs empleando cisteina. Se obtuvieron 12 tipos de nanoparticulas
sintetizadas empleando como agente reductor la cisteina variando la agitaciéon
después de la reaccion. Las reacciones de reduccién de los iones plata se

esquematizan en la figura 4.
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Figura 4 Mecanismo propuesto para la formacion de AgNPs empleando cisteina
como agente reductor.
TI A
SH C
+ Ag°
NH;*

~ c—~o0O
Y o- . Ag+ - é

NH,"

Especie ionica Zwitterion Radical

2Ag° + 2Agt —> Ag®

Ag Coloidal

Bajo las condiciones experimentales de sintesis de AgNPs se determind que el pH
de la solucion coloidal de AgNPs fue 3.30,lo que indica que la formacién de las
especies catidnica (-COOH) y anionica (-NH3) de la cisteina no estan presentes en
el medio, puesto que los pK; y pK, de la cisteina son 1.70 y 10.78
respectivamente. Por lo tanto, la especie ionica Zwitterion provocaria el
acercamiento de Ag® a su region carboxilica para formar un complejo que, por la
transferencia de electrones de la fraccion del sulfuro de la cisteina resulta en la
formacion de Ag° y el radical. La dimerizacion del radical conduciria a su posterior
eliminacién durante el curso de la reaccién. Por otro lado, el Ag’estaria

2

reaccionando rapidamente con iones de Ag” libres para producir Ags™, especie

gue finalmente se encuentra el estado coloidal (Khan et al., 2009).
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Figura 5 AgNPs sintetizadas empleando cisteina a diferentes velocidades de
agitacion a) 200 rpm b) 400 rpm c) 800rpm, y cond)Ultrasonido a 37KHz.

1h 2h 4h 1h 2h 4h

Las AgNPs sintetizadas con cisteina como agente reductor exhibieron una
coloracién vinotinto-rojiza tras la reaccion de formacién en presencia de luz
(Figura 5). Se ha publicado que la adicion del CTAB permite una mayor
solubilizacién, estabilizacion y adsorciébn de los reactivos. Ademas,se ha
observado que impide la formacién de un complejo Cisteina-Ag insoluble en el
mediocuando se agrega entre el precursor metalico y el agente reductor. La
absorbancia, el crecimiento y la velocidad de formacion de AgNPs en su etapa
Ags*? se detiene con la adicién de PVA(Khan et al., 2009).

5.1.2 AgNPs empleando citrato de Sodio.  Se llevaron a cabo doce sintesis de
AgNPs en presencia de citrato de sodio como agente reductor y estabilizante, y
acido tanico como agente surfactante. Se varié la velocidad de la agitacion
magnética posterior a la sintesis con el fin de apreciar cambios significativos en la

estabilidad de las AgNPs. Lafigura 6 describe un posible mecanismo de formacion
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de las AgNPs por reduccion directa del anion citratopropuesto por Kumar et al.
(2007).

Figura 6 Mecanismo propuesto para la formacion de AgNPs empleando aniones
citrato como agente reductor.
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Se han realizado estudios previos empleando esta metodologia de obtencion de
AgNPs (Henglein y Giersig, 1999). Sin embargo, el mecanismo de formacién de

las nanopatrticulas por accion del anion citrato no estd completamente dilucidado.

Algunos autores plantean que en este proceso de multiples pasos, con reacciones
gue se producen en serie y en paralelo, se presentainicialmente la oxidacién del
citrato,obteniéndose dicarboxiacetona y electrones libres capaces de reducir la
plata y generar Ag®. A continuacién, se formaria rapidamente el dimero de plata
(Ag.") que finalmente se convierte en Ag coloidal, Ags?* (Kumar et al., 2007).
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Por otra parte, también se ha planteado que el anion citratopuede producirla
agregacion de Ag,’, ya que se pueden formar complejos entre el anion citrato y el
dimero de plata de carga positiva. Si se forma este complejo, la Ag," logra
estabilizarse desprendiéndose del complejo y la conversién a Ag.?* se transforma

en un proceso lento (Pillai y Kamat, 2004).

Figura 7 AgNPs sintetizadas empleando citrato a diferentes velocidades de
agitacion:a) 200 rpm b) 400 rpm c) 800rpm, y cond)Ultrasonido a 37KHz.

1

1h 2h 4h - 1h 2h 4h

Se puede apreciar en la figura 7 que la coloracion de las AgNPs obtenidas
empleando el anién citrato como agente reductor fue amarillo oscuro debido a la
concentracion de las AgNPs presentes en la solucion coloidal. Es probable que la
reduccion haya sido efectuada tanto por los aniones citrato como por el acido
tanico, pues existen publicaciones que muestran que a pH acido, el &cido tanico
es conocido por comportarse como agente reductor débil capaz de aumentar el
tamafo de las AgNPs a temperatura ambiente (Sivaraman et al., 2009). Por lo
tanto, es posible que para este método de sintesis estuvieran involucrados dos

agentes reductores que conducirian a una mayor poblacion de AgNPs en
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comparacion con los otros dos métodos, que provocarian una coloracion mucho

mas oscura.

5.1.3 AgNPs empleando hidracina. Se realizaron doce sintesis de
nanoparticulas empleando como agente reductor hidracina variando la agitacion
posterior a la reaccion empleando agitacién magnética y ultrasonido con el fin de
observar el efecto sobre la estabilidad. Las reacciones de formacion de las AgNPs

se esquematizan en la figura 7 .

Figura 8 Mecanismo propuesto para la formacion de AgNPs empleando hidracina

como agente reductor.

” T
+
H/N\NH2 + Ag H/N\N/H
H :
| H

/N\ /H + Ag® + H,0
H N
A Radical

4Ag° + 4Agt  —>  2Ag,*?
Ag Coloidal

En la figura 8 se observa como primer paso de la reaccién la formacién de un
complejo entre la Ag” y la hidracina. A continuacion, se supone que el complejo se
descompone en etapas. En primer lugar, se produce la transferencia desde
hidracina de un par de electrones hacia Ag* para formar Ag’, lo cual genera una
especie hidracil radical. El radical posteriormente puede formar una imida como
intermediario. La imida es un intermediario muy inestable y rapidamente se

convierte en un estado mas estable (Ny). Por otro lado, cuatro &tomos de
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AgPreaccionan rapidamente con iones de Ag" libres para producir 2Ag,*?, especie
gue finalmente se encuentra en estado coloidal (Khan et al., 2009).

Figura 9 AgNPs sintetizadas empleando hidracina a diferentes velocidades de
agitacion a) 200 rpm b) 400 rpm c) 800rpm, y cond)Ultrasonido a 37KHz.

1h 2h 4h 1h 2h 4h

El color de las nanoparticulas de plata depende de las condiciones
experimentales, es decir, la naturaleza del agente reductor, el método de
preparacion, agitacion, la acidez de la mezcla de reaccién y la ausencia o
presencia de agentes estabilizantes (polimeros, surfactantes, ligandos, proteinas).
Se utiliz6 CTAB como agente estabilizante (surfactante catiénico) para la sintesis
de AgNPs empleando sélo hidracina, y la coloracién resultante fue amarilla-
verdosa (ver figura 9 ) de diferentes tonalidades dependiendo de la velocidad de
agitacion aplicada tras la reaccion, lo cual indicaria diferentes propiedades Opticas
de estas nanoparticulas sintetizadas y que la cantidad reaccionante del agente
reductor también estd cambiando (Zielinska et al., 2009).
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5.2 CARACTERIZACION DE AgNPs

A fin de establecer una buena correlacion entre la actividad antibacteriana y las
propiedades de los nano materiales, es necesario conocer la composicion
guimica, estructura y morfologia de los nano materiales. Este es un punto clave
para las AgNPs, ya que sus propiedades estan determinadas principalmente por
su tamafio y morfologia, incluso cuando tienen la misma composicion quimica
(Bhui et al.,, 2009; Dadosh, 2009).Las caracterizaciones fisicas son muy
importantes para comparaciones posteriores con los resultados obtenidos por
otros grupos y pueden dar luces sobre el posible mecanismo de inhibicién

bacteriana de las AgNPs.

5.2.1 Espectrofotometria UV-VIS. La primera técnica de caracterizacion
empleada fue espectrofotometria UV-VIS, donde se obtuvieron los espectros que
confirmaron la formacion de las AgNPs sintetizadas (figura 10). La sintesis de
AgNPs empleando cisteina conduce a la aparicion de un hombro de absorcion en

la region comprendida entre 400-450 nm.

El aumento en la absorbancia en el espectro indica que existid una agregacion de
AgNPs, lo que se puede apreciar para las nano particulas agitadas a mayor
tiempo (2h y4h). Asi mismo, se observa que el pico es amplio en todos los casos

revelando una distribucion de tamafios heterogénea.

Se puede observar cualitativamente que el maximo de absorcion se conserva en
todas las sintesis de AgNPs, lo que indica la formacion presumiblemente de
AgNPs de forma esférica. La figura 10 muestra los espectros de las AgNPs
obtenidas inmediatamente después de la reaccion de formacion. Se ha
establecido que el incremento de la intensidad de la absorbancia refleja que existe

una mayor poblacién de AgNPs con tamafios diferentes (Khan et al., 2009).

45



Figura 10 Espectro de absorcion de las AgNPs empleando Cisteina a diferentes
velocidades de agitacion a) 200 rpm b) 400 rpm c¢) 800rpm d)Ultrasonido a
37KHz.
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Los espectros de absorcion UV-VIS para las AgNPs sintetizadas empleando
aniones citrato como agente reductor revelan un pico gaussiano de absorcion a
400-410 nm aproximadamente (ver figura 11), el cual es caracteristico para este
tipo de nanoparticulas. Este comportamiento indica la formacion de AgNPs de una
sola poblacion de tamafio homogéneo. Adicionalmente, se observa que el cambio
en la velocidad de agitacion posterior a la reaccion no representa una variacion

significativa en el espectro UV-VIS, puesto que en la mayoria de casos los
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espectros alcanzan la misma intensidad en la absorbancia y la misma forma

superponiéndose entre si (ver figura 11).

Figura 11 Espectro de absorcién de las AgNPs empleando aniones citrato a

diferentes velocidades de agitaciona) 200 rpm b) 400 rpm c¢) 800rpm y con d)

Ultrasonido a 37KHz.
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Figura 12 Espectro de absorcion de las AgNPs empleando hidracina a diferentes
velocidades de agitacion a) 200 rpm b) 400 rpm c) 800rpm y con d) Ultrasonido a
37KHz.
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5.2.2 Microscopia de transmision electronica. Se realiz6 la caracterizacion de
las AgNPs empleando microscopia de transmision electronica (TEM) con el fin de
observar tanto el tamafio yforma de las nanoparticulas sintetizadas. Las imagenes
de microscopia se obtuvieron para tres tipos de AgNPs teniendo en cuenta la

estabilidad en el tiempo de las mismas.
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Figura 13 TEM de AgNPs sintetizadas empleando cisteina como agente
reductor.a) Bajo agitacion de 200 rpm a 2h. b) Bajo agitacion de 800 rpm a 4h. c)
Bajo ultrasonido a 37KHz durante 1h.

-

A partir de las imagenes presentadas en la figura 13 se puede observar que la
variacion de la agitacion aplicada posterior a la reaccion de formacion de las
AgNPs no revela un cambio significativo en el tamafio de las nano particulas. Las
AgNPs obtenidas son de forma esférica en su mayoria y se observa la presencia
de cadenas agregadas no lineales, lo que representa la existencia de una
interaccion entre particulas que genera una agregacion de particulas de menor

tamafio inicial (ver figura 13 ).

Figura 14 TEM de AgNPs sintetizadas empleando diferentes agentes

reductores.a) Agente reductor hidracina b) Agente reductor iones citrato.
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La figura 14 revela la forma y tamafio de las AgNPs sintetizadas empleando como
agente reductor hidracina e iones citrato, respectivamente. En la microscopia de
las AgNPs sintetizadas con hidracina se observan mono dispersas con un tamafio
definido esférico en su mayoria, con un tamafio promedio que no supera los 50nm.
Aunque estan muy cerca no presentan agregacion. Por el contrario, las AgNPs
sintetizadas con iones citrato no presenta una forma definida exhibiendo
agregados en forma de “clusters” de tamafios cercanos a 100nm lo que podria
afectar tanto sus propiedades fisicas, quimicas como antibacterianas.

5.2.3 Dispersion de luz en modo dinamico.  El andlisis de distribucion de tamafio
empleando dispersion de luz en modo dindmico (DLS) mostr6 cambios drasticos
entre las AgNPs sintetizadas empleando diferentes tipos de agentes reductores
(ver figura 15). En primer lugar, las AgNPs sintetizadas empleando cisteina
presentaron tamafos promedios intermedios y sin polidispersion, es decir, que

so6lo se observo un tipo de poblacién con una distribucion de tamafios homogénea.

Figura 15 DLS de AgNPs sintetizadas empleando diferentes agentes reductores.a)
Agente reductor cisteina. b) Agente reductor iones citrato. c) Agente reductor
hidracina.
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Las AgNPs sintetizadas empleando aniones citrato presentaron el mayor diametro

y dos poblaciones que en promedio representan nanoparticulas de mas de 100nm
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(tabla 3). Estos resultados indican que la sintesis podria ser ineficiente para
aplicaciones que requieran control de tamafio. Por el contrario, las AgNPs
sintetizadas empleando hidracina como agente reductor, mostraron el menor
tamafo promedio de todas las sintesis realizadas (Ver tabla 3). Sin embargo, la
figura 15 revel6 que no se obtuvo una distribucion homogénea en el tamafio de
las AgNPs, sino dos poblaciones bien definidas, una con un tamafio menor de

10nm y otra en un rango entre 50-100nm.

Tabla 3 Tamafios promedio de AgNPs sintetizadas empleando diferentes agentes

reductores.

AGENTE REDUCTOR TIPO DE AgNPs TAMANO PROMEDIO (d, nm)

Ta-2 55.20

Cisteina Ic-3 97.22

Id-1 64.77

. I1c-2 127.60

Citrato 11d-1 202.5

o T1a-2 79.38
H

idracina 111d-2 48.77

5.2.4 Potencial Z. EIl potencial zeta es una medida de la estabilidad de una
particula e indica el potencial que se requiere para penetrar la capa de iones
circundante en la particula para desestabilizarla. Por lo tanto, el potencial zeta es
la potencia electrostatica que existe entre la separacion de las capas que rodean a
la particula (Sandoval et al. 2003). En la figura 16, se aprecian los picos en
conteos totales del potencial zeta medido para las AgNPs sintetizadas empleando

tres diferentes agentes reductores.
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Figura 16 Potencial Zeta de AgNPs sintetizadas empleando diferentes agentes

reductores. a) Cisteina b) lones citrato c) Hidracina.

500000 OOOOOT v v SRMEREREERRER EARRREER
400000
@ 2000004t ERRARTERRERE ERRRERREE
300000 : :

Total Counts
Total Count:

200000 . .
1000004l D R

100000

0 . . .
-200 -100 0 100 -200 -100 0 100

a) Zeta Potential (mv) b) Zeta Potential (mv)

B 1 B R R R TR
ABOOO0T oo T o R L

T00000F v e Aol e

Total Counts

50000

0

C) -200 -100 0 100

Zeta Potential (m\V)

De acuerdo conlo presentado en la figura 16, para las AgNPs sintetizadas
empleando cisteina con la mas baja agitacion, se observd una carga superficial
ligeramente negativa (ver tabla 4), mientras que para la solucion coloidal que se
agité mas fuertemente (I-c-3) se presentd una carga superficial negativa mayor.
Asi mismo, las AgNPs obtenidas empleando aniones citrato mostraron la mayor
carga superficial negativa para el caso de la sintesis realizada en ultrasonido (I1-d-
1) mientras que para la sintesis que se agitd0 fuertemente (ll-c-2) la carga
superficial fue cero. Estos resultados demuestran que la variacion en el método de
agitacion empleado (magnética o ultrasonica) ejerce un efecto sobre la carga
superficial de las AgNPs. Finalmente, las AgNPs sintetizadas empleando hidracina
exhibieron una carga superficial positiva superior a 20mV, lo que indica que estas
nano particulas son mas estables. Valores que se encuentren en un rango por
fuera de -20mV a 20mV reflejan una mayor estabilidad de las soluciones
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coloidales. La estabilidad de las soluciones coloidales indica si las particulas de un

liquido tienden a asociarse o a formar sedimentos (Petica et al., 2008).

Tabla 4 Carga superficial de AgNPs sintetizadas empleando diferentes agentes

reductores.

Agente reductor  Tipo de AgNPs  Carga superficial (mV)

I a2 2051

Cisteina T c-3 -8.70

I d-1 -2.29

. I1c-2 0.00

Citrato 11d-1 -37.30

o [1Ta-2 24.80
H

idracina 111d-2 24.30

5.3 PROPIEDADES ANTIBACTERIANAS

Se realiz6 la evaluacion de las propiedades antibacterianas de las AgNPs frente a
dos cepas patdégenas: E. coli O157:H7 y S. aureus resistente a meticilina (SARM)
como modelos de bacterias Gram-negativa y Gram-positiva, respectivamente. La
determinacion del efecto antibacteriano se llevo a cabo empleando dos diferentes
meétodos: en medio liquido por microdilucion y por difusion de disco (método de
Kirby-Bauer). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de inhibicion

del crecimiento bacteriano en presencia de AgNPs.

5.3.1 Determinaciéon de CMI y CMB contra  Escherichia coli O157:H7. Se
evalud la cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 en presencia de diferentes
concentraciones de AgNPs. La figura 17 muestra que a medida que se aumenta la
concentracion de AgNPs, es mayor el efecto inhibitorio frente a E. coli 0157:H7.
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Figura 17 Cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 en presencia de AgNPs a)

Sintetizadas con cisteina b) Sintetizadas con citrato ¢) Sintetizadas con hidracina.
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Las curvas de crecimiento bacteriano se dividen en cuatro fases: fase de latencia,

donde las células bacterianas aumentan de tamafio para comenzar la division
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celular; la fase logaritmica, donde las células doblan su poblacion a un ritmo
constante y exponencial; la fase estacionaria, donde algunas células mueren y
otras siguen creciendo y dividiéndose, por lo tanto no hay aumento o disminucién
en el numero de células; y la fase de muerte, donde la velocidad de muerte celular
es cada vez mayor a medida que transcurre el tiempo(Amin et al., 2009). En la
figura 16 se observa que para E. coli O157:H7 el tiempo necesario para cursar la
fase de latencia es solo una hora, y en presencia de las AgNPs sintetizadas con
cisteina y citrato no se evidencia aun un efecto inhibitorio. Sin embargo, en
presencia de las AgNPs sintetizadas con hidracina desde esa fase se presentd
una disminucion en el crecimiento bacteriano. Aun asi, se evidencia una inhibicion
en el crecimiento bacteriano desde 30% para las AgNPs sintetizadas con citrato
hasta 50% para las AgNPs sintetizadas con cisteina e hidracina a partir de la fase
logaritmica.

Tabla 5 Resultados obtenidos de CMI y CMB de las AgNPs sintetizadas contra E.
coli O157:H7 (ver convenciones tabla 2).

Agente reductor ~ Tipo de AgNPs ~ CMI_ pg/mL CMI_ug/mL  CMI_ ug/mL  CMB pg/mL

I-a-2 <0.25 0.25 0.50 0.50
Cisteina |-c-3 1 10 20 20
I-d-1 05 10 20 1
Citrato l1—c-2 20 >80 >80
l1-d-1 >80 >80 >80
g I11-a-2 <0.25 5 1 10
aracina I11-d-2 <0.25 1 5 5

En la tabla 5 se resumen los resultados de inhibicion del crecimiento bacteriano
por el método de microdilucién. Se puede apreciar que se presentdo una mayor
actividad de las AgNPs sintetizadas con hidracina, seguidas por las AgNPs
sintetizadas con cisteina y finalmente las AgNPs con citrato. Estos resultados
estan acorde con las propiedades fisicas de las mismas, ya que las AgNPs
sintetizadas con hidracina tienen el menor tamafio y la mayor actividad.
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Ha sido ampliamente publicado que el efecto antibacteriano de las AgNPs
depende, entre otros factores, del tamafio de las mismas (Morones et al., 2005;
Baker et al., 2005; Lok et al., 2007; Martinez et al., 2010). Asi pues se ha
establecido que las nanoparticulas de tamafios mas pequefios tienen mayor
superficie disponible para la interaccion con la superficie de la membrana, lo que
podria generar una alteracion de algunas funciones primarias como la

permeabilidad y la respiracion (Panacek et al., 2006).

De igual forma, se observa que la concentracion minima inhibitoria de las AgNPs
sobre E. coli O157:H7 es dosis-dependiente, lo que quiere decir que a mayor
concentracion de AgNPs se presenta un mayor efecto antibacteriano. Se puede
observar que se alcanzaron concentraciones minimas bactericidas desde 0.50
png/mL, valores que superan lo publicado en la literatura para E. coli O157:H7
(Rastogi et al., 2011).

Otro factor que influye significativamente sobre las propiedades antibacterianas de
las AgNPs es la carga superficial. Existen publicaciones en la literatura que
muestran que la atraccion electrostética entre la carga negativa de la membrana
exterior de la bacteria y la carga positiva de las nanoparticulas es crucial para la
actividad antibacteriana (Stoimenov et al., 2002; Hamounda y Baker, 2000; Sondi
y Salopek-Sondi, 2004). La carga global de las células bacterianas es negativa a
valores de pH biologicos, lo cual se debe al exceso en numero de grupos
carboxilicos, y ademés, a la presencia de residuos de varios aminoacidos
(especialmente arginina) cuyas cargas no estan neutralizadas por residuos acidos
(Nikaido, 2003). Como se puede observar en la tabla 4, los resultados de actividad
antibacteriana guardan esta misma relacion, pues las AgNPs sintetizadas con
hidracina presentaron carga superficial positiva (24.80 y 24.30 mV), y fueron las
gue exhibieron mayor potencial tanto inhibitorio como bactericida frente a la cepa
de interes.
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Figura 18 Efecto de inhibicion de E. coli O157:H7 cultivada en medio Muller-Hilton
(MH), utilizando AgNPs sintetizadas con diferentes agentes reductores a) Cisteina

b) lones citrato c¢) Hidracina.

Para el caso de determinacion de la actividad en placas de agar por el método
Kirby-Bauer, se observaron halos de inhibicion en un rango de valores de 6-9mm
(ver tabla 6). Estos resultados muestran correlacion con los obtenidos por el
método de microdilucion, siendo mas sensible éste ultimo. Debido a que los halos
de inhibicion fueron medidos sobre las placas de agar con una precision de 1mm
de resolucion, existe la posibilidad de errores relativos a la medida. Sin embargo,
el método ilustra el efecto potencial de las nanoparticulas sobre la cepa de
estudio. Ciertos estudios de actividad antibacteriana de AgNPs han empleado
estos dos métodos, encontrando resultados similares a los sefialados en el
presente trabajo (Ruparelia et al., 2007).

Al comparar los dos métodos, se puede inferir que la mayor sensibilidad del
método de microdilucion se debe a que en medio liquido existe una mayor
interaccion entre las células bacterianas y las AgNPs teniendo en cuenta que el
ensayo se lleva a cabo a una agitacion constante de 200 rpm. Mientras que en los
estudios con placas de agar, labaja difusibn en el medio sélido dificulta la

interaccion entre las AgQNPs y las bacterias.
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Tabla 6 Efecto de inhibicion de E. coli O157:H7 en presencia de las AgNPs
sintetizadas por el método de difusién de disco.

Concentraci 6n de AgNPs
(Hg/mL)

I-a-2 50
20
I-c-3 50
Cisteina 20
5
1-d-1 50
5
I1-c-2 50
20
I1-d-1 20
10
I1-a-2 20
5
I1-d-2 20
5

Agente reductor  Tipo de AgNPs Halo de inhibicién (mm)

Citrato

Hidracina

O 0O NN OW~N©O©~N0wwowo o

5.3.2 Determinacién de CMI y CMB contra  Staphylococcus aureus resistente
a Meticilina (SARM). Se realiz0 la cinética de crecimiento de S. aureus resistente
a meticilina (SARM) en presencia de las AgNPs sintetizadas a diferentes
concentraciones siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.3.1.1. La
figura 19 muestra que el efecto inhibitoriose incrementa a medida que se adiciona
una concentracion mayor de AgNPs. En las cinéticas de crecimiento de E. coli

0157:H7en presencia de AgNPs se obtuvo un resultado similar.
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Figura 19 Cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina
(SARM) en presencia de AgNPs a) Sintetizadas con cisteina b) Sintetizadas con

citrato c) Sintetizadas con hidracina.
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En la tabla 7 se resumen los resultados de inhibicion del crecimiento bacteriano
por el método de microdilucion en caldo. Al igual que para E. coli O157:H7, el
efecto inhibitorio y bactericida de las AgNPs contra S. aureus resistente a
Meticilina presentd un orden descendente de actividad conforme se incrementaba
el tamafio promedio de las nanoparticulas. De este modo,las AgNPs sintetizadas
con hidracina presentaron la mayor actividad teniendo en cuenta las propiedades

fisicas que indican un menor tamafio y una carga superficial positiva.

Sin embargo, al comparar los resultados de actividad antibacteriana, se observo
gue los valores de concentracion minima inhibitoria y bactericida fueron menores
para la cepa Gram-positiva (S. aureus) que para la cepa Gram-negativa (E. coli)
para todos los tipos de AgNPs evaluados. Se sabe que la diferencia entre la pared
externa de las bacterias Gram-positivas y negativas de las bacterias esta dada por
el grado de permeabilidad, con un limite de exclusion de sustancias con un peso
molecular de mas de aproximadamente 600 Da para las células Gram-negativas.
(Nikaido, 2003; Madigan et al., 2003).

Adicionalmente, las bacterias Gram-positivas tienen una pared celular constituida
por un heteropolimero, el peptidoglicano mureina, que esta muy desarrollado y
puede presentar hasta 40 capas y contiene acidos teitoicos. Los acidos teitoicos
son cadenas de moléculas de glicerina o ribitol esterificadas entre si por puentes
fosfato, que poseen una fuerte carga negativa y se unen probablemente a la
mureina a través del fosfato formando una amida. Por el contrario, la pared celular
de las bacterias Gram-negativas contienegrandes cantidades de lipoproteinas y
lipopolisacaridos que representan hasta el 80 % del peso seco de la pared celular,
y presentan una interna red de peptidoglicano de mureina de una sola capa. La
funcion del lipopolisacarido en las bacterias es la de incapacitar las defensas del
huésped, proporcionar carga negativa a la superficie de la membrana y
estabilizarla. Asi pues, en ambos casos, las bacterias se hacen susceptibles a

interacciones electrostaticas cuando estan en presencia de agentes
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antibacterianos de carga positiva (Strominger et al., 1959;Schleifer y Kandler,
1972; Wal et al., 1997; Wal (2) et al., 1997).

La pared externa de bacterias Gram-negativas actia como una barrera de
permeabilidad debido a la presencia de una capa de lipopolisacaridos que es
capaz de excluir a las macromoléculas y las sustancias hidrofilas, por lo tanto
puede ser responsable de la resistencia intrinseca de bacterias Gram-negativas
(Nikaido, 2003). Por lo tanto, S. aureus resistente a meticilina es méas susceptible a
los efectos bactericidas de las AgNPs sintetizadas que E. coli O157:H7. De igual
forma, publicaciones preliminares afirman obtener efectos antibacterianos de
AgNPs mayores para bacterias Gram-positivas que para Gram-negativos (Amin et
al., 2009; Nanda y Saravanan, 2009).

Tabla 7 Resultados obtenidos de CMI y CMB de las AgNPs sintetizadas cisteina

contra S. aureus resistente a meticilina.

Agente reductor  Tipo de AgNPs ~ CMI_ pg/mL CMI_ug/imL CMI_ug/mL  CMB pg/mL

I-a-2 <025 0.25 0.50 1

Cisteina |-c-3 <0.25 0.50 10 10
I-d-1 <0.25 0.25 1 5

Citrato l1—c-2 <0.25 1 20
l1—-d-1 5 80 >80

g I11-a-2 <0.25 1 5 5
iaracina 1-d-2 <0.25 0.50 1 1

De igual manera, los resultados obtenidos por el método de Kirby-Bauer mostraron
halos de inhibicion de mayor tamafio (ver tabla 8) en comparacién a los logrados
para E. coli O157:H7. A pesar de no ser halos completamente circulares, (ver
figura 19) si se aprecia un incremento en la zona de inhibicion de la bacteria, lo
gue indica que es susceptible a las AgNPs probadas y guarda relacién con los

datos obtenidos en el método de microdilucién en caldo.
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Figura 20 Efecto de inhibicion de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) cultivada en medio Muller-Hilton (MH), utilizando AgNPs sintetizadas con

diferentes agentes reductores a) Cisteina b) lones citrato c¢) Hidracina.

Adicionalmente, teniendo en cuenta que el método de Kirby-Bauer fue menos
sensible que el método de microdilucién, s6lo se pudieron observar halos de
inhibiciébn medibles para ambas cepas estudiadas sélo cuando se adicionaron
concentraciones de AgNPs muy por encima de las concentraciones minimas
inhibitorias al 50%.

Tabla 8 Didmetros de inhibicién de S. aureus resistente a meticilina en presencia
de las AgNPs sintetizadas por el método de difusion de disco.

Agente Tipo de Concentracion de AgNPs Halo de inhibicién
reductor AgNPs (ug/mL) (mm)

1-a-2 50 14
20 12
1-c-3 50 10
Cisteina 20 11
10 10
-d-1 20 12
10 11
[1-c-2 50 10
. 20 9
Citrato l1-d-1 20 10
10 9
I1-a-2 50 12
: . 20 12
Hidracina Hl=d-2 50 11
10 10
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Algunas publicaciones se han enfocado en la elucidacion del mecanismo de
accion bacteriostatico y bactericida de las AgNPs. Se ha propuesto la formacion
de “piscinas” en la superficie de bacteria que altera la permeabilidad, asi como
demas funciones basicas celulares como la respiracién,desencadenando la
muerte celular. Otros estudios demuestran que la plata coloidal puede reaccionar
con sulfhidrilos (-S-H) en los grupos de la pared celular para formar puentes R-S-
S-R que conducirian al blogueo celular y la muerte de la bacteria. Asi mismo,
micrografias de E. coli después de ser tratada con AgNPs revelan que se causa

un dafo significativo sobre la pared celular y la posterior ruptura de la misma.

Adicionalmente, se ha encontrado evidencia de que la union de las AgNPs a la
membrana exterior causa acumulacion de precursores de proteinas lo que da
lugar a la disipacion de la fuerza motriz de los protones de intercambio presentes
en la membrana celular. No obstante, aln existe controversia sobre si al romper la
membrana, las AgNPs pueden ingresar al citoplasma bacteriano e interactuar con
el ADN citoplasmaético directamente evitando asi su replicacion (Sondi y Salopek-
Sondi, 2004; Kumar et al., 2004; Cho et al., 2005; Lok et al., 2006; Ruparelia et al.,
2008).

Sin embargo, lo que si esta claro, es que existe una afinidad por la membrana
celular bacteriana, ya sea por union a grupos sulfhidrilos, o por interaccion
electrostatica o por la formacion de piscinas de plata, que causa finalmente el
colapso de la misma permitiendo la entrada de las AgNPs a la zona intracelular
dela bacteria provocando la muerte celular. Aunque en el presente estudio no se
implementaron técnicas para determinar a fondo el mecanismo de las AgNPs
frente a las dos cepas estudiadas, si se puede asumir que es probable que el
mecanismo de accion de las AgNPs esté relacionado con la afinidad que
presentaron por la membrana celular, tanto por la carga superficial positiva y neta

de las AgNPs obtenidas en algunos casos, como por el pequefio tamafio promedio
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de las mismas, lo que permitié que interactuaran con la membrana celular para

causar el efecto bactericida.

5.4 ANALISIS DEL EFECTO SINERGICO DE AGNPS CON ANTI BIOTICOS

Con el fin de confirmar la existencia de un efecto sinérgico entre las AgNPs
sintetizadas y los cuatro antibiéticos elegidos: Ampicilina, Kanamicina, Eritromicina
y Ofloxacina en estos estudios se llevo a cabo una cinética de crecimiento para
cada cepa de acuerdo con los parametros establecidos para un disefio
experimental de Plackett-Burman y siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 2.4.1.1 (Plackett-Burman, 1946; John, 1996)

5.4.1 Disefio experimental de Plackett-Burman.  Se realiz6 una serie de doce
experimentos para cada cepaempleando cuatro antibidticos: Ampicilina,
Eritromicina, Kanamicina y Ofloxacina para E. coli. mientras que para S. aureus
sblo se emplearon tres: Eritromicina, Kanamicina y Ofloxacina. Las matrices y
niveles seleccionados se muestran en las tablas 1, 2 y 3 del Anexo C.En la tabla
9 se muestran las AgNPs seleccionadas para esta serie de experimentos que
presentaron bajas concentraciones minimas inhibitorias (CMI) al 50% para cada

cepa patégena.

Tabla 9 Nomenclatura implementada para las AgNPs seleccionadas en el disefio

experimental de Plackett-Burman.

TIPO DE AgNPs

AGENTE AgNPs EVALUADA AgNPs EVALUADA

NOMENCLATURA REDUCTOR CONTRA E. coli CONTRA S. aureus
AgNPs (1) Cisteina I-b-3 [-d-3
AgNPs (2) Citrato I1-b-3 I1-d-1
AgNPs (3) Hidracina I1-d-1 I-a-2

En la tabla 10 se muestran los porcentajes de inhibicién de crecimiento bacteriano

obtenidos para E. coli y S. aureusbajo las mismas condiciones experimentales Los
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porcentajes de inhibicion revelan un efecto sinérgico combinado pues cada
variable por separado sélo presentaba porcentajes de inhibicion de 50%. Por otra
parte, se puede apreciar que la inhibicion fue mayor para S. aureus resistente a
meticilina que para E. coli O157:H7 en la mayoria de los casos, lo cual se
corresponde con lo obtenido para las AgNPs (3) sintetizadas en ausencia de

antibiéticos en el medio.

Tabla 10 Porcentaje de inhibicibn de crecimiento bacteriano en los doce

experimentos frenteE. coliy S. aureus.

0 A 0 A
EXPERIMENTO % INHIBICION CONTRA % INHIBICION CONTRA

E. coli S. aureus
PB1 58.56 85.74
PB2 86.42 93.93
PB3 91.93 90.55
PB4 91.87 88.75
PB5 76.96 78.67
PB6 37.55 33.37
PB7 84.73 96.73
PBS8 79.45 97.31
PB9 13.11 33.66
PB10 56.35 97.81
PB11 28.76 98.94
PB12 92.88 98.31

Para evaluar los resultados de los ensayos del disefio experimental se determind
el efecto de la variable, el valor de t-student y el nivel de confianza empleando
como variable de respuesta el porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano.
Estos valores se pueden apreciar en las tablas 11 y 12. El parametro de efecto de
variable muestra que entre los antibidticos mas significativos se encuentra la
Kanamicina y entre las nanoparticulas, las AgNPs proveniente de la sintesis con
hidracina para el caso la inhibicion del crecimiento de E. coli O157:H7. Asi mismo,
el nivel de confianza permite corroborar la significancia en el porcentaje de
inhibicion del crecimiento bacteriano de estas dos variables, pues en ambos casos
superaron el 90% y presentaron la mayor actividad antibacteriana frente a E. coli
0157:H7.
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Por otro lado, la Kanamicina es un antibiético aminoglucésido de amplio espectro
bacteriano, que tiene como mecanismo de accion unirse irreversiblemente a la
subunidad 30S de los ribosomas con el fin de evitar la sintesis proteica. Es
probable que se presente un efecto sinérgico entre el antibidtico y las
nanoparticulas sintetizadas con hidracina debido a que éstas podrian facilitarle la
entrada en el citoplasma bacteriano, permitiéndole actuar mas eficazmente sobre
los ribosomas inhibiendo la sintesis de nuevas proteinas en la bacteria(Semenkov
et al., 1982; Barranco, 1998).

Tabla 11 Resultados del andlisis estadistico del efecto de AgNPs y diferentes

antibioticos sobre el porcentaje de inhibicion contra E. coli O157:H7.

EFECTO DE VALOR-  NIVEL DE CONFIANZA
VARIABLE t (%)
Ampicilina -0.174 -0.054
Kanamicina 19.756 6.1032 99.75-99.9
Eritromicina 11.763 3.634 99-99.5
Ofloxacina 7.124 2.201 95-97.5
AgNPs (1) -3.429 -1.059
AgNPs (2) 3.831 1.183 80-90
AgNPs (3) 6.443 1.990 90-95

Se determinaron los mismos parametros para las seis variables frente a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ver tabla 12). De estos resultados,

se encontré que las variables més significativas fueron Eritromicina y las AgNPs

3).

De igual manera, como se observo en los resultados para E. coli O157:H7, se
evidencio un efecto sinérgico entre AgNPs (3), Kanamicina y adicionalmente
Eritromicina frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Dado que el
mecanismo de la Eritromicina es unirse reversiblemente a la subunidad 50S del

ribosoma que inhibe la translocacién del aminoacil RNA de transferencia, y por
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ende la sintesis de péptidos bacterianos, es posible que la sinergia presentada se
deba a que cada tipo de antibidtico actla sobre una parte diferente del ribosoma,
lo cual incrementa su actividad antibacteriana gracias a que las AgNPs (3)
permiten un mas facil acceso a los ribosomas (Gonzélez et al., 1998; Alvarez y
Garcia, 2002).

Tabla 12 Resultados del analisis estadistico del efecto de AgNPs y diferentes
antibidticos sobre el porcentaje de inhibicion contra Staphylococcus aureus

resistente a meticilina.

EFECTO DE VARIABLE VALOR- t NIVEL DE CONFIANZA (%)

Kanamicina 8.906 1.357 80-90

Eritromicina 9.437 1.438 90
Ofloxacina -1.007 -0.153
AgNPs (1) 2.671 0.407 <70
AgNPs (2) 2.491 0.379 <70
AgNPs (3) 11.016 1.678 90-95

El disefio experimental de Plackett-Burman (PB) se ha utilizado frecuentemente
para la seleccion de las variables que tengan el mayor impacto en un proceso.
Aunque ha sido aplicada a una gran variedad de bioprocesos, no existe referencia
alguna que emplee este disefio para evaluar el efecto sinérgico entre AgNPs y
antibioticos. Sin embargo, en una comparacion de varios disefios experimentales
con muchas variables, se encontro que el disefio PB era el mas adecuado para la
eleccion de las variables importantes, ya que con un disefio PB se puede obtener
informacion del efecto de las variables s6lo con dos niveles. Otra consideracion en
la eleccion del disefio del PB en estudios de optimizacion es la relacion entre el
namero de experimentos que se llevd a cabo con el nimero de variables
analizadas. Mientras que el disefio de PB es un disefio factorial fraccional de
blogues incompletos, que permite el andlisis eficiente de (N-1) variables en los N

experimentos, un disefio factorial completo de 11 variables en dos niveles
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requeriria 2.048 experimentos (Williams, 1963; Akimazarova, 1982; Rao y Divakar,
2001; Cho et al., 2009; Ali y Haq, 2010).

Este método sirve como un método de optimizacién preliminar, puesto que soélo se
puede aplicar de manera eficiente a los sistemas donde las interacciones entre las
variables son pequefias en comparacion con su impacto en el proceso en estudio.
Aun asi, a través de este disefio experimental se pudo observar claramente como
cada una de las combinaciones de las variables afecta de manera directa el

porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano en cada caso.

5.4.2 Optimizacion del disefio. Para la realizacion de la optimizacion del disefio
experimental se eligieron las variables que mostraron un nivel de confianza igual o
superior a 90%usando un disefio centrado en las caras compuesto (CCD). Por lo
tanto, para el porcentaje de inhibicion contra E. coli O157:H7 se emplearon cuatro
variables: AgNPs (3), Kanamicina, Eritromicina y Ofloxacina, mientras que para el
caso el porcentaje de inhibicion contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina se utilizaron tres variables: AgNPs (3), Kanamicina y Eritromicina. Los
niveles de las variables probadas en la optimizacion por el disefio centrado en las
caras compuesto (CCD) contra ambas cepas patdgenas se describen en las
tablas 4 y 5 del anexo D.

Tabla 13 Resultados de la variable respuesta aplicada a las dos cepas de interés

en los experimentos de optimizacion.

% % % %
INHIBICION INHIBICION INHIBICION INHIBICION
EXPERIMENTO CONTRA CONTRA EXPERIMENTO CONTRA CONTRA
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
OPB1 89.45 93.13 OPB17 92.69 76.80
OPB2 89.45 94.43 OPB18 88.82 73.50
OPB3 90.51 93.35 OPB19 87.55 80.81
OPB4 88.77 95.23 OPB20 87.76 86.75
OPB5 88.71 94.21 OPB21 92.47
OPB6 89.14 96.38 OPB22 90.67
OPB7 90.30 99.22 OPB23 100
OPBS8 89.77 97.24 OPB24 100
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% % % %

INHIBICION INHIBICION INHIBICION INHIBICION
EXPERIMENTO = - oNTRA CONTRA  EXPERIMENTO "5\ rrA CONTRA
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
OPB9 91.94 98.75 OPB25 100
OPB10 97.99 89.02 OPB26 100
OPB11 100 96.48 OPB27 94.49
OPB12 95.23 100 OPB28 91.04
OPB13 100 73.14 OPB29 99.68
OPB14 100 78.29 OPB30 97.30
OPB15 100 80.86 OPB31 74.62
OPB16 99.31 78.64

Como resultado de los porcentajes de inhibicion obtenidos para cada caso, se
realizo el analisis posterior en el Software STATISTICA version 8.0, con el fin de
hallar los coeficientes de regresion empleando un modelo de regresién multiple. El

analisis arroj6 las siguientes ecuaciones polindmicas de pseudo-segundo orden:

Y= 82,73+13,37X; -3,53X;2+0,059X,-0,0001 X,°+0,26X3-0,0065X 3>
-10,99X,4+2,73X,>

Ecuacion 1.

Y= 44 + 3770X; - 177809X1% + 2X5 + X3

Ecuacion 2.

Las dos ecuaciones permiten obtener los valores 6ptimos de cada variable que
conducen a un maximo en la variable de respuesta, es decir, un 100% de

inhibicion del crecimiento bacteriano para cada cepa patdégena.

La ecuacion 1 revela los efectos de las interacciones entre las cuatro variables
optimizadas para el porcentaje de inhibicién, como variable de respuesta (Y)
contra E. coli 0157:H7. De alli se puede observar que la variable X, (Kanamicina)
y Xz (Eritromicina) no representan valores determinantes, mientras que las

variables X;(AgNPs (3)) y Xa(Ofloxacina),al igual que el intercepto, muestran
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valores grandes, lo que significa que los valores 6ptimos para una variable de

respuesta del 100% dependera principalmente de ellas.

De igual manera, la ecuacion 2 muestra los efectos de las interacciones entre las
tres variables optimizadas para el caso de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina y permite demostrar que la variable determinante sera la variable X;
(AgNPs (3)) para la obtenciéon de un 100% de inhibicion del crecimiento
bacteriano, lo que indica que es la variable que mas influye en la inhibiciéon con

respecto a las otras dos.

Asi mismo, se realizaron las graficas 3D de superficie de respuesta para cada dos
variables con respecto a la variable de respuesta, para cada caso (ver anexo C

figuras 1 y 2).

De las gréaficas tridimensionales se puede apreciar que las interacciones que
arrojan un solo maximo en la variable de respuesta se encuentran entre AgNPs
(3)- Eritromicina, AgNPs (3)-Kanamicina, Eritromicina-Kanamicina. Sin embargo,
para las interacciones entre Ofloxacina y cualquiera de las otras variables, no se
aprecia un unico maximo de porcentaje de inhibicién del crecimiento de E. coli
0O157:H7. Para las interacciones entre Eritromicina y Kanamicina con AgNPs (3)
se observa que el porcentaje de inhibicibn aumenta conforme se incrementan los
valores de ambas variables llegando a valores cercanos a 100% de inhibicion.
Estos resultados demuestran que las AgNPs (3) es una variable importante e
influyente en el proceso, y que presenta sinergia con cada uno de estos dos
antibioticos de mecanismos de accion diferentes.

Por otra parte, cuando la variable de respuesta fue el porcentaje de inhibicién del
crecimiento de S. aureus resistente a meticilina (SARM), se encontré que en todos
los casos solo se presenta un maximo centrado en la superficie. A pesar de que se

observa la existencia de un efecto sinérgico entre las tres variables evaluadas,
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ninguna combinacion supera un 90% de porcentaje de inhibicion del crecimiento

S. aureus resistente a meticilina (SARM).

El disefio compuesto centrado en las caras (CCD) es un disefio de superficie de
respuesta muy utilizado cuando la regién experimental se define por los limites
superior e inferior de cada factor y no se extiende mas alla de ellos. Este disefio
permite identificar una combinacion de factores que generen una respuesta 6ptima
en la variable de respuesta, en este caso, el porcentaje de inhibicion.
Adicionalmente, se pueden identificar y cuantificarlas interacciones significativas

entre las variables a través de esta técnica (Neteret al.,1996; Roukas et al., 2011).
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6. CONCLUSIONES

El uso de agitacion después de la reaccion de formacién de AgNPses un
parametro importante en el proceso de obtencion de las AgNPs, debido a que una
agitacion de 200 rpm durante una hora, favorece la obtencion de nanoparticulas

de menor tamafo y carga superficial positiva.

Las AgNPs presentaron actividad antibacteriana con valores de concentracion
minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) desde 0.25 pg/mL y 1 pg/mL de
AgNPs, respectivamente, tanto para E. coli O157:H7 como para S. aureus
resistente a meticilina (SARM); estos valores son menores, y por tanto mejores,

gue los publicados en la literatura.

Las AgNPs sintetizadas empleando hidracina como agente reductor y CTAB como
agente estabilizante exhibieron las mejores propiedades antibacterianas frente aE.
coli O157:H7 y S. aureus resistente a meticilina (SARM). Esto se debe
probablemente a las propiedades fisicas de las nanoparticulas, tales, como el

menor tamafo promedio y la mayor carga superficial positiva.

Las AgNPs sintetizadas bajo diferentes metodologias mostraron mayor actividad
bacteriostética y bactericida frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) que frente aE. coli O157:H7.

El método de microdilucién en caldo fue méas sensible que el método por difusion
de disco (Kirby-bauer) para determinar la actividad antibacteriana de las AgNPs.
Esto se debe fundamentalmente a que se requirieron mayores concentraciones de
AgNPs en el método de difusion de disco para observar un efecto inhibitorio
significativo del crecimiento bacteriano con E. coli O157:H7 y S. aureus resistente
a meticilina (SARM)
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El uso del disefio experimental del tipo Plackett-Burman fue una herramienta
estadistica adecuada para el estudio del efecto sinérgico entre AgNPs vy
antibioticos. Con este método se pudieron determinar las variables mas
significativas que afectaban la inhibicion del crecimiento bacteriano deE. coli

0157:H7 y S. aureus resistente a meticilina.

A través del disefio experimental de Plackett-Burmanse comprobd el efecto
sinérgico entre las AgNPs y los antibidticos probados. Adicionalmente, el mayor
efecto sinérgico se consiguié entre las AgNPs sintetizadas empleando hidracina
como agente reductor y dos antibidticos de diferentes mecanismos de accion,
Kanamicina y Eritromicina. Con estas combinaciones se alcanzaron porcentajes
de inhibicion superiores al 90% paraE. coli O157:H7 y S. aureus resistente a
meticilina (SARM).
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7. RECOMENDACIONES

Se requiere hacer un seguimiento del cambio en el tamafio promedio de las
nanoparticulas de acuerdo con los pardmetros de reaccion y en funcion del tiempo
empleando técnicas experimentales como dispersion de luz en modo dindmico

(DLS) o microscopia de transmision electrénica (TEM).

Es necesario realizar estudios posteriores mas especializados que permitan
establecer las interacciones directas entre la membrana exterior de la bacteria y
las AgNPs, empleando diferentes técnicas de separacion como electroforesis en

dos dimensiones y posterior andlisis por espectrometria de masas.

Evaluar la actividad antibacteriana de las AgNPs sintetizadas bajo diferentes
metodologias sobre otras bacterias de gran relevancia e interés clinico Gram-
negativas, tales como Pseudomona aeruginosa o Gram-positivas como

Streptococcus pneumoniae, este Ultimo agente causante de neumonia.
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ANEXO A CALCULO DE PORCENTAJE DE INHIBICION BACTERI ANA

Al realizar la cinética de crecimiento bacteriano en presencia de AgNPs, se midio
la absorbancia cada hora determinando con punto final t = 9h, con el fin de aplicar

la siguiente ecuacion para el célculo del porcentaje de inhibicion:

Af—A4y) 100
v = 100 - Ar =)
A,
Ecuacion 3.

Donde:

A= Absorbancia a t=9 de la bacteria en presencia de las AgNPs.

Ao= Absorbancia a t=0 de la bacteria en presencia de las AgNPs.

A= Absorbancia control de la bacteria en ausencia de las AgNPs.
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ANEXO B ECUACIONES UTILIZADAS PARA LA EVALUACION DE L EFECTO
SINERGICO ENTRE AgNPs Y ANTIBIOTICOS DE ACUERDO CON EL
METODO PLACKETT-BURMAN.

Los parametros mas importantes evaluados en el disefio experimental de Plackett-

Burman necesarios para la evaluacion de la variable de respuesta, son:

Efecto de una variable

El efecto de una variable sobre la respuesta es simplemente la diferencia entre el
valor medio de la respuesta de los doce experimentos en el nivel alto y el valor
promedio de la respuesta de los doce experimentos en el nivel bajo, como se

muestra en la ecuacion:

Ra('l‘) Ra (_)
Ea= n  n
Ecuacion 4.

Donde:

E.= Efecto de la variable “a”.

Ra (+) = Respuesta o resultado de la variable “a” (porcentaje de inhibicion) en el

nivel alto.

Ra (-) = Respuesta o resultado de la variable “a” (porcentaje de inhibicién) en el

nivel bajo.

n = Numero de experimentos realizados en cada nivel.
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Varianza del efecto

La ecuacién de varianza muestra que la variacion es igual a la media de los
cuadrados de los efectos de las variables nulas, que se calculan como se

especificé anteriormente:

Y(En)?
Vers = =——
Ecuacion 5.

Donde:

Veif = Varianza de un efecto.

E,,= Efecto de la variable nula.

n = Numero de variables nulas en el experimento.

Error estandar del efecto

La relacion entre la varianza del efecto y el error estandar se muestra en la

siguiente ecuacion:

E5= w/Veff

Ecuacion 6.
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t-student

La significancia de cada efecto fue determinada através del valore de la t-student

para cada variable, de acuerdo a:

E,
t =
a E.S.
Ecuacion 7.

Al relacionar el valor de t-student obtenido para cada variable con los valores
estadisticos tabulados se consideraron tantos grados de libertad como variables

nulas se emplearon.
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ANEXO C NIVELES Y MATRICES EMPLEADOS EN EL DISENO

EXPERIMENTAL DE PLACKETT-BURMAN.

Tablal Variables y niveles definidos de acuerdo con el disefio Plackett-Burman

para la determinacion del efecto sinérgico entre AgNPs y antibi6ticos contra E. coli

0O157:H7.
VARIABLES siMBOLO VALORES EXPERIMENTALES
NIVEL BAJO (-1) NIVEL ALTO (+1)

Ampicilina A 0 55
Kanamicina B 0 33
Nula C
Eritromicina D 0 555

Ofloxacina E 0 3
Nula F
AgNPs (1) G 0 0,5

AgNPs (2) H 0 5
Nula I

AgNPs (3) J 0 1
Nula K

*CMlso en pug/mL

Tabla 2 Variables y niveles definidos de acuerdo con el disefio Plackett-Burman

para la determinacion del efecto sinérgico entre AgNPs y antibidticos contra S.

aureus resistente a Meticilina (SARM).

VARIABLES

Nula
Kanamicina
Nula
Eritromicina
Ofloxacina
Nula
AgNPs (1)
AgNPs (2)
Nula
AgNPs (3)
Nula

SIMBOLO
A

Rae—IOTMOO®

VALORES EXPERIMENTALES

NIVEL BAJO (-1)

NIVEL ALTO (+1)
51,2
10
0,3

0,2
0,05

0,01

*CMlso en pg/mL

93



Tabla 3 Matriz combinatoria de las variables a estudiar en los doce experimentos

para determinar el efecto sinérgico entre AgNPs y los antibidticos elegidos.

- VARIABLES

PB1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1

PB3 -1 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1

PB5 1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 -1

PB7 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 -1

PB9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

PB11 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 -1
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ANEXO D NIVELES Y MATRICES SELECCIONADOS EN LA OPTI MIZACION
DEL DISENO CENTRADO EN LAS CARAS COMPUESTO (CCD)

Tabla 4 Niveles de las variables probadas en la optimizacion por el disefio

centrado en las caras compuesto (CCD) contra E. coli O157:H7

) NIVELES'
VARIABLE SIMBOLO
-2 -1 0 1 2
AgNPs (3) X1 0,2 1 1 1,4 1,8
Kanamicina X, 60 183 305 427,5 550
Eritromicina X3 3,5 11 18,3 25,7 33
Ofloxacina Xa 0,4 1 2 2,8 3,6

*CMlso en pg/mL

Tabla 5 Niveles de las variables probadas en la optimizacién por el Disefio
Centrado en las Caras (CCD) contra S. aureus resistente a meticilina (SARM).

: NIVELES’
VARIABLE SIMBOLO
-2 -1 0 1 2
AgNPs (3) X1 0,002 0,006 0,01 0,014 0,018
Eritromicina X, 2 6 10 14 18
Kanamicina X3 10,24 30,72 51,2 71,68 92,16

*CMlso en pg/mL
Tabla 6 Matriz utilizada para la optimizacion de cuatro variables frente a porcentaje
de inhibicion como variable de respuesta contra E. coli O157:H7.

VARIABLE
EXPERIMENTO
X1 X2 X3 X4
OPB1 0,6 182,5 10,9 1,2
OoPB2 0,6 182,5 10,9 2,8
OPB3 0,6 182,5 25,7 12
OPB4 0,6 182,5 25,7 2,8

95



"En pg/mL

VARIABLE
X, X3

OPB6 0,6 427,5 10,9 2,8

OPB8 0,6 427,5 25,7 2,8

OPB10 1.4 182,5 10,9 2,8

OPB12 14 182,5 25,7 2,8

OPB14 14 427,5 10,9 2,8

OPB16 14 427,5 25,7 2,8

OPB18 1,8 305,0 18,3 2

OPB20 1,0 550,0 18,3 2

OoPB22 1,0 305,0 33 2

OPB24 1,0 305,0 18,3 3,6

OPB26 1,0 305,0 18,3 2

OPB28 1,0 305,0 18,3 2

OPB30 1,0 305,0 18,3 2
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Tabla 7 Matriz utilizada para la optimizacion de cuatro variables frente a porcentaje
de inhibicion como variable de respuesta contra S. aureus resistente a meticilina
(SARM).

EXPERIMENTO VARIABLE
X X, X
OPB1 0,006 6 30,72
OPB2 0,014 6 30,72
OPB3 0,006 14 30,72
OPB4 0,014 14 30,72
OPB5 0,006 6 71,68
OPB6 0,014 6 71,68
OPB7 0,006 14 71,68
OPBS8 0,014 14 71,68
OPB9 0,01 10 51,2
OPB10 0,01 10 51,2
OPB11 0,01 10 51,2
OPB12 0,01 10 51,2
OPB13 0,002 10 51,2
OPB14 0,018 10 51,2
OPB15 0,01 2 51,2
OPB16 0,01 18 51,2
OPB17 0,01 10 10,24
OPB18 0,01 10 92,16
OPB19 0,01 10 51,2
OPB20 0,01 10 51,2

"En pg/mL
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ANEXO E SUPERFICIES DE RESPUESTA DE CADA DOS VARIAB LES CON
RESPECTO AL PORCENTAJE DE INHIBICION PARA CADA CEPA
PATOGENA.

Figura 1 de respuesta para las variables dos variables con respecto a la variable

de respuesta (% inhibicion) frente a E. coli O157:H7

WTENA Yo

T %
wEenis Yo

TR Yo
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Figura 2 Superficie de respuesta para las variables dos variables con respecto a la
variable de respuesta (% inhibicion) frente a Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM).
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