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Efecto de nanoparticulas de plata sobre la formacion de biofilms bacterianos
de especies de Staphylococcus.

Introduccion

En los ultimos afos, las aplicaciones de las nanoparticulas (NPs) se han
expandido considerablemente en diversos campos de investigacién, debido a sus
propiedades medicinales; particularmente las nanoparticulas de plata (AgNPs) han
atraido mucha atencion en el campo cientifico, ya que son un agente
antimicrobiano aplicado en diversos productos por su alta toxicidad para bacterias
y otros microorganismos (Dorobantu et al., 2015; Duran et al., 2016). Ademas, el
desarrollo de estas NPs es un area de evolucién de la nanotecnologia para su

posible aplicacién en el manejo de infecciones microbianas.

En recientes investigaciones, se descubrié que las AgNPs impiden la produccion
de factores de virulencia y el desarrollo de biofim en diferentes bacterias
patdgenas (Martinez-Gutiérrez et al., 2013; Sahal et al. 2015; Palanisamy et al.
2014). Por lo que a partir de AgNPs sintetizadas se observara el efecto en la

produccién de biofilms bacterianas en especies de Staphylococcus.

Antecedentes

Nanotecnologia

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinaria relacionada con la quimica, la
bioquimica, la fisica y la ciencia de los nanomateriales. En diversas
investigaciones se ha encontrado un amplio uso para aplicaciones en la medicina
(Chen H, et. al., 2013).

Para considerarse nanoparticulas estas deben tener un tamano de hasta 100 nm
para la Food and Drug Administration (FDA) y hasta 200 nm para la EMEA, los
nanomateriales exhiben propiedades basadas en sus caracteristicas especificas
como tamano, distribucion y morfologia, a medida que aumenta la superficie de
contacto de las nanoparticulas, aumenta también su efectividad bioldgica
(Satyavaani K, et. al., 2011).




Nanoparticulas de plata

La nanotecnologia es uno de los campos mas prometedores, generando diversos
tipos y materiales para su aplicacion en la biotecnologia y nanotecnologia. Entre
los distintos tipos de nanomateriales se encuentra las nanoparticulas de plata
(AgNPs), siendo estas las mas utilizadas debido a las propiedades fisicas y
quimicas que posee la plata, asi como su conductividad, estabilidad quimica,
catalitica y por su actividad antibacterial (Gurunathan S, et al., 2015).

Diversos estudios han demostrado que las nanoparticulas inhiben el crecimiento y
la actividad de diversos microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras, hongos
y virus, también de presentar efecto antiinflamatorio (Kalishwaralal K, et. al., 2010).
Los mecanismos de toxicidad de las AgNPs dependen de la generan radicales
libres téxicos para la bacteria. Estudios han reportado que la disolucién lenta de
Ag* en condiciones estables, aumenta la toxicidad a través del tiempo, y el Ag*es
mas toxico en la bacteria que las AQNPs (Thumptimdang P, et. al., 2017).

Recientemente la sintesis de AgNPs tiene un alto potencial para las aplicaciones
en biomedicina por su biocompatibilidad, estabilidad, su alta solubilidad y su alto
rendimiento sin agregacion. Ademas, los nanomateriales y los métodos que se
emplean son simples, no son téxicos y son amigables con el medio ambiente
(Takkar K, et al., 2010). Existen varios métodos para la sintesis de AgNPs, sin
embargo, los mas utilizados son los métodos quimicos, en los cuales se utilizan un
agente reductor que ayuda a reducir Ag*a Ag®, y un estabilizador, para controlar el
tamano de particula y evitar la agregacion.

Biofilms bacterianos

Los biofilms o biopeliculas son comunidades microbianas individuales o
multiespecificas encerradas en una matriz que se forma en cualquier superficie. La
matriz de los biofilms es el adhesivo que mantiene unidas a las células, esta esta
compuesta por proteinas estructurales y polisacaridos, ademas de contener DNA
extracelular (Soll D, et. al., 2016).




Los microorganismos han desarrollado diversas estrategias para adherirse entre si
y a las superficies, como la produccion de fibras amiloides, proteinas adhesinas y
polisacaridos, asi como mecanismos para modular la producciéon de matriz de
biofilms o interacciones como respuesta a las sefales ambientales como el

oxigeno o calcio (Visick K, et. al., 2016).

Los biofilms juegan un papel positivo importante en una gran variedad de
ecosistemas, sin embargo, también poseen muchos efectos negativos, ya que se
relacionan con algunas infecciones. Las biofilms bacterianos representan una
antigua estrategia de supervivencia procariética, debido a que les proporcionan
proteccién frente a humedad, temperatura y pH, ademas de que facilita la
concentracion de nutrientes y la eliminacién de desechos (Lebeaux D, 2014;
Donlan R, 2002).

La composicion y la estructura fisica de los biofilms reflejan varias interacciones
complejas que tienen lugar en sus componentes y su entorno como la cohesion
celular, intercambio de gases, resistencia a farmacos, defensa de leucocitos y el
mantenimiento y rigidez del propio biofilm. También se ha demostrado que los
biofilms bacterianos facilitan procesos de intercambio de genes por conjugacion,
ademas de permitir la liberacidn de células o fragmentos del biofilm para su
dispersion (Visick K, et. al., 2016; Soll D, et. al., 2016).

La capacidad de formar biofilms no parece restringirse a ningun grupo especifico
de microorganismos y, en la actualidad, se considera que bajo condiciones
ambientales adecuadas la mayoria de las bacterias, independiente de la especie,
puede existir dentro de biofilms adheridos a superficies en una interfase sélido/
liquida, incluyendo organismos importantes en algunas enfermedades, tales
como: Pseudomona aeruginosa, Haemophilus influenzae,  Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella ssp.y Staphylococcus aureus entre otros (Donlan R, 2002;
Davies J, 2001).

El mecanismo de formacién del biofilm se debe principalmente a un polisacarido
intracelular (PIA), que es un polisacéarido especifico en el glucocalix compuesto de




residuos de B-1,6-N—acetilglucosamina (80-85%) y no-N—acetilado de residuos de
D-glucosaminil que son una fraccion aniénica y contienen fosfato y éster-
enlazados a succinato (15-20%). Aunque la PIA es un mecanismo principal de
formacién de biofilm en S. aureus y Staphylococcus epidermidis, las proteinas de
superficie son el otro mecanismo alternativo de formacién de biofilm. La matriz
extracelular tiene grandes canales llenos de agua, se acumulan por la degradacion
antibidtica de las enzimas como f-lactamasas, y juega un papel en los
mecanismos de resistencia adaptativa debido al DNA constituyente (Davis J,
2001).

Estafilococos

Los estafilococos son cocos catalasa positivos. El género posee aproximadamente
35 especies. Forman parte de la familia Bacillaceae y estan presentes en la

mucosa y en la piel de humanos y otros animales (Archer G, 2000).

Las especies de estafilococos estan presentes en alrededor del 90 % de la
poblacion humana. El género estafilococos es compuesto por diversas especies y
subespecies, se agrupa generalmente en dos: coagulasa positivo y coagulasa
negativos. Los coagulasa negativo esta constituido por varias especies de
estafilococos que afectan diversos rangos de huéspedes, algunos de ellos causan
mastitis en animales de granja, mientras algunas especies colonizan heridas o
infecciones en personas inmunocomprometida. En el grupo de estafilococos de
coagulasa positivo las tres especies patdégenas principales son S. aureus, S.
intermedius 'y S. hyicus. Estas tres especies son el principal agente patégeno que
causa mastitis, tienen la capacidad de transferencia entre humanos y ganado, en
humanos causan infecciones leves en la piel y enfermedades graves como
neumonia y septicemia (Beyene T, et. al., 2017; Ao W, et. al. 2017; Kastman E, et.
al., 2016).




Objetivo general

Estudiar el efecto de nanoparticulas de plata sobre la formacion de biofilms

bacterianas.

Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de plata, (AgNPs).
Caracterizacion de las nanoparticulas de plata.

Determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata.

0 Db

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata sobre la formacion de
biofilms, de Staphylococcus spp.

Material y métodos
Sintesis de AgNPs

Se realiz6 la sintesis de AgNPs, mediante la reduccion de 100ml de nitrato de
plata (AgNOs usando las concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ppm) con 25 ml de
borohidruro de sodio (NaBH4) 10 mM en alcohol polivinilico (PVA) al 0.06% (Choi
et. al., 2008).

Se preparé una disolucién acuosa de AgNOs (0.10 nM, 25 mL), citrato de sodio
(30 nM, 1.5 ml), PVA (0.70 nM, 1.5 mL), H202 (30 %, 60 pL) se mezclé en un y se
agité vigorosamente en un bafno de agua a 25 °C. Después de 5 min, se agreg6
una disolucion de NaBH4 (100 nM, 500 pL) para generar un coloide de color
amarillo palido. Después de unos minutos, el coloide se obscurecid, indicando la
formacién de las nanoparticulas de plata; dependiendo de la concentracion de
NaBH4 usado en el experimento, el color final de la solucién en dispersién coloidal
tuvo un intervalo de coloracién de morado-turquesa (0.30-0.80 nM NaBHa4) el cual
indicd la formacion de nanoprismas de Ag (AgNPs). La concentracién de BSA y

los sitios marcados se mantuvo a 1.0 uM de AgNPs.




Caracterizacion de Nanoparticulas de Plata
Andlisis de Espectro Ultravioleta-Visible (UV-Visible)

Para determinar la formacién de las AgNPs, se prepar6 una dilucion 1:10, de la
disolucion de AgNPs, de la cual, 3 mL se llevaron a 100 mL con agua destilada.
Se utilizaron soluciones de referencia del precursor de AgNOs y agua destilada
como blanco. Se obtuvo un barrido espectrofotométrico de la suspension de las
AgNPs a una longitud de onda que va de 200 nm a 800 nm en un
espectrofotometro marca Beckman Coulter DU730.

Andlisis de distribucion de tamano de particula por dispersion laser

El tamano de las particulas se determin6 en una dispersién acuosa de las AgNPs
en un Analizador de tamano de particula Marca Partica, Modelo LA-950V2. Se
obtuvo un histograma que proporciono el promedio del tamaro de particula de las
AgNPs.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para determinar la superficie morfolégica de las AgNPs se realiz6 SEM en un
equipo marca Jeol modelo 6000J. Se utilizd6 una muestra en seco de AgNPs y se

obtuvo una imagen tridimensional.

Actividad antibacterial in vitro de las AgNPs

Para el desarrollo de la prueba fueron utilizadas las siguientes cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 35985), Shigella flexnery (ATCC 9199),
Escherichia coli (ATCC 10586), Candida albicans (ATCC 10231) y Vibrio fluviales
(ATCC 33309).

Se realizd la prueba de susceptibilidad por el método Kirby-Bauer de difusién en
disco de papel filtro Whatman (7mm), de acuerdo con el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). Se prepar6 un inéculo de las cepas ajustando a
una concentracién de 0.5 McFarland (1 x 108 UFC mL-") utilizando un equipo
Densimat (Biomérieux), y se sembr6 estriando toda la superficie de las placas con
medio agar Muller-Hinton. Se prepararon las dispersiones coloidales de AgNPs de
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las concentraciones que se probaron y se colocaron discos de 0.7 mm de diametro
de papel filtro previamente impregnados con la suspensibn de cada
concentraciones de AgNPs sintetizadas, asi como los discos para la disolucién de
referencia de AgNOs a las mismas concentraciones. Las placas fueron incubadas
a 37 °C por 24 h. Se determin6 el diametro del halo de inhibicién, que fue

proporcional a la sensibilidad de la bacteria estudiada.
Prueba de formacion de Biofilm

Para probar los aislamientos para la formacién de biofilm, se realizé un ensayo de

adherencia cuantitativa. Se utilizé el método de Schiwon y col. 2013.

Se utilizaron como cepas positivas de formaciéon de biofilm Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 (RP62A) y S. aureus ATCC 29213 y S. epidermidis
ATCC 12228 control negativo. Se utilizaron los medios respectivos como blanco,

asi como nanoparticulas y bacterias.

En condiciones de esterilidad se sembr6 una colonia de S. aureus en caldo soya
suplementado con NaCl y glucosa toda la noche, posteriormente se tomé 10uL de
cultivo bacteriano de cada muestra y se adicion6 a un pozo que contenia 200uL de
medio TSB (caldo de soya tripticaseina) suplementado (0.5% de dextrosa y 3% de
NaCl), y diferentes concentraciones de AgNPs (10, 25, 50 y 100 ppm), se coloco
en una placa de 96 pozos (Placas Corning 3596), se tapo la caja y se incub6 a 37

°C sin agitacion por 24 h.

Pasado el tiempo de incubacion las bacterias planctonicas se removieron y se
lavaron los pocillos suavemente tres veces con 200 uL de solucion estéril PBS. Se
retird de los pocillos por aspiracion suave con una punta de pipeta estéril. Se
tomaron con cuidado para evitar la aspiracion forzada del pozo. Después de la
incubacion y el lavado, las células se fijaron con etanol puro al 100%, después de
10 minutos se aspird el etanol y se dej6 la placa de microtitulacion se secara

durante 10 minutos con la tapa abierta en un area estéril.

Terminado el lavado se agregd 125 pL de cristal violeta 0.1% (p/v) y se dejo tefiir
durante 2 minutos a temperatura ambiente, se agité el cristal violeta de cada
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pocillo, posteriormente se procedié a lavar dos veces los pocillos con 250 uL
(PBS), al terminar se volte6 la caja y se dej6é escurrir el exceso de solucion sobre
un papel absorbente para después dejar la caja abierta por unos 15 min para
eliminar un poco mas el exceso de solvente en los pozos. A continuacién, se
solubilizé la tincion con 200 uyL &cido acético glacial 33% (v/v). Para leer la
densidad Optica se utiliz6 un lector de ELISA BioRad Modelo 680 a 595 nm. Cada
cepa se ley6 por sextuplicado y se descartaron los resultados fuera de
tendencia. Los resultados obtenidos de la densidad éptica (DO) fueron
interpretados siguiendo la metodologia de Babra y colaboradores, 2014, de la

siguiente manera:
- DO < 0.120 no hay formacion de biofilm
- DO=0.120 a 0.480 biofilm débil.

- DO > 0.480 a 0.720 biofilm moderado.

- DO > 0.720 formacion de biofilm muy fuerte.

Resultados y discusion

Caracterizacion de nanoparticulas de plata

Se realizdé la sintesis de las AgNPs mediante la reduccion de Ag* a Ag°,
obteniendo soluciones coloidales con diferentes tonalidades de color azul (figura
1), dichas tonalidades se deben principalmente a la concentracion de AgNPs, es
decir, entre mas oscura sea la coloracidon azul, mayor es la concentracién de

nanoparticulas en la solucién.




Figura 1. Nanoparticulas de plata sintetizadas mediante oxido reduccion, en concentraciones de
100, 50, 25 y 10 ppm (De izquierda a derecha).

Segun estudios realizados por Xu y colaboradores, la coloracion obtenida en las
soluciones permite especular la existencia de nanoprismas, ya que ellos
mencionan que la coloracién final se encuentra en un rango de rosa-purpura a
turquesa, dependiendo de la concentracion utilizada de NaBH4, y que por lo

general este vire de color indica la presencia de pequefas nanoparticulas de plata.

Andlisis de Espectro Ultravioleta-Visible (UV-Visible)

Inicialmente se caracterizaron las AgNPs mediante la técnica de espectroscopia
UV-visible. Se conoce que las AgNPs exhiben un maximo de absorciéon UV-visible
en el rango de 400-500 nm debido a la resonancia del plasmén superficial,
(Srinivasan R, et. al., 2017). En los resultados obtenidos (Gréafica 1) se muestra
una absorcion maxima en el rango de 405-422 nm, por lo que se estima que las de
AgNPs obtuvieron las caracteristicas idoneas respecto al tamario.
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Gréfica 1. Espectroscopia UV-visible de las AgNPs

Un estudio realizado por Paramelle y colaboradores propone un método para
estimar el didametro de las nanoparticulas de plata con solo conocer la longitud de
onda maxima de las soluciones y estimando el coeficiente de extincidon, dicha
teoria podria sugerir que las nanoparticulas sintetizadas alcanzan un diametro de

aproximadamente de 30-50 nm.

Andlisis de distribucion de tamano de particula por dispersion laser

Se realiz6 el andlisis de tamafno de particula de las nanoparticulas (fig XXX ).
Debido a que el equipo opera con soluciones no fue posible obtener la distribucion
de las concentraciones 10 y 25 ppm, ya que se encontraban muy diluidas y el
limite de deteccidn y cuantificacion del equipo no permitié obtener los datos en las

muestras.

La distribucion de las AgNPs de 50 ppm (Figura 2) muestra dos poblaciones, la
poblacion mas grande se encuentra en un promedio de tamafno de 70 nm, por lo
que se estima que dicha poblacion pertenece a las AgNPs, y que el tamario de
particula se encuentra dentro del rango caracteristico de las nanoparticulas
(Satyavaani K, et. al., 2011). Sin embargo, la segunda poblaciéon se muestra con
un tamano de particula de aproximadamente 1000 nm, por lo que se relaciona con
un exceso de NaBH4 al ser una poblacién pequefia y no significativa.
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Figura 2. Analisis de distribucion de tamafo por dispersion laser de AgQNPss en concentracion de 5
ppm.

La determinacion de la distribucién de tamano de las AgNPs de 100 ppm no fue
posible, ya que el intervalo minimo de deteccion del equipo es de 10 nm, por lo
que se cree que el tamano de las particulas en la solucién corresponde a un

tamano menor.
Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las micrografias obtenidas revelan poblaciones mixtas (fig. 3), en ellas se
observan particulas con formas octagonales, hexagonales, icosaedricas y barras,
ademas estas particulas crean aglomeraciones. Segun lo encontrado en la
literatura, estas estructuras y la tendencia a aglomerarse son caracteristicas de las

AgNPs, puesto que determinan su toxicidad (Xi-Feng Z, et. al., 2016).




Figura 3. Micrografias de microscopia electrénica de barrido de las AGNPs. Muestra AgNPs 50
ppm a a)100,000X; b) 50,000X; c), d) y e) 100, 000X; f) 150,000X.

Actividad antibacterial in vitro de las AgNPs

Se realiz la prueba de susceptibilidad antimicrobiana usando cepas bacterianas
representativas Gram-positivas y Gram-negativas, estas cepas fueron expuestas a
diferentes concentraciones de AgNPs (10, 25, 50 y 100 ppm), y como referencia

se empled

AgNOQO:s.

. . Zona de Inhibicién (mm)’
Microorganismo
AgNPs
AgNO3
10 ppm | 25 ppm | 50 ppm | 100 ppm
S. flexneri 13 9 12 11 13
S. aureus ATCC 29213 7 7 9 7 7
S. aureus ATCC 43300 7 9 11 11 10
V. fluivialis 11 10 11 11 10
E. coli 11 7 10 10 7
C. albicans 11 9 11 8 9
S. epidermidis 9 8 13 7 7

Tabla 1. Zona de inhibicion con AgQNOs y AgNPs

“El diametro del disco fue de 7 mm.
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Los datos obtenidos (tabla 1) muestran que las cepas estudiadas tiene una mayor
inhibicién de crecimiento en AgNPs en concentracién de 25 ppm, un estudio
realizado por Hackenberg y colaboradores (2011) indica que para obtener una
inhibicién de crecimiento se requiere una dosis mayor de 10 ug/ml (10 ppm) de
AgNPs, y que en concentraciones menores a 100 pug/ml no existe toxicidad en
humanos.

Es importante mencionar que el tiempo de maduracion que se le dio a las AgNPs
después de la sintesis fue de de aproximadamente quince dias. El tiempo de
envejecimiento, asi como la estabilidad, son factores importantes para toxicidad de
las AgNPs. Algunos estudios reportan que el tiempo idéneo para que las AgNPs
adquieran sus funciones antimicrobianas es de 6 meses, y dicho tiempo se le
relaciona con la liberacion de Ag* que es atribuido a su toxicidad. No obstante, por
medio de la presente investigacidn se puede demostrar que en un corto periodo
las AgNPs también adquieren un efecto citotoxico, pero este aumenta con el
tiempo de envejecimiento que se le proporciona (Salahuddin K, et. al., 2018).

Prueba de formacion de Biofilm

Se efectud la prueba de inhibicién de la formacién de biofilms bacterianos (fig. 4),
donde se observd que la cepa S. aureus ATCC 29213 tiende a una formacion de
biofilm moderado, sin embargo, exponiéndola a las diferentes concentraciones de
AgNPs se puede observar que con una concentracion de 25 ppm la formacién de
biofilm tiende a disminuir (aproximadamente 25%) convirtiéndose en una
productora débil, en contraste, se observa que al estar expuesta con
concentraciones de 10 y 100 ppm la formacién de biofilm se intensifica, aunque no

muestra diferencias significativas.

La formacién de biofilm de S. epidermidis ATCC 35983 es débil, pero al estar en
contacto con AgNPs en concentraciones de 25 y 50 ppm, su formacién se reduce,
no obstante, en la exposicion con AgNPs en 25 ppm se encuentra una diferencia
significativa, mostrando una inhibicién total en la formacion de biofilm.




S. epidermidis ATCC 12228 tiene una formacidén débil de biofilm, pero al estar
expuesta con las diferentes concentraciones de AgNPs su produccién disminuye,
sin embargo, en la exposicidén con la concentracion de 25 ppm, las nanoparticulas
de plata no permiten la produccién de biofilm, mostrando una diferencia muy
significativa con respecto a las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm.

En los resultados obtenidos de S. aureus ATCC 29213 y epidermidis ATCC 35983,
se observa que en AgNPs en concentracion de 10 ppm la formacion de biofilm
incremente mas del 100%, a diferencia de diversos estudios realizados, donde
concentraciones menores a 1 pg/ml de AgNPs muestran una inhibicién de mas del
90%, esto puede deberse a que en el estudio el tamafo de particula es menor (20
nm de diametro), lo cual es importante debido que a menor tamafo de particula,
mayores caracteristicas antimicrobianas se confieren a las nanoparticulas de plata
(Gurunathan S, et. al., 2014; Satyavaani K, et. al., 2011).

En el caso de las tres cepas utilizadas en la prueba, se observdé un efecto
estadisticamente significativo en presencia de AgNOs, en donde la cepas reducen
la formacion de bioflm, y en el caso de las dos cepas de S. epidermidis, la
formacion se aprecia totalmente inhibida, es decir, la solucién de AgNOs muestra
mayor eficacia para inhibir la formacidén de biofilm, con respecto a las diferentes
concentraciones de AgNPS, esto puede deberse a que en la soluciéon de AgNO:s el
Ag* se encuentra en mayor concentracion y con mayor disponibilidad para
interactuar con la célula, a diferencia de las AgNPs que necesita un periodo de
maduracién para que dicho ion pueda liberarse. Sin embargo, el uso de AgNPs
puede aminorar la toxicidad en células humanas (Salahuddin K, et. al., 2018).
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Figura 4. Efecto de AgNPs con diferentes concentraciones en biofilms bacterianos de S. Aureus
ATCC 29213, S. aureus ATCC 35983 y S. epidermidis ATCC 12228. “p<0.05 *p<0.01.

Conclusion

Como se puede ver la utilizacion de AgNPs en el tratamiento de infecciones
bacterianas que incluyen la formacién de biopeliculas puede ser de gran utilidad
ya que pueden disminuir la formacién de éstas. Ademas, el uso de AgNPs permite
la utilizacion de bajas concentraciones de plata que reducen los posibles
problemas de toxicidad en células humanas.
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