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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo consistid en sintetizar nanoparticulas de plata empleando una
via de sintesis de bajo costo y amigable con el medio ambiente. Las nanoparticulas de plata
(NPs-Ag) se obtuvieron a partir de nitrato de plata (AgNO3) 0.01M y se empled como reductor
el sobrenadante de P. aeruginosa denominada fraccién extracelular (FE). La cepa bacteriana
de la Pseudomonas aeruginosa y la patogenicidad de ella, se determiné a través de MALDI-
TOF, encontrdndose que eran las correspondientes. Se trabajo con 3 muestras con volimenes
diferenciados [AgNO3z(9ml)- FE (1mL), AgNOs(7ml)- FE (3mL), AgNOz(5ml)- FE (5mL)],
denominados M1, M2 y M3, respectivamente. La solucion de nitrato de plata se introdujo en
tubos de ensayo en diferentes volumenes (9; 7 y 5 mL) y se puso en contacto con el
sobrenadante (FE) durante 44 horas. Las nanoparticulas de plata sintetizadas se caracterizaron
en cuanto al tamafio hidrodinamico y espectro de absorcion, mediante el uso de las técnicas,
Dispersion de luz modo dindmico (DLS) y Espectroscopia UV-Visible, respectivamente. Para
la evaluacion de la actividad antibacteriana se empled el método de difusion en disco en agar
(Técnica Kirby - Bauer), para ello se inocularon, en las placas en las que se cultivo
P.aeruginosa; volimenes de 10,20,30 uL de M1,M2 y M3 respectivamente. Se observo que
la actividad promedio de la M3 mostro ser la méas efectiva frente P. aeruginosa. Por lo
anteriormente descrito se concluye que las nanoparticulas de plata obtenidas mostraron

estabilidad durante el proceso de sintesis y una elevada actividad antibacteriana

Palabras claves: Nanoparticulas de plata, MALDI-TOF, UV-vis, DLS, Pseudomonas

aeruginosa, actividad antibacteriana de P.aeruginosa.



ABSTRACT

The purpose of the present work consisted of synthesizing silver nanoparticles using a synthetic
and inexpensive pathway that is environmentally friendly, the bacterial strain of Pseudomonas
aeruginosa and its pathogenicity, was determined through MALDI-TOF, being found They
were the corresponding ones. Silver nanoparticles (NPs-Ag) were obtained from 0.01M silver
nitrate (AgNO3) and the supernatant of P. aeruginosa called extracellular fraction (FE) was
used as a reducer. We worked with 3 samples in which the synthesis was performed with
differentiated volumes [AgNO3 (9ml) - FE (1mL), AgNO3 (7ml) - FE (3mL), AgNO3 (5ml) -
FE (5mL)], called M1, M2 and M3, respectively. The silver nitrate solution was introduced
into test tubes in different volumes (9; 7 and 5 mL) and was contacted with the supernatant for
44 hours. The synthesized silver nanoparticles were characterized in terms of hydrodynamic
size and absorption spectrum, using the techniques, Dynamic Mode Light Dispersion (DLS)
and UV-Visible Spectroscopy, respectively. When determining the antibacterial activity of the
effect of M1, M2 and M3 exposed to different volumes 10, 20 and 30uL against P. aeruginosa,
by the method of diffusion in agar disk (Kirby - Bauer Technique), it was observed that the
average activity of the M3 showed to be the most effective against P. aeruginosa. From the
above described it is concluded that the silver nanoparticles obtained showed stability during

the synthesis process and a high antibacterial activity

Keywords: Silver nanoparticles, UV-vis, DLS, MALDI-TOF Pseudomonas aeruginosa,

antibacterial activity of P.aeruginosa.



1. INTRODUCCION

La presencia de materiales en escala nanométrica no fue descrita sino hasta finales del siglo
XX con la fabricacion del microscopio electrénico de barrido, de transmision y de fuerza
atomica lo cual desencadeno el desarrollo de una nueva disciplina: la nanotecnologia,
encargada del estudio, disefio, creacion, sintesis a través del control de la materia a nivel de
atomos y moléculas, siendo fundamental para aplicaciones en diversos campos e influir en

mejorar la calidad de vida y promoviendo el desarrollo de la ciencia y la tecnologia.

Las nanoparticulas o nanosistemas exhiben tamafios entre 1-100 nm como consecuencia de ello
presentan propiedades Unicas como una gran area superficial que genera efectividad a nivel
electronico, energético, magnético dichas caracteristicas estan asociados a su variedad
tamafos, morfologia y distribucion diferente, lo cual les permite crear y mejorar nuevos
productos desde polimeros naturales, artificiales y nuevas nanomoléculas con nuevas
caracteristicas (Hosokan et al., 2007). Para una eficiente aplicacion los proyectos de
investigacion en este campo son multidisciplinarios que requiere la participacion de diferentes
especialidades como la fisica, la quimica, matematica, biologia, ingenieria, medicina entre

otros.

La sintesis de nanoparticulas de plata puede llevarse a cabo mediante métodos bioldgicos,
fisicos y quimicos; sin embargo, en el método quimico se emplean reactivos que generan
contaminacién al ambiente, para disminuir o evitar la contaminacion a través de este proceso
que involucra procesos quimicos agresivos principalmente al emplear reactivos de naturaleza
dafiina. Para combatir este problema actualmente se recurre a los métodos biologicos
considerados como una sintesis verde empleando como reductores diferentes compuestos

organicos producidos por plantas, vegetales, hongos, algas y bacterias.

A menudo los microorganismos como las bacterias son consideradas por muchos autores como
biofabricas debido a su capacidad tanto de producir como asimilar una amplia gama de
sustancias quimicas (Iravani, S et al., 2014) produciendo nanoparticulas mas estables y
funcionales en contraste con los métodos tradicionales; asimismo, convirtiéndose en
herramientas promisorias en el tratamiento de enfermedades; no obstante, el aumento de
mortalidad en los Ultimos afios es a consecuencia de un precario sistema de salud
principalmente en ambientes hospitalarios del pais que es causada por microorganismos

patdgenos resistentes y multirresistentes a los antibidticos que son generalmente ocasionados
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por una mala praxis, poca regulacion en su distribucion y desinformacion por tales razones se
prevé que en los proximos afios, la utilidad de los antibioticos para combatir infecciones
bacterianas nos conduzcan a la misma situacion que hace méas de 50 afios, cuando la gente

moria por infecciones por no disponer de tratamientos eficaces.

Los primeros indicios, del uso de plata datan de la edad media ya que fue utilizada
principalmente en el tratamiento de heridas, como inhibidor en el desarrollo bacteriano, en la
preservacion de alimentos principalmente carnes y tratamiento del agua (Camacho J, 2013).

La sintesis de nanoparticulas de plata se estd tomando como opcion aceptable a nivel
laboratorio debido al comportamiento que muestra a bajas concentraciones, por lo que , es
frecuentemente utilizado en el tratamiento contra bacterias e incluso virus, este fenomeno es
atribuido a la naturaleza de la plata por su baja probabilidad de generar resistencia, a pesar de
ello ain no ha sido totalmente aceptada dentro de la comunidad médica dado a que no hay
suficientes estudios enfocados en la citotoxicidad y genotoxicidad. (Rai, M et al., 2009). En
contraste, la industria nanotecnologica en el 2015 genero 3 billones de ddlares principalmente

productos de uso médico.

Del contexto anteriormente expuesto, la presente tesis trata sobre el efecto antibacteriano de
nanoparticulas sintetizadas via extracelular de Pseudomonas aeruginosa frente a Pseudomonas

aeruginosa
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1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El campo de la nanotecnologia ha revolucionado todos los &mbitos de la ciencia en estos
altimos afios. Dentro de este campo, el uso de nanoparticulas metélicas tiene un futuro
prometedor en las areas de la medicina, electrénica, cosmética, revestimientos, embalaje y
biotecnologia por las peculiares caracteristicas que poseen estos materiales a escala
nanomeétrica (p. ej. bactericida, transparencia, acoplamiento no destructivo con el ADN). No
obstante, la sintesis de estos compuestos es uno de los puntos criticos que deben ser resueltos
antes de su uso a gran escala. Actualmente, los métodos por los cuales se obtienen
nanoparticulas son de dos tipos: 1) fisicos, los cuales incluyen la atricion y pirolisis; y 2)
quimicos, que involucra el uso de agentes oxidantes y estabilizantes. Los métodos fisicos son
generalmente muy costosos debido a que requieren condiciones especiales para llevarse a cabo
(altas presiones y temperaturas). Por otro lado, los procesos quimicos de sintesis son de bajo
costo a gran escala, pero poseen la desventaja de utilizar solventes toxicos o generar
subproductos que tengan impactos negativos en el ambiente. En este sentido, es necesario
desarrollar tecnologias limpias, no tdxicas y ecoamigables en la sintesis de nanoparticulas para

su aplicacion a una escala mayor (McNeil et al 2005).

El crecimiento y desarrollo de la poblacion a nivel mundial, como consecuencia de la
globalizacion, ha permitido que diferentes agentes infecciosos, incluyendo a aquellos que han
logrado desarrollar diferentes mecanismos de evasion frente agentes de origen farmacoldgico
ocasionando su rapida propagacion, convirtiéendose en un problema de salud publica latente.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado la presencia generalizada de
resistencia a los antibidticos en muestras de 500 000 personas de 22 paises en las que se
sospechaban infecciones bacterianas asociadas principalmente. Dado que el origen de la
resistencia a antibidticos comprende diversos factores siendo probablemente el mas
significativo su uso excesivo e inapropiado, en paises como el nuestro, donde los antibidticos
se comercializan sin prescripcién médica y la ausencia de un continuo monitoreo por parte del
prescriptor aumentan el riesgo. Esta situacion es mas frecuente en pacientes

inmunocomprometidos. (Cars y Norberg, 2004).

Es dificil precisar el impacto global que ha ocasionado la resistencia a los antibi6ticos en

términos de morbilidad y mortalidad puesto que la resistencia esta asociada a un problema
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adicional a la infeccidn inicial. Dentro de un contexto universalmente aceptado la resistencia
de los antibidticos incrementa la probabilidad de fallecimiento, el coste de la terapia, la
duracion de la enfermedad y la probabilidad de requerir hospitalizacion.

Ademas, en paises en vias de desarrollo se exhiben un déficit en las instituciones de salud,
como la ausencia de politicas que contribuyan en el control que evite la automedicacion y la
desinformacion como consecuencia de bajo presupuesto que se invierten los gobiernos locales
en el area de salud, sumando a ello la falta de apoyo a desarrollo de la investigacién y la poca

funcionalidad en muchos hospitales y un adecuado monitoreo.

¢Como las nanoparticulas de plata pueden contribuir en eliminar a las bacterias de tipo
P.areuginosa?.
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1.2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La investigacion en el campo de las nanoparticulas metélicas obtenidas y empleadas en
sistemas Bioldgicos es creciente y se evidencia a través de numerosos articulos publicados
desde 1991. Lo interesante de trabajar a nanoescala es que las caracteristicas propias de los
materiales con los que se sintetizan estas nanoparticulas presentan propiedades fisicas
diferentes (y en muchos casos mas interesantes) que aquellas que poseen sus pares a una escala
mayor, esto basado en la ratio area/volumen que les permiten interaccionar facilmente con otras
particulas (Narayanan y Sakthivel, 2010 y Thakkar et al., 2010).

Entre las propiedades mas resaltantes encontramos: 1) transparencia, Util para su aplicacion en
cosmeética, revestimientos y embalaje; 2) acoplamiento no destructivo con el ADN, vital para
el desarrollo de nanomarcadores ; 3) actividad antibacteriana contra cepas resistentes a
farmacos convencionales; biocompatibilidad, especificidad celular y liberacion controlada de
farmacos, requerimientos basicos para su potencial uso en terapias de diversas enfermedades
(p. ej. cancer) como transportadores de principios activos; 4) su similaridad en tamafio con
biomoléculas como proteinas y acidos polinucleicos lo cual le da un enfoque atractivo para su
estudio a nivel molecular (Thakkar et al, 2010; Pantidos y Horsfall, 2014).

El término "nanotecnologia verde™ ha generado mucho interés. EIl uso creciente de las
nanoparticulas (NP), exige su preparacion en forma limpia y econémicamente viable para la
sintesis de las NP. La biosintesis de nanoparticulas metalicas debe involucrar la participacion
de procesos metabdlicos que generen sustancias reductoras de los precursores metalicos y la
interaccion con biomoléculas que restrinjan el crecimiento de las particulas. La capacidad
biosintética que puedan tener para transformar estos nanomateriales en otras que resulten
inocuos (reduccién o precipitacion) requiere una concentracion limite a partir de la cual las

células pierden su actividad parcial o total.

El mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata frente a diferentes microrganismos
desencadena diferentes reacciones a nivel de la membrana celular, dado que esta es la primera
barrera de defensa, como consecuencia de esta interaccién se produce la perdida de la
permeabilidad de la misma, ya en el interior de la célula los nanomateriales pueden alterar el
metabolismo e incluso logrando modificar su material genético. Asimismo, las nanoparticulas
de plata también pueden reaccionar con el grupo de tiol de las proteinas seguido por la
condensacion del DNA resultando en la muerte celular (Hu et al 2008). Existen varios tipos

compuestos de plata que son usados como antimicrobianos los cuales incluyen: nitrato de plata,

14



sulfadiazina de plata, zeolita de plata, polvo de plata, 6xido de plata, cloruro de plata y polvo
de plata.

Por todo ello, el presente estudio no solamente resulta viable en su ejecucion sino también
estaria acorde a investigaciones actuales que contribuyan en un futuro promisorio para
aplicaciones innovadoras.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General
Evaluar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (NPs-Ag) sintetizadas via

extracelular enfrentados a una cepa de Pseudomonas aeruginosa

1.3.2 Objetivos Especificos

e ldentificar la cepa bacteriana y determinar su patogenicidad mediante
espectrometro de masas por tiempo de migracién (tiempo de vuelo) MALDI-TOF
y Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR mdltiple).

e Sintetizar nanoparticulas de plata empleando como agente reductor el liquido

extracelular de P.aeruginosa.

e Caracterizar el tamafio hidrodinamico y la banda de absorcion de las nanoparticulas

de plata mediante dispersion de luz dinamica (DLS) y espectrofotometria UV-vis.

e Determinar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de plata, frente

Pseudomonas aeruginosa, mediante prueba de difusion en discos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Pseudomonas aeruginosa

En microbiologia el género Pseudomonas significa “falsa unidad”, del griego pseudo, que
significa “falso”, y monas, que significa unidad simple (Montero M 2012, Rios P 2013). El
género Pseudomonas pertenece al dominio Bacteria, phylum Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales y familia Pseudomonaceae; compuesto de
unas 60 especies (Palleroni et al 2010 y Rios P, 2013). A principios de 1970 Palleroni et al
2005, describi6 cinco grupos de Pseudomonas basado en su rRNA-DNA. Hoy en dia solamente
el grupo | de rRNA-DNA corresponde a este género (Boone D R et al 2001, Palleroni et al
1972, Rios P 2013).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo mévil Gram negativo, flagelado, con forma de baston o
moderadamente curvado cuyo tamafio promedio es reportado de 1.5um de largo y, un diametro
variable de 0.5-10 pum, mdvil, con presencia de flagelos polares (uno o varios) (Rios P 2013,
Palleroni et al 2005). Su metabolismo es netamente aerdbico con oxigeno como aceptor final
de electrones, sin embargo, algunos casos se ha reportado su habilidad de usar nitrato como
aceptor de electrones lo que le permite un crecimiento anaerobio (Rios P 2013, Palleroni et al
2010). Asimismo, tiene la capacidad de producir un pigmento verde hidrosoluble fluorescente
bajo luz UV, la pioverdina, y un pigmento fenazinico hidrosoluble verde-azulado, la
piocianina. (Koneman 1997, Murray et al 2009, Rios P 2013)

Pseudomonas aeruginosa posee la particularidad de emplear diferentes variedades de
nutrientes ademas de ser hidrofilica por lo que puede residir en una variedad de ambientes
naturales y domésticos como: plantas, bafieras, soluciones de lentes de contacto; ambientes
hospitalarios duchas, lava manos, sanitarios, desinfectantes, equipos de terapia respiratoria,
endoscopios, batas, piscinas de hidroterapia, equipos de limpieza, entre otros; ademas
raramente coloniza la flora normal de personas saludables ( Koneman 1997, Murray y Baron
2007, Rios P 2013)
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Figura 1. Versatilidad ecoldgica del género pseudomonas (Silby M et al., 2011)

2.2 Epidemiologia

Es considerada como la especie que presenta actividad clinica reconocida, ya que esta especie
puede producir diferentes infecciones nosocomiales. Esta especie produce dos hemolisinas, una
es una proteina termolabil denominada fosfolipasa C y el otro un ramnolipido termoestable. Se

ha reportado que estas pueden actuar de forma sinérgica en la degradacion de lipidos y la

lectina. Presentan un mecanismo similar a las

mediante efectos citotoxicos sobre los tejidos del huésped. Ademas, la fosfolipasa C produce
un efecto patolégico en las infecciones del aparato respiratorio mediante la degradacion

enzimatica fosfatidilcolina del surfactante pulmonar (Gessard, 1984). Los derivados de la

fosfatidilcolina promueven la formacién de la

asociada con la infeccion producida por P. aeruginosa al aumentar la sintesis y liberacion del
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acido araquidonico. Asi también el ramnolipido puede ejercer un efecto patogénico en las
infecciones agudas y cronicas en el tracto respiratorio a inhibir el transporte mucociliar y las
funciones del epitelio respiratorio. Para resumir, estos dos factores de virulencia pueden
condicionar la patogenicidad de esta especie, incluyendo la expresién y formacion de adenina,
endotoxinas y exotoxinas hidroliticas implicadas en la destruccion de los tejidos.

El primer reporte sobre esta especie fue aislado de muestras ambientales por Schroeter en 1872,
a consecuencia de su naturaleza pigmentada de las colonias, a pesar de ello diversos autores
aun no han llegado a un consenso en cuanto a la estructura de su poblacion debido a que estas
presentan estructura desde la panmixia, descrita como la no relacion entre alelos, hasta
poblaciones clonales, donde la interaccion entre alelos es mas frecuente. Existen diferentes
clasificaciones en funcion a sus variantes fenotipicas y a su morfologia colonial asociada a la
estructura de su poblacion, a la resistencia de antibioticos, a la movilidad, expresion de genes

de virulencia y formacion de biofilms (Palleroni et al 2005).

Asimismo, Pseudomonas aeruginosa ha sido reportado como el patégeno humano mas
importante relacionado a infecciones intrahospitalarias y esta asociada con una significativa
morbilidad y mortalidad (Rios P 2013). El riesgo de una persona con un sistema inmune
saludable no supone riesgo significativo, sin embargo, aquellos con sistema inmune
comprometido, en especial aquellos que fueron sometidos a terapias de larga duracion como

quimioterapias pueden ser infectados dado que este patdgeno es oportunista.

Las tasas de colonizacion en humanos son 0 a 2% en piel, 0 a 3,3% en la mucosa nasal, 0 a
6,6% en la faringe y 2,6 a 24% en muestras de heces, sin embargo, las tasas de colonizacién
pueden exceder hasta en 50% durante la hospitalizacién (Murray et al 2009, Mandell et al
2010, Rios P 2013).

2.3 Mecanismos de resistencia

Se ha reportado la existencia de dos mecanismos de resistencia intrinseca y mecanismo de
resistencia adquirida en Pseudomonas aeruginosa: la primera esta asociada a B-lactamasa
AmpC ya sea de tipo cromosdmico o generado a diferentes sistemas de bombas de expulsion
(Breidenstein et al 2011, Rios 2013). Los mecanismos involucrados en los sistemas de bombas
de expulsion de Pseudomonas aeruginosa como MexAB-OprM y MexCD-OprJ, como
consecuencia de las mutaciones producidad en los genes reguladores mexR y nfxB produce la

hiper expresidn en el sistema MexAB-OprM por la mutacion en el gen mexZ ocasionando una

19



resistencia a aminoglucosidos, fluoroquinolonas y cefepime. Asimismo, la mutacion producida
en la porina OprD (considerado la principal fuente de entrada de carbapenemes) produce la
alteracion de la permeabilidad y la reduccion en la concentracion de imipenem lo conduce a la
resistencia de este antibiotico y es el mecanismo de resistencia mas comdn a carbapenemes
(Breidenstein et al 2011, Rios 2013).

Respecto a los mecanismos de resistencia adquirida en Pseudomonas aeruginosa este presenta
una transferencia horizontal de elementos genéticos y una resistencia mutacional (Breidenstein
et al 2011, Rios 2013). En aquella que implica la transferencia de elementos genéticos, los
elementos de ADN como plastidios transposones e integrones llevan genes de resistencia a
antibioticos pudiendo ser adquiridos por conjugacion, transformacién o transduccion lo cual
les proporciona resistencia afectando de manera directa a aminoglucosidos y B-lactanticos
(Breidenstein et al 2011, Rios 2013).

2.4.1 Técnicas actuales en la identificacion bacteriana

En la actualidad es necesario el empleo de técnicas de caracterizacidn por su rapidas,
confiabilidad y capacidad discriminatorias caracteristicas que han reemplazado los métodos
fenotipicos. Dentro de las técnicas incorporadas en la deteccion de microorganismos y
tipificacion se encuentran: la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR

multiple y la técnica de espectrometria de masas (MALDI-TOF).

2.4.2 PCR-PCR muiltiple

Esta técnica se caracteriza por el uso mas de un par de cebadores, cuyo objetivo es la de
amplificar varios segmentos del ADN blanco en simultaneo y asimismo conservar el ADN
molde de modo que se minimiza el tiempo y los costos. Sin embargo, el proceso podria tener
algunas dificultades para establecer un protocolo adecuado tomando en consideracion que los
cebadores en la reaccion tengan la misma temperatura de fusion, que no interactden entre ellos,
y que los productos amplificados tengan aproximadamente el mismo tamarfio para conferirle

poder de discriminacién en el gel de electroforesis. (Sambrook y Russell, 2001).
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2.4.3 Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

El sistema MALDI-TOF es una herramienta basada en la espectrometria de masas permitiendo
en un corto tiempo la identificacion de microorganismos tales como bacterias (incluyendo
micobacterias), levaduras y hongos (Giebel R et al 2010, March 2014). La denominacién
“MALDI” proviene de Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization y “TOF” esta asociada
con el analizador de iones que se acopla al MALDI, que es del tipo de tiempo de vuelo (Time
of Flight) (March G, 2014).

De forma general el espectrofotémetro de masas esta formado por tres elementos bésicos, la
fuente de iones, donde a partir de la muestra se forma un haz de iones en estado gaseoso, el
analizador de masas o tubo de vuelo, que separa los iones formados en funcidn de su relacion
masa/carga (m/z) y el detector de los iones previamente separados (Clark A et al 2013, March
G 2014).

En el desarrollo de esta técnica se requiere que las proteinas de los microorganismos en
evaluacion sean ionizadas para lo cual las colonias obtenidas de un cultivo fresco en agar
Macconkey seran depositadas sobre una placa y enseguida se combinara con una disolucion
matriz, la cual contendra moléculas con anillos aromaticos en su estructura. Es necesario dejar
evaporar el disolvente para que las moléculas a analizar queden incorporadas en la matriz.
Como siguiente paso, la placa se introduce en la camara de alto vacio, donde la muestra co-
cristalizada es expuesta a disparos un laser de longitud de onda, las moléculas organicas
aromatica empleadas podran absorber una gran cantidad de energia de los electrones =«
(electrones de dobles ) produciéndose la sublimacion del analito y de la matriz previamente
depositados sobre la placa. La estabilizacion de la molécula aromatica (fase gaseosa) es a
consecuencia de la liberacion de protones los cuales son captadas por la proteina de la bacteria

generandose fragmentos de proteinas con carga positiva .

La formacion de un campo eléctrico es generada por el electrodo cercano a la placa
portamuestra el cual acelera los iones formados desde la muestra hacia el analizador de masas.
De esta forma, los iones ingresan por un tubo con la misma energia y siguen una trayectoria
lineal. Por lo tanto, el tiempo que tardan los iones en recorrer el tubo es proporcional a la
relacion masa/carga (m/z) de los mismos; es decir, a menor relacion m/z de los iones, menor

es el tiempo necesario para recorrer la longitud del tubo, o lo que es lo mismo, los iones de
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menor m/z "vuelan" mas rapido hacia la salida del tubo. En ultima instancia esta el detector de
los iones previamente separados. Si la carga (z) es igual a uno, como es habitual en la ionizacion
blanda de la técnica MALDI-TOF, el espectro de masas es la representacion de la intensidad
frente a la masa de los iones formados (March G 2014, Croxatto et al 2012 Fenselau et al.,
2001).

La via por la cual el sistema MALDI-TOF permite la identificacion de manera rapida y precisa
es por la denominada ‘huella peptidica’. Para lo cual las proteinas del microorganismo de
interés son hidrolizadas en pequefios péptidos, obteniéndose el respectivo espectro de masa
hidrolizado, este se conoce con el nombre de huella peptidica. Esta huella, que es Unica para
cada microorganismo es comparada con las huellas de microorganismos conocidos a través de
una base de datos, con el proposito de que esta huella problema pueda estar asociada con alguna
de mayor semejanza y de esta forma obtener la identificacion mas cercana con la del
microorganismo.  Ademas, las proteinas que conforman la huella peptidica de cada
microorganismo son ribosomales por lo tanto mantiene su estructura altamente conservada a

lo largo del tiempo (Conway C et al 2001).
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Figura 2. Esquema del equipo MALDI-TOF. (Croxatto et al., 2012)
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2.5.1 Nanoparticula

Al hablar de nanoparticulas (NPs) nos referimos a particulas que estan compuestas por atomos
y moléculas cuya caracteristica principal es su tamafio menor a 100 nm (Mohanraj y Chen,
2006; Thakkar et al, 2010) también es descrita por la organizacion internacional de
estandarizacion (ISO), como un objeto que posee al menos una dimension dentro de la nano

escala. Poseen propiedades Unicas descritas a continuacion:

- Como consecuencia de la reduccion de tamafio presentan una relacion entre superficie

y volumen, lo que implica una mayor cantidad de &tomos o moléculas en la superficie

- La forma de distribucion aleatoria de las moléculas permite diferencias significativas

en relacion a las propiedades mecanicas.

- Al contrario de los materiales macroscopicos los materiales, en escala nanométrica
presentan una mayor area superficial debido, a esta caracteristica pueden tomar

diferentes formas al disminuir en tamafio y pueden llegar a ser méas reactivos.

Estos nanomateriales pueden dividirse en dos grupos acorde a su naturaleza: nanoparticulas
organicas, las que involucran nanoparticulas de carbono y nanoparticulas inorganicas; las
cuales pueden ser de metales nobles (como oro y plata), semiconductoras (oxido de titanio,

zinc).

2.5.2 Nanoparticulas de plata

La plata se ha descrito como un metal lustroso, blanco y suave, insoluble en agua; sin embargo,
las sales metalicas como nitrato de plata y cloruro de plata presentan propiedades contrarias a
las mencionadas en su fase metalica. La plata metalica en su forma dispersa presenta
propiedades inherentes a los metales nobles, como estabilidad quimica, buena conductividad
eléctrica, actividad catalitica y actividad anti bacteriostatica. (Henglein, 1989; Mulvaney,
1996). Los nanomateriales de este tipo tienen un efecto muy significativo como agente
antimicrobiano por la mayor area superficial en relacion al volumen. Sin embargo, el

mecanismo exacto que conlleva a su formacion atn no ha quedado bien definido debido a las
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diferentes rutas que pueden tomar la interaccion de los compuestos organicos producidos por
los microorganismos y el metal precursor. (Salahuddin et al 2018).

2.6. Sintesis empleando microorganismos

Como una nueva alternativa eco-amigable se encuentra aquellos que emplean la ‘sintesis
verde’, denominada asi por el uso de agentes reductores de origen biolégico, y la cual es guiada
por plantas y microrganismos presentdndose como una alternativa eco-amigable en donde un
consorcio de diversos microorganismos procariotas o eucariotas son los encargados mediante
diferentes reacciones redox los cuales llevan a cabo la formacion de nanoparticulas de diferente
naturaleza. La sintesis guiada por estos diminutos organismos ha sido reportada como
intracelular y extracelular. Con respecto a la via extracelular esta se realiza a través de la
reproduccion de bacterias, hongos o actinomicetos durante 24 a 48 horas, dependiendo de la
especie, en un medio de cultivo, pudiendo emplear un agitador. Asimismo, se controla
parametros como, pH, temperatura, tiempo de agitacion y posteriormente se aisla por
centrifugacion moderada el sobrenadante, dicho sobrenadante se pone en contacto con la
solucion salina de plata durante un tiempo para generar la reaccion, el agente reductor del
sobrenadante, permitira la reduccion los iones Ag** a AgP. El primer indicio de la formacion
de nanoparticulas es el cambio de color de medio y, luego siendo se caracteriza por técnicas
como espectrofotometria Uv-Vis, dispersion de la luz dindmica, microscoscopia electrénica de
barrido, entre otros. Se conoce que existe una relacion entre la superficie externa de los
microorganismos y biomoléculas o enzimas como nitrato reductasa dependiente (NADH)

como los responsables en formacion de nanoparticulas (Singh et al, 2016).

Sin embargo, el mecanismo exacto involucrado en la formacion de los nanomateriales
empleando agentes reductores de naturaleza bioldgica, hoy en dia no es muy claro como
consecuencia de los diferentes agentes bioldgicos que reaccionan de forma diferente con los
iones metalicos. Diversos microorganismos producen materiales a escala nanométrica por via
extra o intracelular; sin embargo, el mecanismo en estas vias difiere. La sintesis intracelular
involucra el transporte de iones en la célula microbiana, donde la pared celular desempefia un

rol importante (Singh et al, 2016).
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Sintesis de nanoparticulas
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Figura 3. Métodos convencionales y alternativos propuesto en la formacion de

nanoparticulas (Camacho ,J )

2.7 Técnicas empleadas en la caracterizacion de nanoparticulas

2.7.1 Espectrofotometria UV-Vis
Técnica efectiva y sencilla que permite la identificacién de diferentes compuestos de
naturaleza orgéanica e inorganica. Estd asociada al principio de absorcion de fotones, los
cuales promueven a las moléculas a estados excitados. En general cada espectrofotometro se
caracteriza por un disefio sencillo de facil manejo y mantenimiento. Los anélisis mas
comunes que se lleva a cabo es la determinacion y en el algunos casos la cuantificacion de
nanoparticulas de cualquier naturaleza siempre y cuando estén dispersas en un solvente o en

una matriz aislante debido a que se requiere una radiacion incidente en la resonancia
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superficial del plasmon (RSP). Debido a que la naturaleza del plasmon son ondas y por lo
tanto existe una banda caracteristica para cada longitud de onda y para cada tipo de
nanoparticula, también esta asociada a la naturaleza del metal precursor, la matriz, el tamafio
y su distribucién en soluciones acuosas. Cabe resaltar que la absorcion méaxima desplaza
hacia longitudes de onda mayores como consecuencia en la variacion de tamafio de las

nanoparticulas (Kumar, C 2013).

2.7.2 Dispersion de luz dindmica (Dynamic Light Scattering) (DLS)

Se define como una técnica empleada en la busqueda de perfiles correspondientes a la
distribucién de los tamafios nanométricos en suspension. Se fundamenta en una alteracion de
fluctuaciones las cuales dependen del tiempo y de la intensidad de la luz dispersada por las
particulas afectadas por el movimiento browniano (Grandez F, 2016). Las fluctuaciones
generadas estan asociadas a la velocidad de difusion de la molécula a través del disolvente, y
los radios hidrodinamicos de las nanoparticulas generadas (Malvern, 2017). Asimismo,
mediante esta técnica es posible determinar el grado de la aglomeracién de las nanoparticulas
en funcion del tiempo como también la evaluacion de su monodispersidad o
polidispersidad(Schmitz, 1990).
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3. ANTECEDENTES

El inicio de la nanociencia como disciplina comenzé en el siglo XX, sin embargo los primeros
estudios fueron abordados por Richard Feynman que en 1959 expone en su conferencia “Hay
mucho espacio en el fondo” (There is plenty of room at the bottom) donde describe las infinitas
posibilidades al fabricar instrumentos a partir de atomos y no es hasta 1974 donde el profesor
Norio taniguchi acufia la definicidn de ‘nanotecnologia’, la cual consiste en el proceso de
separacion, consolidacion y deformacién de materiales por un d&tomo o una molécula lo que
desencadeno el desarrollo de nuevos equipos, en particular microscopios electronicos,
empleando principios cuanticos y a partir del siglo XXI se comenzo el uso de la nanotecnologia
en tratamientos medicos, aprovechando las propiedades fisicas de los nanomateriales. (Poole,
C. & Owens, F et al., 2003).

Dentro del grupo de las nanoparticulas metalicas destacan aquellas que han tomado
protagonismo e interés como es el caso de las nanoparticulas de plata (NPs Ag), cabe mencionar
que las sales de este metal ya se venian empleando desde hace siglos, que se remontan desde
la época del Imperio Romano para evaluar la calidad y tratamiento del agua lo cual hasta hoy
en dia se sigue empleando, asimismo en los afios ‘40 se introdujo la plata para tratamiento de
infecciones bacterianas. Dentro de este contexto el primer reporte sobre el uso de este metal se
le es acreditado a Crede en 1881, quien lo empleo para la prevencién de infecciones oculares
en neonatos, en el afio 1901 se reporta como antiséptico también se reporta la eficacia de nitrato
de plata contra Pseudomonas aeruginosa, ya que estos microorganismos eran considerados la
principal causa de muerte en paciente con heridas por quemaduras extensas (Hoyne, 1993,
Feng et al 2000). En los afios 60’ estudios realizados por Moyer refiere que el nitrato de plata
(AgNOs3) empleado quemaduras no incrementaba la proliferacion del tejido epidérmico y
poseia propiedades antibacterianas contra S. aureus, P. aeruginosa y E. coli. En 1968, se
fabric6 una crema de naturaleza antibactericida contra E. coli, S. aureus, Klebsiella sp,
Pseudomonas sp la cual estaba compuesta por nitrato de plata (AgNO3) y sulfamida (Balaz™ et
al 2017, Lansdow et al 2002, Moyer et al 1965).

Posteriormente estudios en microorganismos especialmente bacterias, han demostrado ser
capaces de formar nanoparticulas debido a su adaptabilidad asociado a mecanismos de

resistencia, los cuales incluyen bombas trans-membranales, sistemas de expulsion o extrusion
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de metales, impermeabilidad a metales, cambios en el sistema redox por la alteracion en la
solubilidad, precipitacion extracelular de metales, entre otros, lo que les permitié desarrollar
sistemas enzimaticos y no enzimaticos que conducen a la sintesis de nanoparticulas sobre todo
al estar en contacto con solucione salinas de metales (Rouch et al 1995 & Beveridge et al 1997
y Li et al 2011).

Los primeros reportes sobre la sintesis empleando microrganismos como agentes reductores
inicio desde el siglo pasado, siendo las nanoparticulas de naturaleza metélica principalmente
oro y plata las primeras en investigarse. El primer reporte fue descrito en 1980 por Murray y
colaboradores al emplear cepas de Bacillus subtilis 168 en la formacion de nanoparticulas de
oro, empleando &cido tetracloroaurico como precursor (Nasreen | y Taranath T, 2014, Murray
y Beveridge 1980). Paralelamente diversos estudios han reportado que al utilizar la fraccion
extracelular de cultivos frescos de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter
cloacae permitieron la formacion de nanoparticulas de plata por via ecolégica y amigable dado
que no se empleo agentes reductores quimicos ni estabilizadores durante la reaccion, asimismo
se evaluaron diferentes parametros como temperatura, pH, concentracion del metal precursor
obteniendo diferentes tamafos y formas en las nanoparticulas. (Gurunathan, S et al 2009,
Mokhtari, N et al 2009).

En el panorama actual ain se desconoce el mecanismo exacto de biosintesis de NPs. La
complejidad del metabolismo de los microorganismos dificulta el analisis e identificacion de
las especies que participan activamente en los procesos de formacion de NPs metélicas.
Diversos estudios han reportado que algunos microrganismos poseen la capacidad de
almacenar o reducir iones metalicos a los cuales son expuestos natural o artificialmente,
asimismo dicho proceso tiene lugar debido a la presencia de biomoléculas proteinas/enzimas,
aminodcidos, polisacaridos y vitaminas los cuales intervienen durante la reduccién. Enzimas
como nitrato reductasa tienen un rol importante en el ciclo de nitrato la conversion de nitrato
en nitrito. Analisis in vitro han demostrado que al emplear una enzima especifica a-NADPH
nitrato reductasa durante la sintesis de nanoparticulas mejora su estabilidad y sus propiedades
Opticas (Kim et al 2010, Bansal et al 2014, Kumar et al 2007).

La formacion de nanoparticulas de plata empleando métodos biolégicos sugiere dos vias de
formacién: intratracelular y extracelular, siendo esta ultima la técnica mas utilizada por los
investigadores, por ser mas adaptable y menos costosa. Para ejemplificar ello , ser reporta

sintetizan nanoparticulas de plata por via extracelular al emplear una cepa de Pseudomonas
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stutzeri AG259 aislada de minas de plata, algunas investigaciones afirman que algunos
microorganismos podrian reducir los iones de plata donde los procesos de bioreduccion no
depende de presencia de enzimas. La biomasa seca de Bacillus megaterium DOl y
Lactobacillus sp A09 tiene capacidad bioreductora por la interaccién de los iones de plata con
los grupos en la pared celular microbiana donde el carboxilo ionizado de los residuos de
aminoécidos y la amida de las cadenas peptidicas fueron los principales grupos que atraparon
(Ag (NH4)) 2"y también algunos grupos reductores como el aldehido y la cetona estuvieron
involucrados en la bioreduccion . En la mayoria de los casos los iones metalicos son tdxicos
para las bacterias, y por lo tanto, la reduccién de iones o la formacién de complejos insolubles
en agua es un mecanismo de defensa desarrollado por las bacterias para superar dicha toxicidad.
(Mohanpuria et al 2007, Fu et al 2006, Fu et al 1999).

Para la sintesis de nanoparticulas de plata es necesario controlar diversos parametros para
conseguir variacion en sus tamafos y morfologias que se originan al modificar algunos de
ellos estos incluyen: temperatura, pH, concentracion del agente reductor y tiempo. Asi las
investigaciones realizadas por Gurunathan et al 2009, demostraron que al sintetizar
nanomateriales a temperatura ambiente obtuvieron nanoparticulas de 50 nm, por lo contrario
al emplear 60 °C obtuvieron nanoparticulas de 15 nm. Del mismo modo a pH acido el tamafio
de la nanoparticula oscild a 45 nm mientras que a pH 10 el tamafio fue de solo 15 nm. La
relacion entre el pH y la temperatura aumenta la dinamica de los iones y se forman mas regiones
de nucleacion debido a la disponibilidad de iones -OH y al aumento de la temperatura; por el
contrario se describe que, a pH &cido y temperaturas mas bajas, habra menos nucleacién para
la formacién de nanoparticulas de plata sobre la cual se depositan nuevos atomos de plata

entrantes para formar particulas de mayor tamafio. (Sastry et al., 2003).

En diversos estudios se han reportado las bondades de las nanoparticulas de plata y su actividad
antimicrobiana tanto en virus como en bacterias. Se ha determinado que las nanoparticulas de
plata tienen efecto en bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Vibrio cholera, y
Pseudomonas aeruginosa (Morones et al., 2005; Sondi and Salopek-Sondi, 2004; Yoon et al.,
2008) y, Gram positivas como Bacillus subtilis (Yoon et al., 2008), Staphylococcus aureus

(Shrivastava et al., 2007) y Enterococcus faecalis (Panacek et al., 2006).

Las investigaciones dirigidas a la busqueda de las alternativas viables para el tratamiento de
las infecciones causadas por bacterias y virus resistentes se incrementan cada dia. Dentro de la

gama de compuestos cuya actividad bactericida se esta investigando, las nanoparticulas de plata
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surgen como un prometedor agente antibacteriano que podria ser utilizado para enfrentarnos a
esta y otras bacterias resistentes a los antibidticos. Es por ello que diversos autores han
reportado acorde al tamafio y forma de las nanoparticulas de plata que influyen
considerablemente en su potencial antimicrobiano; habiéndose reportado se indica que
nanoparticulas 25 nm poseen alta actividad antimicrobiana (Morones et al 2005 y Panaceck et
al 2006). Por otro lado, se indica que nanoparticulas de plata que presentan forma triangular
tienen un mayor efecto antimicrobiano comparado con las de forma esfericas y cilindricas; esto
puede asociarse a que las nanoparticulas triangulares presentan planos cristalinos preferentes,
en los cuales se ha comprobado que existe una mayor densidad atomica lo que favorece su
actividad antimicrobiana (Morones et al 2005 y Panaceck et al 2006).

Investigaciones realizadas por Sondi y Salopek-Sondi, evidenciaron que los nanomateriales
con un tamafo promedio en diametro de 12 nm poseen una fuerte influencia antibacteriana en
la bacteria Escherichia coli, asimismo al emplear microscopia electronica de transmision
(TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM) determinaron que las nanoparticulas se
encontraron acumuladas en la membrana celular bacteriana inhibiendo el crecimiento por la
alteracion metabolica (Sondi y Salopek-Sondi 2004, Hernandez M, 2013).

Kim y colaboradores evaluaron también la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de plata
sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus , donde el tamafio promedio de
nanoparticulas fue de 13, 5 nmy la concentracion del metal precursor empleado fue de 3 mM,
evidenciando una inhibicion en el crecimiento de la cepa E.coli, sin embargo los efectos no
fueron tan significativos en la cepa S. aureus, lo cual sugiere que las nanoparticulas obtenidas
podrian ser empleadas como inhibidores en el desarrollo de microorganismos patogenos por lo
que podrian ser empleados como complementos en los sistemas y dispositivos de caracter
médico. (Kim et al 2004).

Es importante resaltar que a nivel industrial las nanoparticulas de plata vienen desarrollando
un importante papel, en especial el area textil, es por ello que se ha venido fabricando telas de
algodon con la particularidad de presentar nanomateriales de plata con alta actividad
antibacteriana, para lo cual se empled una técnica por impregnacion, donde los nanoparticulas
contemplaron un tamafio entre 10-30 nm, mostrando estabilidad después de 2 meses. Las
pruebas frente a patdgenos evidenciaron una efectividad del 99% en Staphylococcus aureus y

Escherichia coli respectivamente (Zang et al 2009, Hernandez 2013).
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4. HIPOTESIS

Nanoparticulas de plata obtenidas por via extracelular de P.aeruginosa presenta actividad
bactericida frente a la cepa de P.aerguinosa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar de ejecucion

El desarrollo de esta investigacion fue realizado durante el primer semestre del afio 2019, en el
laboratorio de Nanotecnologia e innovacion tecnoldgica de la Facultad de Quimica e Ingenieria
Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (LabNanolntec-FQ-1Q), ubicada
en el distrito de Lima, Lima Per(; en coordinacion con el Laboratorio de Parasitologia (LA
79) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Ricardo Palma, Santiago de Surco-
Lima.

4.2 Tipo y disefio de la investigacion

El caracter de esta investigacion corresponde a un modelo cuantitativo con disefio
experimental. Debido a esto se trabajo con 3 muestras (M1, M2 y M3) y un control (C4) con
tres replicas cada uno; donde M1, M2 y M3 estan representadas por las diferentes variaciones
de voliumenes entre el sobrenadante con nitrato de plata (ver tabla 5). C4, se consider6 como

un patron de medida representado por nitrato de plata en solucion.

Para el analisis de las variables, se contrasto los grupos M1, M2 y M3 con C4 para contrastar
el efecto inhibitorio de nanoparticulas de plata sintetizadas y los iones plata frente a P.

aeruginosa por el método de difusion en agar

4.3 Variables
Durante esta investigacion se consideraron 3 variables como indicadores en el desarrollo de

la hipbtesis
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Tabla 1. Resumen de variables

Variable Etapa 2

Etapa 3

Dependiente Tamafio de
nanoparticula

Efecto inhibitorio de Np-Ag
sintetizadas  por  fraccion
extracelular sobre
P.aeruginosa

Concentracion de
Independiente nitrato de plata
Relacién
volumen/fraccion
extracelular

Diametro de los discos de
papel

Interviniente
Temperatura

Volumen de fraccién

extracelular

Concentracion de

AgNOs3

Tiempo de reaccion

4.4 Operacionalizacion de las variables (OV)
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VARIABLE

TIPO NOMBRE DEFINICION NATURALEZ | INDICADOR
A
Distribucién de tamafio de AgNP
Tamafio de mediante dispersion de luz dindmica | Cuantitativa | Nanometros
nanoparticula (DLS) (nm)
3
S
=
L Observacién del plasmén (pico mas
3 Espectrofotometri | alto en la curva) y determinacién de
= ade luz la formacion de Np-Ag mediante la
ultravioleta visible | reduccion con fraccion extracelular | Cuantitativa | Nanometros
(Uv-Vis) entre 200nm y 600nm (nm)
Medicion de los milimetros que
Efecto inhibitorio | abarca la zona de inhibicion | Cuantitativa Milimetros
de AgNOs producida por iones de plata (mL)
sintetizadas por
fraccion
o extracelular sobre
% P.aeruginosa
5 Medicion de los milimetros que
g)_ Efecto inhibitorio | abarca la zona de inhibicion | Cuantitativa Milimetros
2 de Np-Ag producida por Np-Ag sintetizadas (mm)
sintetizadas por | por fraccion extracelular.
fraccion
extracelular sobre
P.aeruginosa
Tamafio de Radio hidrodindmico por Cuantitativo (nm)
nanoparticulas interaccion con laser (dIs)
Tamafio de los discos que fueron Cuantitativa Milimetros
Q Diametro de los embebidos con nanoparticulas y (mm)
s discos de papel Nitrato de plata.
D
i=
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4.5 Metodologia experimental

El desarrollo de esta investigacion se dividio en 3 etapas descritas:

Tabla 2. Resumen de Etapas

ETAPA ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Identificacién taxondémica

Espectrémetro de masas por tiempo
de migracién (tiempo de vuelo) con
desorcién/ionizacion laser asistida
por una matriz (MALDI-TOF).

PCR multiple

Sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas

- 3 muestras entre fraccion

extracelular/AgNOs (M1,M2,M3)
- Dispersion de luz dinamica (DLS)
- Espectroscopia Uv-Vis

11 Actividad antibacteriana

- Antibiograma

ANEXO Anaélisis de proteinas de la
fraccion extracelular

- Western-blot test

451 ETAPA L

La cepa de Pseudomonas sp fue obtenida del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la
Universidad Ricardo Palma, proporcionada en agar nutritivo en un tubo de 10 mL,
posteriormente se realiz6 un cepario en agar tripticasa soya (TSA) en 10 tubos de 3mL los
cuales fueron incubados a 37°C durante 24 horas. Finalmente se realiz6 una siembra en agar
MacConkey (el cual es un medio selectivo y nos permite evaluar posible contaminacion) del
cual se tomaron 10 colonias, cada una de ellas fueron identificadas usando la espectrometria
de masa MALDI-TOF, asimismo la misma colonia fue colocada en TSA para su conservacion
y uso posterior. Una vez identificadas fueron sembradas nuevamente en agar selectivo Mac

Conkey para la extraccion del ADN mediante shock Termico mediante la PCR para verificar

si estas eran portadoras de genes de resistencia a los carbapemens.
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aeruginosa ﬁ | @B |

ESPECTROMETRIA DE MASAS (MALDI-TOF)
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Agar TSA e

\j PCR MULTIPLE

Figura 4. Descripcion de la Etapa 1 (plantilla creada en https://biorender.com/)

4.5.1.1 Analisis taxonémico

Caracterizacion por espectrometria de masas (MALDI- TOF)

Se seleccionaron colonias frescas las cuales se desarrollaron en agar MacConkey y
posteriormente fueron identificadas mediante espectrometro de masas por tiempo de migracion
(tiempo de vuelo) con desorcion/ionizacion laser asistida por una matriz (MALDI-TOF MS,
por su sigla en inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometer). A continuacion, se describira el proceso descrito por Vega (Vega S et al 2012):

e Preparacion de la muestra: Se depositd una pequefia cantidad de una colonia
(previamente aislada) directamente sobre la placa del espectrometro de masas,
formando una delgada pelicula. Sobre ella se aplico 1 ul de la solucién matriz (solucién
saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico en acetonitrilo al 50% vy é&cido

trifluoroacético al 2,5%) y se dejo secar a temperatura ambiente.

e Espectrometria de masas: Las medidas se realizaron en un espectrometro de masas
MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania). Se obtuvo el
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espectro entre 2 y 20 kDa. Los espectros se calibraron externamente utilizando una
mezcla de calibrantes comercial (extracto de Escherichia coli DH5 més 2 proteinas
adicionales: RNasa A y mioglobina para cubrir un intervalo de 4 a 17 kDa).

e Analisis de los espectros: EIl espectro se obtuvo del microorganismo evaluado
mediante el programa MALDI Biotyper 2.0 y los picos obtenidos serdn comparados
con la biblioteca de referencia del MALDI Biotyper 2.0.

e Evaluacion de resultados: El sistema se clasifica como,

o Fiable a nivel de especie (relacion comparativa entre el perfil del
microorganismo Y la base de datos >2,

o Fiable a nivel de genero (puntuacion >1,7 y <2)

o No fiable (puntuacion <1,7). Las identificaciones que queden dentro en esta

Gltima categoria se consideraron fallidas.

Tabla 4. Categorizacion empleada en la determinacion de la especie:

Rango Descripcion Simbolo Color
0,000-1,699 Identificacion no confiable - -
1,700 - 1,999 Probable identificacion de género + R
2,000 -2,299 Identificacion probable de la especie, ++

identificacion segura del genero

2,300 - 3,000 Identificacién de especie +++

altamente probable

Deteccion de genes de resistencia mediante PCR multiple
Se emplearon los genes blave, blaviv, blanom, bla kec usando una mezcla de 25.0 uL , con
los siguientes componentes: Agua destilada ultra pura libre de ADNasas y ARNasas
(Invitrogen, Nueva York), Amplitag Polimerasa de oro 250 U (Applied Biosystems, New
York), primers: IMP-F, IMP-R, VIM-F, VIM-R, NDM-F, NDM-R, KPC-F, KPC-R y de
10uM (QUIAGEN, Lima),(Ellington M et al 2007, Rios P 2013).
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Tabla 3. Cebadores utilizados en la deteccion de genes codificantes de MBL y condiciones de

amplificacion

Cebadores y tamafio del amplicon Condiciones de Referencia
(secuencia 5°—3) amplificacion
IMP: 232pb
IMP-F: 5°-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC- PRE DENATURE
3’ 95°C-5min
IMP-R: 3’ -GGTTTAAYAAAACAACCACC- 5’
PCR AMPLIFICATION .
Ellington et
10 Cycles al, 2007

VIM:390 pb
VIM-F: 5° -GATGGTGTTTGGTCGCAT- 3’

VIM-R: 3’ -CGAATGCGCAGCACCAG- 5’

NDM: 621pb

NDM-F: 5> -GGTTTGGCGATCTGGTTTTC- 3’

NDM-R: 3’ -CGGAATGGCTCATCACGATC-
5’

Denature—95°C-1 min
Anneal —60°C-1 min
Extension—72°C-1 min
25 Cycles
Denature—95°C-1 min
Anneal—57,5°C-1 min

Extension—72°C-1 min

FINAL EXTENTION
72°C-10 Minutes

4°C-

Controles positivos:

ATCCBAA2146-Klebsiella pneumoniae (NDM); ATCCBAAL1705 Klebsiella pneumoniae

(KPC); Pseudomonas aeruginosa (VIM); Pseudomonas aeruginosa (IMP) proporcionada por
Unidad de investigacion Medico Naval-6 (NAMRU-6).

Control negativo:

No template control (NTC).

38



Tabla 4. Reactivos utilizados en la PCR multiple para detectar carbapenemasas de clase B

REACTIVES QUANTITY FINAL
(uL) CONCENTRATION(uM)
AmpliTag Gold 360 Master 12.5 1X
Mix 2X
Water 3.3 -
Primer bla IMP F [10pM] 1 0.4
Primer bla IMP R [10uM] 1 0.4
Primer bla VIM F [10uM] 0.7 0.28
Primer bla VIM R [10pM] 0.7 0.28
Primer bla NDM F [10puM] 0.7 0.28
Primer bla NDM R [10puM] 0.7 0.28
Primer bla KPC F [10pM] 0.7 0.28
Primer bla KPC R [10pM] 0.7 0.28
Total 22
Template 3 -
FINAL 25
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Figura 5. Ambientes de trabajo durante la investigacion, caracterizacion y actividad
antibacteriana; a) Laboratorio de Nanotecnologia e Innovacidn Tecnoldgica ( primer nivel); b)
Laboratorio de nanotecnologia e innovacién tecnologia (segundo nivel); c) y d) Laboratorio de

quimica organica; d) Laboratorio de Bacteriologia (NAMRU-6).
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452 ETAPAIL
En esta etapa se obtuvo en primer lugar la fraccidn extracelular, el cual se empleo como

reductor durante la sintesis de nanoparticulas.

Para la caracterizacion se empled un espectrofotdmetro modelo T80 Uv-Vis Spectrophotometer
con el objetivo de determinar los picos de absorbancia caracteristicos de la plata, donde la
radiacion UV- visible provoca una excitacion de los electrones de orbitales de mas baja energia
a orbitales de mas alta energia. Esta técnica nos permitird determinar la longitud de onda
caracteristica del plasmoén superficial de las nanoparticulas de plata, el cual refleja la longitud
de onda que hace que la nube de electrones que se encuentra alrededor de esta nanoparticula
metélica se polarice por efecto de la luz incidente. La absorbancia de las nanoparticulas de plata
fueron medidas en el rango de 200-600 nm.

la determinacion del tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas de plata fueron medidas con
el equipo de dispersion de luz dinamica (DLS) modelo Nicomp 3000, el cual permitié la
medicion de la intensidad de luz dispersada en tiempos muy breves, el movimiento Browniano
de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz laser se disperse en diferentes

intensidades.

4.5.2.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

Se utiliz6 una sal precursora, nitrato de plata (AgNO3z), marca Sigma con un grado 99.8% de
pureza. Se prepard una solucion de nitrato de plata al 0,01 M de la siguiente manera: se
agregaron 0,4247 gramos de nitrato de plata en 250 ml de agua desionizada a la cual se mantuvo

en agitacion, para obtener una buena homogenizacion.

Se empled como agente reductor la fraccidn extracelular (FE), el cual se partié desde un cultivo
fresco en agar MacConkey del cual se tomd una colonia y fue depositada en un tubo de ensayo
que contenia 10ml de caldo luria, se incubo a 37°C durante 24 horas. Finalmente se colecto el
sobrenadante, transcurrido el tiempo de incubacién, por centrifugacion a 4500 rpm y se

almaceno a 4 ° C hasta su uso, ver referencia en figura 6.

La sintesis comenzd al combinar la FE (agente reductor) y AgNOs durante este proceso se
trabajé con 3 muestras descritas en la tabla 5. En el desarrollo de la sintesis se utilizdé 3 tubos
de 10 mL (tubos de reaccion), en los cuales se coloc6 9, 7 y 5 mL de nitrato de plata

seguidamente y evitando el contacto directo con la luz, se transfirieron a cada tubo de reaccion
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1, 3, 5 mL de FE obteniendo un volumen total de 10ml, los cuales se incubaron durante 44
horas a temperatura ambiente.

Tabla 5. Resumen de las muestras empleadas

Muestra FE+ Nitrato de plata N.° de replicas
M1 Sobrenadante (9mL) +AgNO3(1ml) 3
M2 Sobrenadante (3mL) +AgNOs(7ml) 3
M3 Sobrenadante (5mL) +AgNOs3(5ml) 3

Control Nitrato de plata (AgNO:3) 3
(1 (2 (3

Cultivo de P, aruginosa Transferencia a Incubar durante 24hrs
(fase log) caldo luria (10ml)

-El } 37°C

L 18]}
=

El l
5
Caldo luria
Centrifugacion Colectar la fraccion Combinar Nitrato de
4500rpm extracelular(FE) plata+FE
= = =
> S =T -
— -
—r \ [

v AgNO: (0.01M)

Figura 6. Descripcion del proceso de sintesis (plantilla creada en https://biorender.com/)
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4.5.2.2 Caracterizacion de nanoparticulas de plata
Cada muestra M1, M2y M3 después de 44 horas de incubacion fueron caracterizadas mediante
Espectroscopia UV-Vis y DLS respectivamente.

Se tomo 3ml de cada muestra (M1, M3 y M5) y se deposit6 en cubetas de cuarzo de 3mL y fue
leido con el espectrofotémetro en un rango de 200-600nm, asimismo se tomd una alicuota de
nanoparticulas y se colocd en tubos de 12 milimetros de didmetro y se procedié a lectura con
DLS.

553 ETAPA III
En esta Ultima fase se expuso las muestras descritas anteriormente para evaluar su capacidad
inhibitoria frente a P. aeruginosa empleando el método de difusién por discos. Por cada

muestra preparada se realizaron 3 repeticiones.

5.5.3.1 Evaluacion de la actividad antibacteriana por el método de difusion en agar

Recuperacion de cultivos conservados

Se descongelo los tubos que contienen bacterias petrificadas a temperatura ambiente por un
tiempo de una hora y media, para transferir una pequefia muestra (bacterias en estudio) con el

asa bacterioldgica, en los tubos que contenian caldo luria.

Preparacion del indculo

Se ajustd la densidad celular por espectrofotometria en el rango de 0.08-1.2 a 625 nm en un
tubo con medio de cultivo previamente esterilizado el cual se mantuvo incubando durante 6
horas en estufa a 37 °C (Balourin et al 2015).

Inoculacién de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la densidad celular, se procedi6 a extraer con
una micropipeta 100 pL del indculo, para luego verter en placas con Agar Mueller Hinton, que
ya fueron preparadas para el ensayo (3 placas por bacteria) diseminando con un hisopo estéril

en todas las direcciones de la superficie de cada placa, asegurando una distribucién uniforme
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del in6culo. Antes de colocar los discos se dejo secar las placas a temperatura ambiente durante

3 a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.

Aplicacion de los discos
Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril que nos
ayudod a presionar suavemente sobre cada disco para asegurar un contacto completo con la

superficie del agar.

Se colocaron los discos uniformemente, de modo que estén a una distancia minima de 25 mm
uno del otro. Los discos no fueron removidos una vez que tomé contacto con la superficie del

agar debido a que difunden rapidamente en la superficie.

Los discos usados para el estudio fueron: Discos estdndares marca Becton Dikinson para
asegurar la credibilidad de los halos, cada frasco muestra la fecha de caducidad, en cada disco
se dispenso con una micropipeta 10, 20 y 30uL de cada muestra descrita anteriormente (tabla

10) y el control positivo con el mismo volumen fue distribuido con nitrato de plata (0.01M).

Se incubaron las placas en posicion invertida a 37°C dentro de los 15 minutos posteriores a la
aplicacion de los discos, durante 24 horas. Después del tiempo recomendado de incubacion se
examind cada placa, para proseguir con la medicion de los diametros de los halos de inhibicién

alrededor de cada disco.
Preparacion del control positivo:

Se determind emplear nitrato de plata a misma concentracién de la cual se partié la sintesis de

las nanoparticulas 0.01M y a la misma cantidad de volumen para cada grupo 10, 20, 30 pL.
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Tabla 6. Descripcidn esquematica de la Etapa 3.

Grupo 1
(10puL)

Grupo 2
(20uL)

Grupo 3
(30pL)

Muestra

M1 — sobrenadante (1mL) / AgNO3 (9mL)
M2 — sobrenadante (3mL) /AgNO3 (7mL)
M3 — sobrenadante (5mL) /AgNO3 (5mL)

C — Disco en blanco como grupo control con nitrato de plata (AgNOz)

45




Susceptibilidad a antibiéticos

- Con un asa de siembra en aro se tomo un pequefio volumen el cual fue depositado en
tubo de vidrio de 100 x 13 mm conteniendo 10 mL de caldo luria y se ajust6 a densidad
celular mediante espectrofotometria dentro de un rango 0.08- 2 nm.

- Se introdujo un hisopo de algodon estéril en la suspension ajustada. Se giro y se hizo
presion en la pared interior del tubo por encima del nivel de liquido para quitar el exceso

de in6culo.

- Se estrid con el hisopo sobre la superficie seca del agar Mueller-Hinton en tres
direcciones rotando la placa 60 grados para asegurar una completa distribucion del
indculo. Al final se paso el hisopo alrededor de los bordes de la placa con agar.

- Se coloco los discos de antibioticos sobre la superficie del agar con una pinza estéril a
una distancia no menor a 24 mm desde un centro al otro. Se coloco las placas invertidas

en una estufa a 37 °C por 16-18 horas.

- Transcurrido el tiempo de incubacién, cada placa fue revisada. El crecimiento de las
colonias debe ser confluente; si hay colonias independientes, el indculo fue bajo y por
tanto se debera repetir la prueba. La zona de inhibicién debe ser uniformemente
circular, se midio en la base de la placa Petri con un vernier el didmetro (en mm) de la
zona de inhibicion incluyendo el diametro del disco. La lectura obtenida se aproximé
al valor entero (en mm) mas cercano. El tamafio de las zonas de inhibicion fue
interpretado de acuerdo a los puntos de corte establecidos por el documento M100-S22

“Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing” (CLSI ).
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5. RESULTADOS Y EVALUACION DE RESULTADQOS

5.1. Analisis MALDI-TOF

Los resultados presentados a continuacion (tabla 8) nos muestra un valor de puntuacion
asignado por el sistema Buker anteriormente descrito, el cual nos resume la categorizacion
numérica asignada de los 10 aislamientos realizados, considerando BTS como el control

predeterminado durante la lectura.

La puntuacion obtenida en cada aislamiento varia entre 2.36-2.45 y 2.20 para el control
negativo con Escherichia coli; acorde al sistema de clasificacion BIOTYPER es interpretada

por el software como una identificacion altamente probable a nivel de especie (tabla 4).

Tabla 7. Sistema de clasificacion del sistema MALDI-TOF.

Analyte Analyte Orsanism Score (roanism Score
Name ] (best match) Vilue (second hest match) Value
= B Bt ekt

( HE—;( N NPBO0L Preudomonzs aerugimosa Deudomonzs 2eruginosa

( Hf_i( N B2 o Ea R

( H—f_?( N NPBOG3 Preudomonss senugimosa Deeudomonzs 2eruginosa

( H—%( " NPBOM Puendomonzs zeruzmosa Preudomonss zerupmosa

( ﬁ( N OHI05 T R ETERT

( ﬁ( " NPBOl Pseudomonzs aerugmosa Dseudomonzs aerugimosa

( &]ﬂ( N OBl s R iETET

( j_%( N NPBO0S Pseudomonss aeruzmosa Dseudomonzs aerugmosa

( Hif( g OBI9 T RS ETT

( H—%( N NPBOI0 Pszudomonzs aeruzinos Dseudomonzs aermzinosa
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5.2 PCR multiple

Se estableci6 un PCR multiple para el anlisis de 10 aislamientos correspondiente a la cepa
P.aeruginosa, para lo cual se trabajé con 4 genes IMP, VIM, NDM y KPC. Los Carriles del 6
al 15 representan los aislamientos empleados para la determinacién de los amplicones
generados, donde no se evidencia la expresion de algin gen patdgeno, el carril 16 represento
el control con agua; los carriles 5 y 17 representan el marcador 123 pb. Solo 4 (NPB004) se
observa la expresion para Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (NDM).
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Figura 7. Gel de electroforesis correspondiente al PCR mualtiple. Los amplicones de las
muestras (codificadas con las letras NPB #) corresponden al gen blaIMP de 232 pb. blaIMP,
blaVIM y blaNDM: Controles positivos ATCCBAA2146-Klebsiella pneumoniae (NDM);
ATCCBAA1705 Kilebsiella pneumoniae (KPC); Pseudomonas aeruginosa (VIM);
Pseudomonas aeruginosa (IMP). No template control (NTC) Ladder 123: Marcador de peso
molecular de 123 bp.
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Tabla 8. Descripcion de los genes utilizados en la determinacion patogénica de P. aeruginosa.

CODE blaiIMP blavVIM blaNDM blakKPC Pathogen
(232bp) (390 bp) (621bp) (798bp)

NPB001 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB002 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB003 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB004 NEGATIVE NEGATIVE POSITIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB005 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB006 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB007 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB008 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB009 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa
NPB010 NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE P. aeruginosa

5.3 Analisis de los resultados de técnicas Uv-visible y DLS para muestras M1, M2, M3

Efecto de la cantidad de agente reductor

La cantidad de agente reductor, en esta investigacion representado por la fraccidn extracelular
bacteriana, es otro factor importante que afecta e interviene directamente la sintesis de las
nanoparticulas. En este caso se debe encontrar la cantidad del agente reductor (fraccién
extracelular) que provoque la completa reduccion de los iones de plata de la sal precursora. En
la figura 8 se reportan los espectros correspondientes a las 3 muestras empleadas las cuales se
encuentran en el intervalo de 400 a 420 lo cual evidencia la presencia de nanoparticulas de
plata, asi también se describen por separado los picos descritos en las figuras 10, 11 y 12

respectivamente de cada muestra.
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Figura 8. Resumen de los espectros obtenidos de las 3 muestras analizadas M1, M2 y M3.

5.4 Tamafio hidrodindmico de las nanoparticulas
En la tabla 9 se muestran los resultados del tamafo hidrodindmico de las nanoparticulas de

plata obtenidos mediante la técnica de dispersion de luz modo dinamico (DLS). Cabe resaltar
gque se mantuvieron constantes las condiciones de sintesis como temperatura, pH vy

concentracion del metal precursor (0.01M) en cada sintesis para cada muestra.

Figura 9. Proceso de sintesis de nanoparticulas de plata después de 44 horas de incubacién
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Tabla 9. Resumen de los nanomateriales caracterizados por Dispersion de luz dindmica (DLS)

después de 44 horas de sintesis.

MUESTRA
M1 M2 M3

Tamano % Tamano % Tamano %
(nm) (nm) (nm)

Poblacion 1 98.0 40.65 50.0 17.97 60,9 34.68

INTESIDAD | Poblacion 2 487.3 | 59.35 | 1912 82.03 190 34.68

Poblacion 1 91.6 78.86 48.0 88.87 58.3 91.32

VOLUMEN | Poblacién 2 493.9 21.14 | 185.9 11.13 184.3 8.68

Poblacion 1 90.3 95.22 47.3 96.89 57.4 97.08

NUMERO | Poblacion 2 487.3 4.78 183.2 3.11 181.4 2.92

Sintesis en M1

En el margen derecho de la figura 9 se muestra la banda del plasmén cuya elevacion maxima
se encuentra a 414 nm, lo que sugiere que posiblemente se atribuya su forma y ubicacion a la
presencia de nanoparticulas de plata , con una absorbancia de 1.89 sin embargo, la forma del
acampanada y ensanchada del plasmdn también puede sugerir que exista variedad de tamafios
de nanoparticulas de plata , a la izquierda en la se observa la representacion mediante
histograma del tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas (tamafio) y la intensidad (%)
determinado por técnica DLS donde se analiza la distribucion en cuanto a intensidad, volumen

y numero . Los resultados se muestran a continuacion:

La distribucién segun la intensidad muestra dos poblaciones, en la poblacion 1 se observa
nanoparticulas de 98.0 nm con una intensidad de 40.65 % lo que sugiere que es la minoria, la
poblacion 2 representa a nanoparticulas con tamafios de 487.3 nm con una intensidad de 59.35
% por lo que se podria definir como predominante, sin embargo, acorde al volumen y numero

poblacion 1 represento un porcentaje mayor (tabla resumen 4)
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Figura 10.Margen derecho lectura del Uv-vis de la muestra 1. Margen izquierdo lecturas por

DLS distribucién de tamafio acorde a intensidad, volumen y numero.

Sintesis en M2

En el margen derecho de la figura 10 se muestra la banda del plasmén cuya elevacion maxima
se encuentra a 421 nm, lo que sugiere que posiblemente se atribuya su forma y ubicacion a la
presencia de nanoparticulas de plata , con una absorbancia de 2.47, ndtese que existe la misma
tendencia de formar picos en el rango de 400 nm que M1 y también se sugiere que la forma no
acampanada y ensanchada del plasmon también puede sugerir que exista solo dos poblaciones
nanoparticulas donde predominan las poblaciones pequefias; asi también a la izquierda se
observa la representacion mediante histograma del tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas
(tamafio) y la intensidad (%) determinado por técnica DLS donde se analiza la distribucion en

cuanto a intensidad, volumen y namero.

La distribucién segun la intensidad muestra dos poblaciones, en la poblacién 2 se observa

nanoparticulas de 191.2nm con una intensidad de 82.03 % lo que sugiere que es la mayoria, la

52



poblacién 1 representa a nanoparticulas con tamafios de 50.0 nm con una intensidad de 17.97%
por lo que se podria definir como poco influyente, sin embargo, acorde al volumen y nimero

poblacién 1 represento un porcentaje mayor (tabla resumen 4)

REL INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION
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REL NUMBER-WT NICOMP DISTRIBUTION

Figura 11.Margen derecho lectura del Uv-vis de la muestra 2. Margen izquierdo lecturas por

DLS distribucién de tamafio acorde a intensidad, volumen y numero.

Sintesis en M3

En el margen derecho de la figura 11 se muestra la banda del plasmén cuya elevacion maxima
se encuentra a 421 nm, lo que sugiere que posiblemente se atribuya su forma y ubicacion a la
presencia de nanoparticulas de plata , con una absorbancia de 2.47, ndtese que existe la misma
tendencia de formar picos en el rango de 400 nm que M1y M3, el pico tiene forma acampanada
y ensanchada del plasmén, pero es diferente al de los anteriores por tener un pico puntiagudo
mas definido por lo que puede atribuirse a la presencia de nanoparticulas con tamafios
uniformes; asi también a la izquierda se observa la representacion mediante histograma del
tamafio hidrodindmico de las nanoparticulas (tamafio) y la intensidad (%) determinado por

técnica DLS donde se analiza la distribucion en cuanto a intensidad, volumen y nimero.
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La distribucion segun la intensidad muestra que las poblaciones 1 y 2 muestran el mismo valor
de intensidad 34.68 %, sin embargo, el tamafio de la poblacion (160,9nm) mostro un menor
tamafio en comparacion con la poblacion 2, acorde al volumen y numero poblacién 1 represento

un porcentaje mayor (tabla resumen 4).
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Figura 12. Margen derecho lectura del Uv-vis de la muestra 3. Margen izquierdo lecturas por

DLS distribucién de tamafio acorde a intensidad, volumen y namero.

Actividad antibacteriana
En la figura 13 se presentan los resultados de la etapa final, de los halos inhibitorios obtenidos
mediante la evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de Nps-Ag. Se observan los halos

inhibitorios de las Np-Ag sintetizadas por fraccion extracelular al emplear las muestras 1, 2 'y

3 los cuales muestran un efecto inhibitorio contra Pseudomonas aeruginosa

Tabla 10. Resultados de halos generados con cada muestra
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Concentracion
MUESTRA N 10ul 20yl 30uL
N Media +D.Est Media +D.Est Media +D.Est
M1 3 9,1mm=0.15 12,2mm=0.3 14,3mm=0.09
M2 3 10,3mm=0.1 13,2mm=0.3 15mm=0.4
M3 3 11,7mm=0.5 13,4mm=0.5 14, 7mm=0.2
Control 3 8,9mm=0.2 9,2mmz=0.15 9,4mm=0.1

Figura 13. Resultado del antibiograma generado al emplear nanoparticulas de plata (Nps-Ag)

Analisis de datos para las muestras empleados

La Tabla 11 estan conformadas por: las fuentes de variabilidad (FV), la suma de cuadrados
(SC), los grados de libertad (gl), los cuadrados medios (CM), el estadistico de prueba (F) y la
significancia observada (p) asociados a cada estadistico F.

Tabla 11. Resultados estadisticos de la prueba de anélisis de varianza (ANOVA) para la cepa
P. aeruginosa al emplear 10puL; 20uL y 30uL de cada muestra.
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ANOVA de un factor

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Muestra 158,436 3 52,812 | 112,167 ,000
Halos generados(mm) 15,067 32 471
Total 173,503 35

La Tabla 11 nos muestran que los grupos definidos por el microorganismo, en este caso fue la
cepa bacteriana y las diferentes muestras, poseen diferencia significativa de la actividad
inhibitoria, el estadistico F, lleva asociado un valor p< 0,05, lo cual indica que las interacciones

entre los factores posen un efecto significativo sobre el diametro del halo de inhibicion.

Considerando la diferencia significativa que mostraron los factores evaluados: diferentes
muestras M1, M2, M3 anteriormente ya descritos (tabla 10); la cepa bacteriana P. aeruginosa,

previamente descrita e identificada; se realizé pruebas de comparaciones multiples de medias

de Tukey, cuyos resultados se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 12. Subconjuntos homogéneos - DHS de Tukey generales (muestras frente a cepa

bacteriana de P. aeruginosa).
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Muestras Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Control- 9,2333
HSD AgNOs 10,4111
Tukey? 1:9 12,8889
3:7 14,6111
5:5 1,000 1,000 1,000 1,000
Sig.
Control- 9,2333
Tukey B? AgNO3 10,4111
1:9 12,8889
3:7 14,6111
95

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 9,000.

En la comparacion de medias de los diferentes muestras utilizados , la Tabla 11, demuestra que
M1 presenta la actividad inhibitoria mas baja con respecto a sus medias (10,41 mm), seguida
de M2 (12,89 mm), sin embargo en M3 present6 el mayor valor (14,61mm) en la media del
didmetro del halo de inhibicion en el crecimiento de las cepa bacteriana evaluada los cuales
nos indican que este Gltima muestra descrita fue la mas representativa porque presenta mayor

actividad inhibitoria con respecto a demas muestras de los subgrupos 1,2 ,3.

Tabla 13. Efecto de las muestras sobre el crecimiento de cepa bacteriana en evaluacion.
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La Tabla 13. Presenta los resultados obtenidos al analizar el efecto de las muestras sobre el
crecimiento de cepa bacteriana en evaluacion, haciendo énfasis en la muestra 3 que presento el
mayor valor de la media del diametro del halo de inhibicién de 14,61 mm con limites entre
14223 < 1 < 14,98 mm y el control positivo con nitrato de plata 0,01M (9,23mm) con limites
entre 9,03 < < 9,42 mm. Para todas las muestras evaluadas el intervalo de confianza al 95 %
presenta limites entre los cuales los datos de los halos de inhibicidn se traslapan entre si, es
decir que comparten valores de diametro de halos de inhibicion.

95% del intervalo de
Desv. Desv. confianza para la Minim | Maxi
Muestra N Media Des,viaci Error _ media _ 0 mo
on Limite Limite
inferior | superior
1:9 9 | 10,4111 | 1,07290 ,35763 9,5864 | 11,2358 9,10 | 12,20
3.7 9 | 12,8889 ,65849 ,21950 | 12,3827 | 13,3951 11,80 | 13,80
5:5 9 | 14,6111 ,48333 ,16111 | 14,2396 | 14,9826 13,80 | 15,30
Control 9 9,2333 ,25495 ,08498 9,0374 9,4293 8,80 9,50
Total 36 | 11,7861 | 2,22648 ,37108 | 11,0328 | 12,5394 8,80 | 15,30

Con respecto a la relacion entre el volumen y la muestra empleada en este ensayo experimental
se representa en las Figuras 14 y 15 donde se evidencio que ambas variables intervienen
significativamente en la formacién de halo y donde se pudo determinar que la mayor
sensibilidad producida fue lograda al emplear 30 pL de cada muestra, siendo la muestra 3 el
que presento la mayor la media del didmetro de halo con 15,0 mm, seguido del muestra 2 con
14,7mm y finalmente el muestra 1 con 14,3mm, asimismo el control el cual fue evaluado con
nitrato de plata . Sin embargo, el nivel de eficacia inhibitoria entre muestras se presenta en M3
con 35% de eficacia, seguido de M2 con 34% y M1 con 31 %; como se muestra en la figura
17.
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Figura 14.Media del diametro del halo de inhibicion, segun la cantidad de volumen utilizado
por cada muestra con el control positivo frente a P. aeruginosa
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Figura 15.Media del didmetro del halo de inhibicion comparado acorde al volumen utilizado
por cada diferente muestra.
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Promedio de tratamientos empleados
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Figura 16. Promedio establecido por las medias en cada muestra evaluada.

Porcentaje de inhibicion entre muestras

Figura 17.Eficacia de actividad inhibitoria entre muestras frente a una cepa de P.aeruginosa
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6. DISCUSION

La importancia en la identificacion taxonémica y en especial en P.aeruginosa es debido a la
gran prevalencia y variabilidad de cada gen de MBLs (Metalo B-lactamasas) reportando que la
prevalencia va del 2 % al 39 % en paisas como Japdn, india, Polonia, Italia y Canada y en
paises latinoamericanos represento 56% ( Fritshe et al 2005). Dentro de las familias MBL de
mayor distribucion y diseminacion son los tipos IMP Y VIM, sin embargo, un nuevo gen ha
sido reportado denominado “New Delhi Metalobetalactamasa” (NDM), en una cepa de K.
pneumoniae, convirtiendose en la carbapenemasa mas amenazante debido a ser
extremadamente resistentes a los antibidticos: fluroquinolonas, aminoglucdésidos y aztreonam
principalmente aislados de ambientes hospitalarios (OPS/OMS, 2011, Pagniez et al., 2006). En
nuestra investigacion de 10 aislamientos realizados solo uno se reporto la presencia de gen
nueva Delhi metalo-betalactamasa (NDM), esta muestra fue tomada para el desarrollo de la

etapa 2.

En el presente estudio, fue confirmada la sintesis de nanoparticulas via extracelular mediante
un cambio en el color en mezcla de reaccion. El color del sobrenadante fue cambiando
paulatinamente de blanquecino a un amarillo palido al haber transcurrido 44 horas de
exposicion. Este comportamiento solo se observé en las muestras M2 y M3 en contraste con
M1 en donde su coloracion fue cambiando a una tonalidad lila; como un indicador de una
probable exposicion prolongada a la luz. Este fendmeno visible se considera como una
deteccidn prematura de nanoparticulas y es a consecuencia de la excitacion de la resonancia de

la superficial del plasmon (RSP).

Investigaciones recientes han reportado que al emplear la cepa de P. aeruginosa como agente
reductor (Singh et al., 2018), donde la coloracion fue progresivamente variando en el
transcurso de 8 horas de incubacién de una tonalidad amarillenta a marron, este fendmeno
podria atribuirse a factores como la temperatura (37° C) y modo de incubacién con agitacién
constante (12 x g). En contraposicidn, la coloracion obtenida en este trabajo solo es semejante
en el en las muestras con menos con volumen del agente precursor; la cual tiene proceso lento

al interaccionar con mas contenido de biomoléculas procedentes del sobrenadante.

61



El proceso de caracterizacion de los nanomateriales sintetizados fue empleado dos técnicas:
espectrofotometria ultravioleta-visible (Uv-vis) y dispersion de luz dindmica (DLS). Los
espectros de NP Ag obtenidos mostraron una fuerte absorcion (SPR) en el rango de 414-421
nm. La alta intensidad de la banda SPR probablemente se debié al aumento de la concentracion
de NP Ag en la mezcla de reaccion.

Asimismo, estudios experimentales que evaluaron las variaciones en RSP (Ali et al 2019) bajo
condiciones similares las cuales incluyen de concentracion de agente precursor (0.01M) y
relacion en la mezcla de reaccion entre el sobrenadante y nitrato de plata, el cual consistié en
una relacion proporcional entre ambos componentes, sobre estas condiciones obtuvieron

bandas de absorcion en el un rango entre 435-450 nm.

El tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas, para cada muestra presento una variacion de
tamafos de 60.9-191.2 nm, las cuales se obtuvieron a través de la optimizacion del metodo
biologico. El método se baso en utilizar AQNO3 como precursor metélico, fraccion extracelular
extraida por centrifugacion de cepa de Pseudomonas aeruginosa como agente reductor sin
ningun agente estabilizante que modifique el pH durante sintesis, tomando como referencia el
método establecido por Ganesh et al 2011. Al método original, se le modifico principalmente
la concentracion de los reactantes, asi como la temperatura y el tiempo de reaccion. EI método
optimo obtenido para la sintesis de nanoparticulas de plata empleando una sintesis verde,
consistio en hacer reaccionar nitrato de plata 10 mM (5 mL) con 5mL la fraccion extracelular
bacteriana. La reaccion se realizd a una temperatura ambiente. El valor de polidispersidad
significa la buena calidad de NPs-Ag sintetizados el cual es contemplado en estudios realizados
(Punjabi et al 2017, Singh et al 2018) reportando que el tamafio promedio de las nanoparticulas

de plata sintetizadas por las bacterias fueron 41.0 nm, 228.7 nm.

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata, fue comparada con la misma cepa
bacteriana, la cual fue empleada durante la etapa de sintesis, utilizando el diametro de la zona
de inhibicion (dzi) que refleja la magnitud de susceptibilidad de los microorganismos. Los
resultados semicuantitativos que se obtuvieron para este estudio evidenciaron una alta
sensibilidad bacteriana proporcional al volumen utilizado con cada muestra (tabla 5). Se han
reportado varios mecanismos probables involucrados en la actividad antimicrobiana de NPs
Ag, pero el mecanismo exacto aun no ha sido establecido. EI mecanismo ampliamente aceptado

refiere a que los iones de plata cargados positivamente pueden interactuar con compuestos bio-
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macromoleculares que contienen fosforo o azufre cargados negativamente causando cambios
estructurales y deformacién de la membrana y la pared celular bacteriana que conduce a la
interrupcion del proceso metabolico y a la muerte celular (Shankar, S et al 2015).

La generacion de los halos de inhibicion por muestra se describe en la taba 10 en las cuales se
observo que al emplear un volumen 30 pL de cada muestra (11.2+0.2; 13.4+0.5 y 14.2+0.2) se
obtuvo mejores resultados, asi mismo al comparar los grupos entre muestras se concluyé que
al utilizar M5 se obtuvieron mejores resultados indistintamente del volumen que se utiliz6. Un
estudio realizado por Singh et al 2018 al emplear 7 diferentes cepas concluyen que
Pseudomonas aeruginosa KACC 14021 14.5 + 0.5, Vibrio parahaemolyticus KACC 15069
16.5 + 0.5y Candida tropicalis KCTC 17762 16.5 + 0.6 presentaron mejores resultados durante
el test antibacteriano realizado. Otro estudio Oza et al 2012, demostré que al emplear NPs-Ag
en 3 cepas bacterianas se generaron halos Pseudomonas aeruginosa (23mm), Staphylococcus
aureus (17mm), Escherichia coli (15mm), cuyas condiciones de sintesis evaluaron diferentes
condiciones de temperatura (10, 30, 100°C), pH (2, 6, 8, 9, 10), y concentracion de metal
precursor 0.01M y cuyo tamafio estuvo en el rango de 20-50 nm. Por otro lado, Singh et al
2014 reportaron que al utilizar el sobrenadante de Bacillus sp como agente reductor en la
formacién de nanoparticulas de selenio y plata, estas Gltimas lograron tener una mejor accion
antibacteriana al ser enfrentadas a cepas Escherichia coli (9mm) Staphylococcus aureus
(20mm) Pseudomonas sp (13mm). y Klebsiella sp (9mm), considerando que las nanoparticulas

formadas tuvieron un tamafo promedio 21.9 nm.

La sintesis de nanoparticulas de plata podria atribuirse a la enzima nitrato reductasa. La cual es
producida aerobiamente e inducida por el nitrato del medio. El nitrato es esencial para la
formacién de enzimas y la adicion de la peptona al medio aumenta la produccion de enzimas
estimulando también el crecimiento bacteriano (Vaidyanathan et al, 2010). Por lo tanto, se
determino que el caldo luria como el medio de cultivo idéneo cuyos componentes son: peptona
(10g/L), extracto de levadura(5g/L) y cloruro de sodio(10g/L). Se sabe que la glucosa es un
inductor indirecto de la actividad de nitrato reductasa al desempefiar un papel en el aumento de
la produccién de biomasa, en lugar de la enzima misma. Los componentes propios medio
elegidos podrian resultar determinantes en la produccion y actividad de nitrato reductasa en

comparacion con otros medios empleados en diferentes articulos revisados.
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A consecuencia de lo anteriormente expuesto y para comprender el mecanismo de sintesis de
nanoparticulas a partir de proteinas extracelulares secretadas por P.aeruginosa , el analisis de
proteinas se llevd a cabo utilizando SDS-PAGE al 12% con gel de resoluciéon , donde se
compara nanoparticulas sintetizadas con Nitrato de plata (0.01M y 0.001M) y volumen un 5mL
del sobrenadante, como control se tomé en cuenta el sobrenadante. Los resultados obtenidos
mostraron que solo en el sobrenadante se detectd la presencia de varias bandas de 95KDa,
80KDa, 75KDa, 50KDa. Punjabi et al 2017 llevaron a cabo un estudio que en muestras que
contenian NPs Ag, la deteccion de proteinas mediante SDS-PAGE en combinacién con el
espectrofotometro de masas (MALDI-TOF) e integrado a un software MASCOT detectaron
las siguientes proteinas: en el sobrenadante: Cofactor de molibdeno guanililtransferasa
(12KDa), endodesoxirribonucleasa (30KDa) , 3-fosfoshikiquimato 1- carboxiviniltransferasa
(35 KDa), Difosfato reductasa (40KDa), Adenilato quinasa (43KDa), Quinasa shikimato
(47KDa),NADH-quinoneoxidoreductase subunidad 1 (55 KDa), NADH-
quinoneoxidoreductase subunidad B  (60KDa), Enoyl- [acyl-carrier-protein] reductase
[NADH] (65KDa, D-aminoéacido deshidrogenasa (90 KDa). En contraste con las muestras que
contenian nanoparticulas se presentaron las siguientes proteinas: detectaron Quinasa
shikimato(47KDa), Adenilato quinasa (43KDa), difosfato reductasa (40 KbDa),
endodesoxirribonucleasa (30KDa), donde las proteinas de tipo oxidorreductasa se presentaban

con mayor frecuencia.

Otros estudios realizados por Ali et al 2019, reportaron la purificacion de la enzima nitrato
reductasa como el agente reductor que guia formacion de nanoparticulas y que esta presente la
fraccidn extracelular de una cepa Pseudomonas aeruginosa. La presencia de esta enzima se
mediante SDS-PAGE se determind mediante SDS-PAGE vy las proteinas se visualizaron
mediante tincion con azul brillante Coomassie R-250, el tamafio molecular del nitrato

purificado la reductasa fue de 65 KDa.

64



7. CONCLUSIONES

De la presente investigacion se concluye que:

La cepa bacteriana fue caracterizada como Pseudomonas aeruginosa mediante PCR
multiple y espectrofotometria de masas en tiempo de vuelo (MALDI-TOF).

La optimizacion de la sintesis de nanoparticulas fue definida por un protocolo,
obteniendo resultados 6ptimos con la muestra 3, la cual fue definida entre la interaccion

del agente reductor (fraccion extracelular) y el agente precursor (nitrato de plata).

las nanoparticulas de plata sintetizadas con la fraccion extracelular de P. aeruginosa
produjeron plasmones entre los 414nmy 421nm, lo que indica que las nanoparticulas
de plata con este agente reductor son pequefias, estables, de cantidad satisfactoria, de

adecuada polidispersion.

Mediante la técnica DLS se registro el tamafio hidrodindmico de las nanoparticulas
sintetizadas exhibiendo como tamafio promedio: 90.3 nm, 47.3 nmy 57.4 nm para M1,

M2, M3 respectivamente.

Los resultados en cuanto a la inhibicién del crecimiento bacteriano sugieren que las
nanoparticulas de plata presentaron un efecto antibacteriano importante y determinante

al enfrentarlos frente a P. aeruginosa

El método utilizado para sintesis es relativamente sencillo en contraste de otros en la
literatura revisada, por la tanto no es necesario utilizar altas temperaturas para este
proceso asimismo el tiempo de reaccién fue muy breve, lo que permite que se convierta

en un método rapido y practico
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8. RECOMENDACIONES

La principal limitacion al ejecutar esta investigacion involucro la disponibilidad y falta de
capacitacion de algunos centros donde los equipos microscopia principalmente aquellos
involucrados la caracterizacién de materiales en escala nanométrica no estan adecuadamente
equipados o prescinde de personal que pueda dar uso y mantenimiento de los mismos, lo cual
ocasiona un gran desventaja sobre todo en esta investigacion, donde fue necesario conocer la
morfologia de estos nanomateriales con la finalidad de predecir y comprender como podrian

intervenir los nanomateriales en el mecanismo de defensa bacteriano.

Es imprescindible replicar mas ensayos donde se enfatice en el uso directo de enzimas de cepas
bacterianas, realizando pruebas moleculares como zimografia, con el fin de detectar la
actividad enzimatica. Asimismo, para tener un mejor control en el tamafio de nanoparticulas
es necesario establecer condiciones que involucren la optimizacion de pardmetros como:
Temperatura, una adecuada relacion entre el agente reductor (biomoléculas presentes plantas,
hongos, algas y bacterias) y agente precursor (metales) y tiempo de reaccion ya tienen gran

influencia sobre el tamafio y la estabilidad

A pesar que el desarrollo de la nanotecnologia y en especial en las areas de salud comienza una
batalla a grandes rasgos y sin contemplacién, con la cual se podria en corto plazo solucionar
los grandes problemas que presentan entorno a ella; asi mismo la falta de colaboracion del
estado limita un desarrollo optimo con el cual se podria solucionar la resistencia antimicrobiana
citando un ejemplo tan comun la actualidad y principalmente en ambientes nosocomiales donde

la proteccion y prevencion deberian ser revisadas detenidamente.
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10. ANEXOS

Ficha de resultados al utilizar dispersion de luz dindmica para cada muestra

Sample

Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

Data File: C:\2019\BRYAN\AgNPs-L-44h-1FE-9AgNO3 12:54:2 4/26/2019

GAUSSIAN SUMMARY:
Mean Diameter = 183.1
Stnd. Deviation = 117.2

Norm. Sind. Dev. = 0.640
(Coeff. of Varn)

Autocorrelation Function

nm Variance (P.1.)
nm (64.0%) Chi Squared
Baseline Adj

Z-Avg. Diff. Coeff. = 2.54E-008 cm2/s

=0.410
=16.6563

=0.000 %

Run Time =0 Hr 3 Min 12 Sec Wavelength =632.6 nm
Count Rate =311 KHz Temperature =23 degC
Channel #1 =3824 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =220 uSec Index of Ref =1.333
counts X1000 AUTOCORRELATION FUNCTION

380 \‘I Hll Hl \I‘ \II‘ TTT TTT

30 -

360 —

30 |

40 .

330

0 -

310 (AR RRRRE RRUNE RRRTI RSN ARRT] ANARURNRT] FANNE ARRRA SARNNARURTL ANURL ARATE

2 300 600 900 1408
usec.-» Channel Width = 22.0 uSec
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

Sample

Data File: C:\2019\BRYAN\AgNPs-L-44h-1FE-9AgNO3 12:54:2 4/26/2019

INTENSITY-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle

NICOMP SUMMARY:

Peak #1: Mean Diam.= 98.0 nm, S.Dev.= 11.1 nm (11.30%) Intens.= 40.65 %
Peak #2: Mean Diam.= 487.3 nm, S.Dev.= 65.2 nm (13.38%) Intens.= 59.35 %

REL

INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

80

60

40 =

20 =

0

10 20 50
Diam (nm) >

AgNPs-L-44h-1FE-9AgNO3

100 200 500 1K

Mean Diameter = 318.5 nm  Fit Error = 3.603  Residual = 0.000

NICOMP SCALE PARAMETERS:
Min. Diam. =10 nm  Plot Size =45
Smoothing =3 Plot Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter = 183.1 nm

Stnd. Deviation = 117.2 nm (64.0%)
Norm. Stnd. Dev. = 0.640

(Coeff. of Var'n)

Run Time =0 Hr 5Min 12 Sec
Count Rate =311 KHz
Channel #1 =3824 K

Channel Width  =22.0 uSec

Variance (P.1.) =0.410

Chi Squared =16.653

Baseline Adj. =0.000 %

Z-Avg. Diff. Coeff. = 2.54E-008 cm2/s
Wavelength =632.8 nm
Temperature =23 degC
Viscosity =0.933 ¢p

Index of Ref. =1.333



Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif,, USA

Sample
Data File: C:\2019\BRYAN\AGNPs-L-44h-1FE-9AgNO3 12:54:2 4/26/2019

VOLUME-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY:
Peak #1: Mean Diam.= 91.6 nm, S.Dev.= 13.0 nm (14.24%) Vol= 78.86 %
Peak #2: Mean Diam.= 493.9 nm, §.Dev.= 61.1 nm (12.36%) Vo= 21.14 %

REL. VOLUME-WT NICOMP DISTRIBUTION

80

60

4

20

0 L1 1
10 20 50 100200
Diam (nm) -»

AgNPs-L-44h-1FE-9AgNO3
Mean Diameter = 175.3 nm  Fit Error = 3.603  Residual = 0.000

NICOMP SCALE PARAMETERS:
Min. Diam. =10 nm  Plot Size =45

Smoothing =3 Plot Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter =72.9 nm Variance (P1)  =0410

Stnd. Deviation = 46.6 nm (64.0%) Chi Squared =16.653

Norm. Stnd. Dev. =0.640 Baseline Adj. =0.000 %

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff. = 2.54E-006 cm2/s
Run Time =0 Hr 5Min 12 Sec ~ Wavelength =632.8 nm

Count Rate =311 KHz Temperature =23 degC
Channel #1 =3624 K Viscosity =0933 ¢p
Channel Width =220 uSec Index of Ref. =1.333
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif, USA

Sample
Data File: C:\2019\BRYAMAGNPs-L-44h-1FE-9AgNO3 12:54:2 4/26/2019

NUMBER-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY:
Peak #1 Mean Diam.= 90.3 nm, S.Dev.= 13.8 nm (15.33%) Num=95.22 %
Peak #2: Mean Diam.= 487.3 nm, §.Dev.= 65.2 nm (13.38%) Num=4.78 %

REL. NUMBER-WT NICOMP DISTRIBUTION
I
100 | —
0 = -
0 =
40 1
20 [ ]
0 L L L —.I.-
10 A 50 100 200 00 1K
Diam (nm) =
AghPs-L-44h-1FE-9AgNQ3
Mean Diameter = 109.1 nm  Fit Error = 3.603  Residual = 0.000
NICOMP SCALE PARAMETERS:
Min. Diam. =10 nm  Plot Size =45
Smoothing =3 Plot Range = 100
GAUSSIAN SUMMARY:
Mean Diameter  =27.9 nm Variance (P1)  =0410
Stnd. Deviation  =17.9 nm (64.0%) Chi Squared = 16.653
Norm. Stnd. Dev. =0.640 Baseline Adj. =0.000%
(Coeff. of Varh) Z-Avg. Diff. Coeff. = 2.54E-006 cm2/s
Run Time =0 Hr 5Min 12 Sec ~ Wavelength =632.6 nm
Count Rate =311 KHz Temperature =23 degC
Channel #1 =3624 K Viscosity =0933 ¢p
Channel Width =220 uSec Index of Ref =1.333



Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif, USA

Sample
Data File: C:\20191BRYAN\AQNPs-L-44h-5FE-5AQNO3 13:11:29 4/26/2019

Autocorrelation Function
GAUSSIAN SUMMARY:
Mean Diameter = 110.8nm Variance (P1)  =0264
Stnd. Deviation = 57.0 nm (51.4%) Chi Squared =3.313
Nom. Stnd. Dev. = 0.514 Baseline Adj =0.000 %
(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff. =4.19E-008 cm2/s
Run Time =0 Hr 5Min 11 Sec Wavelength =6328 nm
Count Rate =297 Khz Temperafure =25 degC
Channel #1 =2093 K Viscosity =083 ¢p
Channel Width =120 uSec Index of Ref. =133
counts X1000 AUTOCORRELATION FUNCTION
M T T L A
W e ]
0 =
1% = e
% = E
18 = .
180 = .
i = ~
in = |
160 -HI|\\||||\\I‘\II\‘IIH||||\‘IHI|\\II‘\||||\\I\‘IIHllHllllHlHll‘HH‘l-
12 150 350 550 768
uSac-» Channel Width = 12.0 uSec.
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif,, USA

Sample
Data File: C:\2019\BRYANAGNPs-L-44h-5FE-5AgNO3 13:11:29 4/26/2019

INTENSITY-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY:
Peak #1: Mean Diam.= 60.9 nm, S.Dev.=7.3 nm (11.96%) Intens.= 34.66 %

Peak #2: Mean Diam.= 190.0 nm, 8.Dev.= 26.3 nm (14.91%) Intens.= 65.32 %

REL. INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

80

60

4

il

] | o
10 20 50 00 200 000 K

Diam (nm) -»

AghPs-L-44h-5FE-5AgNO3
Mean Diameter = 146.7 nm  Fit Error = 3.994  Residual = 0.000

NICOMP SCALE PARAMETERS:
Min. Diam. =10 nm  Flot Size =45

Smoothing =3 Piot Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter = 110.6nm Variance (P1)  =0.264

Stnd. Deviation = 57.0 nm (31.4%) Chi Squared =35.313

Norm. Stnd. Dev. =0.514 Baseling Adj =0.000%

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff. =4 19E-008 cm2/s
Run Time =0 Hr 5Min 11 Sec Wavelength =632.8 nm

Count Rate =297 KHz Temperature =23 degC
Channgl #1 =293 K Viscosity =0933 ¢p
Channel Width =120 uSec Index of Ref =133



Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif,, USA

Sample
Data File: C:\2019\BRYANAGNPs-L-44h-3FE-TAQNQ3 13:2:11 4/26/2018

VOLUME-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY:
FPeak #1: Mean Diam.= 48.0 nm, 5.Dev.= 5.0 nm (10.36%) Vol= 68.67 %
FPeak #2: Mean Diam.= 183.9 nm, 5.0ev.= 21.7 nm (11.68%) Vol= 11.13 %

REL VOLUME-WT NICOMP DISTRIBUTION

80 = =
€0
4

Vi .

0 | ‘ ‘IL |
10 bl 5 100 200 a0 K
Diam (nm) -

AgNPs-L-44h-3FE-TANO3

Mean Diameter = 64.9 nm Fit Emor=6.334  Residual = 0.000
NICOMP SCALE PARAMETERS:

Min. Diam. =10 nm  Flot Size =45

Smoothing =3 Plot Range = 100

GAUSSIAN SUNMARY:

Mean Diameter  =69.6 nm

Strdl Devigtion =332 nm (30.6%)
Norm. Strd. Dev. =0.506

Vanance (P.1)  =0.236
Chi Squared =16.711
Basaline Adj. =0010%

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff. = 3.41E-006 cm2/s
Run Time =0 Hr 5Min12 5ec Wavelength = 6328 nm
Count Rafe =329 KHz Temperature =23 degC
Channel #1 =2802 K Viscosity =093 cp

Channel Width =150 uSec Index of Ref. =1333

79

Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif, USA

Sample
Dafa File: C:\2019\BRYANAGNPs-L-44h-3FE-TAGNO3 13:2:11 4/26/2019

NUMBER-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY:
Peak #1: Mean Diam.= 47.3 nm, 3.0ev.= 4.9 nm (10.42%) Num= 96.89 %
Peak #2 Mean Diam.= 183.2 nm, 5.0ev.= 21.1 nm (11.50%) Num= 3.11 %

REL NUMBER-WTNICOM DISTRIBUTION
T T T
00 - —
0 | [—
&0
4
R - I
0 | | wlillm I
10 0 00 N0 W K
Diam (nm) >

AgNPs-L-44h-3FE-TAgNO3

Mean Diameter = 32.0 nm Fit Error=6.334  Residual = 0.000
NICOMP SCALE PARAMETERS:

Min. Diam.=10 nm  Flot Size =45

Smoathing =3 Plot Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter =313 nm

Strd Deviation =139 nm (50.6%)
Norm. Std. Dev. =0.506

Variance (P1)  =0.256
Chi Squared =16.711
Baseline Ad] =0010%

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff. = 3.41E-006 cm2/5
Run Time =0 Hr GMin125ec  Wavelength =6328 nm

Court Rate =329 KHz Temperature =23 degC
Chanrel #1 =2892 K Viscosity =0933 ¢p

Channel Width =150 uSec Index of Ref =1.333



Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif, USA

Sample
Datg File: C\20191BRYANAgNPs-L-44h-GFE-SAGNO3 13:11:29 4/26/2019

VOLUME-Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle

NICOMP SUMMARY:
Peak #1: Mean Diam.= 58.3 nm, S.Dev.= 6.7 nm (11.56%) Vol=91.32 %
Peak #2: Mean Diam.= 164.3 nm, 5.Dev.= 22.2 nm (12.06%) Vol= 866 %

| REL VOLUME-WT NICOMP DISTRIBUTION

mEeE-—+—— g4+
| ]

i

il

Ll

A

U L | 'L I
10 A 000 M Mmook
Diam (nm) ->

AghPs-L-44h-SFE-SAQNO3
Mean Diameter =68 5 nm  Fit Eror=3934  Residual = 0.000

NICOMP SCALE PARAMETERS:
Min. Diam. =10 nm  Plot Size =43

Smoothing =3 Flot Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter  =33.0 nm Variance (P.I)  =0.264

Stnd Deviation =272 nm(514%)  Chi Squared =533

Nom. Stnd. Dev. =0.514 Baseling Adj ~ =0.000%

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff. = 4.19E-006 cm/s
Run Time =0 Hr 5Min 11 Sec  Wavelength =326 nm

Count Rate =207 KHz Temperature =23 degC
Channel #1 2083 K Viscosity =0833 cp
Channel Width =120 uSec Index of Ref =133
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif, USA

Sample
Data File: C\2019\BRYAMAGNPs-L-44h-5FE-SAgNO3 13:11:29 4/26/2019

NUMBER Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis {Solid Particle
NICOMP SUMMARY:

Peak #1: Mean Diam.= 57.4 nm, 5.Dev.= 6.7 nm (11.71%) Num= 97.08 %
Peak #2 Mean Diam.= 161.4 nm, 8.Dev.= 24.7 nm (11.55%) Num=2.92 %

REL. NUMBERWT NICOMP DISTRIBUTION

100

i

Ll

A

0 I L il
] i N0 20 0mooK
Diam (nm) ->

AgNPs-L-44h-GFE-BAQNO3
Mean Diameter = 604 nm  Fit Emor=3994  Residual = 0.000

NICOMP SCALE PARAMETERS:
idin. Diam. =10 nm  Plot Size =43

Smoothing =3 Flot Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter  =24.3 nm Variance (P.I)  =0.264

Stnd Deviation =126 nm(514%)  Chi Squared =533

Norm. Stnd. Dev. =0.514 Baseline Adf ~ =0.000%

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coefl. =4.19E-006 cm2/s
Run Time =0 Hr 5Min 11 Sec  Wavelength =328 nm

Count Rate =207 KHz Temperature =23 degC
Channel #1 2083 K Viscosity =0833 cp
Channel Width =120 uSec Index of Ref. =133



Diferentes perfiles de proteinas obtenidas para diferentes aislamientos por MALDI-
TOF
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12% SDS-PAGE ANALYSIS
PROTEINS WITH SIMPLE BLUE SAFE STAIN

Mw 0.01 0.1 S

150KDa

100 KDa

75 KDa

50 KDa

37KDa

25 KDa

20 KDa

15 KDa

SDS-PAGE de nanoparticulas sintetizadas con 0.01M y 0.001M de nitrato de plata vy
sobrenadante. SDS-PAGE se llevo a cabo utilizando 12% de geles de poliacrilamida que
contienen SDS al 0,1% vy tefiidos con0.1% de azul de Coomassie R-250 después de la
electroforesis. Carril 1: marcador de peso molecular MW, carriles 2-3 no hubo presencia de

proteinas en el filtrado de hongos y carril 4 proteinas NP presentes del sobrenadante.
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Figura 18.Prueba de susceptibilidad frente 12 antibidticos (Acorde a la CLSI)
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Tabla 10. Resultado del antibiograma con 12 antibidticos acorde a CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute).

Antimicrobiano Contenido del disco Tamafio
Amoxicilina-acido clavulanico 20ug-10ug 0 mm
Piperacillina 100 pg 22 mm
Piperacillin-tazobactam (TZP) 100 -10ug 20 mm
Ceftazidima (CAZ) 30 pg 23 mm
Cefepime (FEP) 30 pg 21 mm
Aztreonam (ATM) 30 pg 19 mm
Gentamicina (GM) 30 pg 16 mm
Amikacina (AN) 30 pg 12 mm
Tobramicina 10ug 14 mm
Ciprofloxacina 5 ug 32mm
Colistina (CL) 10ug 12 mm
Imipenem (IPM) 10 pg 23 mm
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