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AgNOs: Nitrato de plata
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CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared
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Glosario

Dispersion coloidal: Es un sistema fisico-quimico compuesto por dos fases, una continua,
y otra dispersa en forma de particulas sélidas, el tamafio de las particulas en las dispersiones
se situa en el intervalo de pocos nandmetros hasta un micrémetro, estas se identifican como
dispersiones de particulas finas, mas comunmente conocidas como coloides, particulas que
no son apreciables a simple vista, pero son mucho mas grandes que cualquier molécula y

reflejan la luz (1).

Extracto acuoso: Son soluciones hidrosolubles que principalmente contienen principios
activos polares. Pueden incluir en menor proporcion compuestos de polaridad intermedia o
baja. La concentracion de principios activos en el extracto esta determinada por la cantidad
presente en el vegetal y el coeficiente de solubilidad de cada componente en el medio y el

tipo de técnica utilizada durante la extraccion de los compuestos bioactivos (2).

Metabolitos secundarios: Son compuestos de bajo peso molecular que no tienen un papel
reconocido en el mantenimiento de los procesos vitales fundamentales en las plantas que los

sintetizan, pero tienen un papel importante en la interaccion de las planta con su entorno (3).

Resonancia de plasmdn superficial: Este fendmeno, tipicamente observado en particulas
metalicas cuando son impactadas por un haz de luz, genera una excitacion colectiva de los
electrones libres debido a su intensa interaccion con la luz incidente. Esto da lugar a una
oscilacion coherente y deslocalizada de los electrones confinados en la superficie de las
nanoparticulas metalicas, absorbiendo frecuencias especificas de la luz incidente y
transmitiendo las frecuencias no absorbidas que se vinculan con un color particular y pueden

ser cuantificada a través de picos de absorcion detectados por un espectrofotometro (4).

Xl
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Resumen

En este trabajo se evalud la efectividad de nanoparticulas de plata sintetizadas biol6gicamente
a partir de extracto acuoso de hojas de olivo (OLE-AgNPs) sobre enterobacterias resistentes
a antimicrobianos. Las OLE-AgNPs se caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis y
difraccion de Rayos X en el laboratorio del Departamento Académico de Fisica, Facultad de
Ciencias Fisicas y Matematicas de la Universidad Nacional de Trujillo, el cambio de color en
la solucion y el pico de absorcion a 435 nm en el espectro UV-Vis confirmaron la formacion
de nanoparticulas; ademas, el difractograma de rayos X presento picos 26 en los angulos
38,10; 44,02; 64,45 y 77,07 correspondientes a las reflexiones de Bragg (111), (200), (220)
y (311) lo que confirmé la cristalinidad y estructura cubica de las nanoparticulas
sintetizadas, con un tamafio promedio de cristalito de 8,25 nm. La actividad antibacteriana se
evalud por el método de difusién en agar empleando discos embebidos con OLE-AgNPs
dispersas en agua o en alcohol. Se encontr6 que el 100 % de las bacterias evaluadas
presentaron una alta sensibilidad, segun la escala de Duraffourd, a las OLE-AgNPs dispersas
en alcohol, con didmetro de halo promedio de 23,78 mm; mientras que, frente a
nanoparticulas dispersas en agua, el 40 % presentaron sensibilidad media y el otro 60 %
presentaron sensibilidad baja, con una media de didmetros ZOI de 13,32 mm. También se
encontraron los valores de la CMI 'y CMB, con una media de 193,75 pg/mL y 612,5 pg/mL,
respectivamente. Las pruebas estadisticas demostraron que las nanoparticulas dispersas en
alcohol tuvieron un mejor efecto antibacteriano (p < 0,05). Se concluye que las OLE-AgNPs
son efectivas sobre enterobacterias resistentes a antimicrobianos, en especial las dispersas

en alcohol.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Extracto de hoja de olivo, Sintesis verde,
Enterobacterias, Efecto antibacteriano, CMI, CMB
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Abstract

This work evaluated the effectiveness of biologically synthesized silver nanoparticles from
olive leaf aqueous extract (OLE-AgNPs) on antimicrobial-resistant enterobacteria. The
OLE-AgNPs were synthesized and characterized in the Academic Department of Physics,
Faculty of Physical and Mathematical Sciences laboratory at the National University of
Trujillo, using UV-Vis spectroscopy and X-ray diffraction. The color change in the solution
and the absorption peak at 435 nm in the UV-Vis spectrum confirmed the formation of
nanoparticles. Additionally, the X-ray diffraction pattern showed 26 peaks at angles 38,10;
44,02; 64,45; and 77,07 corresponding to the Bragg reflections (111), (200), (220), and
(311), confirming the crystallinity and cubic structure of the synthesized nanoparticles, with
an average crystallite size of 8,25 nm. The agar diffusion method evaluated the antibacterial
activity using discs embedded with OLE-AgNPs dispersed in water or alcohol. It was found
that 100 % of the evaluated bacteria showed high sensitivity, according to the Duraffourd
scale, to OLE-AgNPs dispersed in alcohol, with an average halo diameter of 23,78 mm. In
contrast, against nanoparticles dispersed in water, 40 % showed medium sensitivity, and the
other 60 % showed low sensitivity, with an average ZOI diameter of 13,32 mm. Statistical
tests demonstrated that the nanoparticles dispersed in alcohol had a better antibacterial effect
(p < 0,05); the mean MIC and MBC were 193,75 pg/mL and 612,5 pg/mL, respectively. It
is concluded the OLE-AgNPs are effective on antimicrobial-resistant Enterobacteriaceae,
especially those dispersed in alcohol.

Keywords: Silver nanoparticles, Olive leaf extract, Green synthesis, Enterobacteria,
Antibacterial effect, MIC, MBC
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) se considera uno de los problemas mas importantes
de salud publica y se estima que podria ocasionar alrededor de 10 millones de muertes por
afio para el 2050 (5,6), esto debido a la alta capacidad de las bacterias para desarrollar
rapidamente mecanismos de resistencia (7). En la region Cajamarca, se han reportado
multiples casos de RAM que han dificultado el tratamiento de las infecciones, provocando
una alta tasa de morbilidad y mortalidad (8), especialmente por bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias desarrollan mecanismos de resistencia como la
produccién de enzimas, modificacion de dianas, desarrollo de bombas de eflujo, intercambio
de genes de resistencia, entre otros (9), los cuales inactivan antibiéticos y los vuelven
ineficaces. El fendbmeno de RAM hace que el tratamiento de las infecciones causadas por

enterobacterias sea cada vez mas dificil y limita las opciones terapéuticas disponibles (10).

En la blsqueda de nuevos tratamientos y alternativas farmacoldgicas eficaces, la
nanociencia y nanotecnologia han despertado interés en el &mbito investigativo, es asi que
estructuras a escalas nanométricas como las nanoparticulas, desempefian un papel crucial en
el campo de la medicina, y muestran avances significativos en diagnostico, tratamiento y
terapias personalizadas (11). Gracias a su tamafio diminuto les permite interactuar a nivel
celular y molecular, esto permite ser utilizadas para la produccion de vacunas, desarrollo de
biosensores, terapia tumoral y entrega de medicamentos a sitios especificos del cuerpo, pero
su principal caracteristica es la actividad antimicrobiana que presenta (12). Diversos trabajos
han reportado una alta eficacia frente a diversos tipos de patdgenos como hongos,
protozoarios, parasitos, virus y bacterias, este potencial presente en las nanoparticulas
prometen utilizarlas como una herramienta valiosa en la lucha contra aislamientos

bacterianos resistentes (13).



Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido estudiadas y han demostrado ser eficaces
contra una amplia variedad de bacterias, pero su efecto bactericida depende mucho de
factores como forma, tamafio, potencial Z, entre otros, y estas caracteristicas estan ligadas
al método empleado durante la sintesis (14). Las nanoparticulas obtenidas por métodos
fisicos y quimicos pueden estar ligados a factores negativos como la toxicidad residual,
consumo de energia, impacto ambiental y generacion de subproductos no deseados. Estos
factores pueden afectar la biocompatibilidad y limitar la aplicacion de las nanoparticulas en
entornos bioldgicos, especialmente en aplicaciones médicas (15). Por estos motivos, muchos
investigadores optan por la aplicacion del método de sintesis verde, el cual, no solo destaca
por su enfoque ambientalmente sostenible, sino también, por sus notables ventajas en

términos de actividad bactericida y compatibilidad bioldgica (11,16).

Para la sintesis verde de nanoparticulas, se pueden utilizar hongos, bacterias y extractos de
plantas como agentes reductores y estabilizadores (13). Los extractos en este proceso no
solo acttan como agente reductor, sino que introduce compuestos organicos que confieren
propiedades y caracteristicas Unicas en las nanoparticulas resultantes. Estos compuestos, son
principalmente polifenoles, terpenoides, flavonoides y otros metabolitos secundarios
presentes en muchas especies vegetales (17). Una de las plantas de interés investigativo, con
gran presencia de estos compuestos en sus hojas, es el arbol del olivo (Olea europaea). Las
hojas de este arbol presentan propiedades antimicrobianas gracias a los metabolitos
presentes en ellas, propiedades que podrian potenciar la capacidad bactericida de las AgNPs
(18).

Los principales metabolitos secundarios presentes en el olivo son la oleuropeina,
hidroxitirosol, acido oleandlico, &cido ursélico, flavonoides, triterpenos pentaciclicos, etc.
(18,19). Compuestos que presentan grupos hidroxilo (-OH) en su estructura quimica, dichos
grupos que favorecen la reduccion de los iones plata para formar asi nanoparticulas (20). La
extraccion y utilizacion de estos compuestos bioactivos, a menudo, a través de métodos
como la sintesis verde, representa un area de interés creciente en la investigacion biomédica

y de nanotecnologia (15). Ademas, la sintesis verde tiende a producir nanoparticulas mas
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estables y uniformes que favorecen y potencian las propiedades bactericidas de las
nanoparticulas (17). Sin embargo, la sintesis y caracterizacion de estas nanoparticulas

representan un desafio significativo en la investigacion cientifica y nanotecnolégica (21).

La complejidad de la sintesis radica en la necesidad de controlar diversos parametros, como
la temperatura, el pH, la concentracion de reactivos y el tiempo de reaccién, para obtener
particulas uniformes en tamario y forma (14,16). El proceso de sintesis puede ser altamente
sensible, y pequefias variaciones en las condiciones experimentales pueden tener un impacto
significativo en las propiedades de las nanoparticulas resultantes que pueden afectar
directamente en la actividad bactericida (22). Ademas, la caracterizacion precisa de estas
nanoestructuras requiere técnicas avanzadas y equipos especializados, lo que agrega una
capa adicional de complejidad. La preservacion de la estabilidad coloidal y la minimizacion
de la aglomeracion también son desafios criticos en la obtencion de AgNPs funcionalmente
eficientes, por lo que, la sintesis, caracterizacion y aplicacion de estas, es un desafio a

superar (23).

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar la efectividad de las AgNPs sobre
enterobacterias de origen clinico resistentes a antimicrobianos. El proceso se realiz6 en dos
etapas. En la primera, se sintetizaron AgNPs utilizando el método sintesis verde, y
posteriormente fueron debidamente caracterizadas, este proceso se realiz6 en el Laboratorio
multidisciplinario de investigacién en nanociencia y nanotecnologia “Mg Oswaldo Roger
Sanchez Rosales” (LabMIN) — Departamento Académico de Fisica, Facultad de Ciencias
Fisicas y Matematicas de la Universidad Nacional de Trujillo. En la segunda etapa se evalu6
el efecto bactericida de las nanoparticulas sobre enterobacterias de origen clinico, utilizando
la escala de Duraffourd para determinar el nivel de sensibilidad de los aislamientos mediante
método de difusion en disco, Ademas, también se determino la concentracion minima
inhibitoria y la concentracion minima bactericida. Esta etapa se llevo acabd en el
Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias

de la Salud de la Universidad Nacional de Cajamarca.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En la busqueda de la optimizacion de un método de sintesis verde, Rashidipour y Heydari en
el afio 2014, los autores utilizaron extracto de hojas de olivo para sintetizar AgNPs. Ellos
Ilevaron a cabo una exhaustiva exploracion y optimizacion de parametros influyentes en la
formacion de nanoparticulas, tales como temperatura, pH, concentracion de AgNOsz vy la
relacién de muestra vegetal a solvente de extraccién. Las condiciones Optimas identificadas
incluyeron: concentracion de AgNOz de 1 milimolar (mM), concentracion de extracto de 8%
p/v (relacion de muestra vegetal a solvente de extraccion respectivamente), pH 7, tiempo de
reaccion de 4 horas y temperatura de 45 °C. Las AgNPs sintetizadas fueron minuciosamente
caracterizadas mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
difraccién de rayos X (XDR), dispersién dinamica de luz (DLS), UV-Vis y SEM. El analisis
reveld que las AgNPs eran predominantemente esféricas, con un tamafio promedio de 90 nm,

y demostraron actividad citotdxica contra células de cancer de mama humano (24).

En el trabajo realizado por Ramazanli y Ahmadoy en el afio 2022, los autores lograron
sintetizar exitosamente AgNPs mediante el método de sintesis verde, utilizaron extracto
acuoso de hojas de olivo como agente reductor. Obtuvieron AgNPs de entre 7,12 nm y 18,8
nm con un tamafio promedio de 11,35 nm y presentaron una forma esférica y polidispersa
segun el analisis por microscopia electronica de barrido (SEM). La caracterizacién por
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) mostré que el pico de absorcidn se encontraba
en la longitud de onda de 405 nm. También determinaron que la relacién mas dptima entre
el extracto y el Nitrato de plata (AgNO3) fue en una proporcion de 1:3 respectivamente. Los
resultados de este experimento confirmaron que el extracto acuoso de las hojas de olivo

puede utilizarse como un agente reductor eficiente para la sintesis AgNPs (25).



Otro estudio, realizado por Ramazanli en el afio 2021, se enfoco en la comprension del
impacto del pH y la temperatura del medio en el proceso de sintesis de las nanoparticulas.
Obtuvo resultados que revelaron que la sintesis de AgNPs se desarrolla mejor en entornos
alcalinos (pH de 7-11) y a temperaturas elevadas (60-90 °C). Este hallazgo sugiere que
condiciones especificas de pH y temperatura desempefian un papel crucial en la modulacion
de la sintesis de AgNPs, afectando tanto la velocidad del proceso como el tamafio final de las
nanoparticulas obtenidas. Este trabajo no solo destaco la eficacia del método de sintesis
verde, sino también la importancia de ajustar parametros clave para obtener nanoparticulas

con propiedades especificas (26).

En el proceso de estandarizacion de métodos para la sintesis ecoldgica de AgNPs, utilizando
extracto de hojas de olivo como agente reductor, Alhajri et al., 2020, los autores detallaron
un procedimiento que facilito la obtencidn de estas nanoparticulas. En una primera etapa,
obtuvieron un extracto vegetal mediante el lavado, secado y molienda de las hojas hasta
obtener un polvo. Posteriormente, mezclaron este polvo con un solvente inicial, ya sea
alcohol o agua. Luego separaron la disolucion resultante mediante centrifugacion y filtracion
obteniendo asi un precipitado, el cual se evaporé para obtener un residuo, el cual fue
resuspendido en etanol y utilizado como el extracto de hojas de olivo. En el proceso de
sintesis, mezclaron 1 mL de este extracto con 10 mL de AgNOs a una concentracion de 2
mM. Mantuvieron la mezcla a temperatura ambiente hasta que se observo un cambio de color
en la solucién. Posteriormente, realizaron la caracterizacién correspondiente mediante UV-
Vis y SEM confirmando la formacién de AgNPs, las cuales se detectaron como un pico de
absorcion entre 410 y 470 nm. Ademas, la SEM reveldé que las nanoparticulas tenian una

forma esférica y un tamafio que varié entre 20 y 40 nm (27).

En el ambito de las aplicaciones destinadas a aprovechar las propiedades antibacterianas de
las AgNPs, Sellami et al., 2021, los autores sintetizaron, caracterizaron y evaluaron la
actividad bactericida, capacidad citotdxica, propiedades antioxidantes y biocompatibilidad

de este nanomaterial. Para su sintesis utilizaron AgNO3z como agente precursor y extracto
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acuoso de hojas de olivo como agente reductor. Posteriormente, se procedio a su analisis
mediante técnicas como UV-vis, FTIR, XRD y TEM. Los andlisis revelaron nanoparticulas
esféricas y uniformes con un tamafio promedio de 8 nm. Su actividad antibacteriana se evaluo
contra dos bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) y dos
gramnegativas (Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa). Los métodos de
dilucion en serie y ensayos de tincién de vitalidad indicaron que las nanoparticulas
sintetizadas lograron una destacada reduccion logaritmica en el crecimiento de las
bacterianas evaluadas, destacandose un efecto bactericida mayor sobre bacterias
gramnegativas. Los investigadores sugieren que el excelente desempefio se debe al efecto
sinérgico entre las propiedades de las nanoparticulas y los metabolitos secundarios

absorbidos del extracto de la planta (28).

En la investigacion liderada por Halob et al., 2020 para la sintesis y caracterizacion de
AgNPs, fueron utilizadas diversas concentraciones acuosas de AgNOs (0,5; 1; 2; 3 mM) y
extracto de hojas de olivo como agente reductor. La caracterizacién revelé que las
nanoparticulas presentaron un tamafio aproximado de 80-126 nm, junto con valores de
potencial zeta en el rango de -17 a -23 mV. Posteriormente, evaluaron su actividad
antimicrobiana frente a patégenos bacterianos como S. aureus y Escherichia coli, mediante
el método de difusion en disco. Los resultados fueron significativos en cuanto a la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas, con diametros de inhibicion bacteriana mayores a 13
mm y utilizando nanoparticulas sintetizadas a distintas concentraciones. Estos hallazgos

indicaron una destacada utilidad de las AgNPs (29).

Otro estudio realizado por Khalil et al., 2014, revelé que la aplicacion de nanoparticulas
sintetizadas utilizando extracto de hojas de olivo como agente reductor resulté en la
inhibicion significativa del crecimiento de aislados bacterianos resistentes a antimicrobianos.
En esta investigacion, se ajusté cuidadosamente parametros clave como la concentracion del
extracto, el pH y la temperatura, logrando obtener AgNPs con un tamafio promedio de 20-25

nm y una forma esférica. Evaluaron su actividad antibacteriana contra S. aureus, P.
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aeruginosa y E. coli, obteniendo resultados positivos a una concentracion de 30-70 pg/mL.
Ellos destacaron que las AgNPs exhibieron una actividad antibacteriana de amplio espectro
a concentraciones bajas, sugiriendo que podrian ser una prometedora alternativa terapéutica
en el futuro. Aseguraron también que, ajustar meticulosamente los parametros de sintesis,
contribuye a la comprension de las propiedades antibacterianas de las nanoparticulas y abre
la puerta a posibles aplicaciones terapéuticas frente a bacterias resistentes, esto representa un

avance significativo en la investigacion biomédica (22).

En un estudio reciente liderado por Alowaiesh et al., 2023 utilizaron residuos
agroindustriales de hojas de olivo ricos en polifenoles y compuestos bioactivos para sintetizar
AgNPs. Ellos demostraron que las AgNPs presentan actividad bioldgica, antioxidante y
anticancerigena contra lineas celulares cancerosas, y actividad antimicrobiana contra
bacterias y hongos resistentes a multiples farmacos (MDR). La caracterizacion que hicieron
reveld nanoparticulas esféricas con tamafio promedio de 28 nm. Ademas, encontraron que
las AgNPs contenian compuestos activos como acido galico, acido clorogénico, naringenina,
catequina, galato, entre otros, lo que aumentd su actividad antioxidante y bactericida.
Encontraron que a concentraciones de 2,5-20 pug/mL, las AgNPs inhiben significativamente
el crecimiento de bacterias MDR y hongos patogenos, superando a los antibidticos en
diametro de inhibicion (25-37 mm y 26-35 mm, respectivamente). Los investigadores
concluyeron que las AgNPs pueden aplicarse de manera segura en tratamientos para mitigar

radicales libres, cancer y patgenos resistentes a multiples farmacos (30).
2.2 Bases teoricas

2.2.1 Nanoparticulas de plata

En un mundo de particulas, las nanoparticulas (NPs) han atraido un inmenso interés del
mundo cientifico debido a las propiedades exclusivas que presentan, resaltando con mayor
énfasis las nanoparticulas metalicas (MNP), las cuales exhiben propiedades fisico-quimicas
novedosas relacionadas con el tamarfio significativamente diferente de sus equivalentes a

granel. Esto les ha permitido ser aplicadas en una amplia gama de campos como la medicina,



Optica, cosméticos, energias renovables, tintas, microelectronica, imagenes médicas,

remediacién ambiental y dispositivos biomédicos (31).

La Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO) y la Seccién Americana de la
Asociacion Mundial para Ensayos de Materiales (ASTM), definen a las AgNPs como
porciones de materia cuyas tres dimensiones externas caen dentro del rango de la nano escala
de entre 1-100 nandmetros (32). Estos aglomerados idnicos pueden formar una gran variedad
de figuras como nanoesferas, nanoprismas, nanobarras, nanocables, nanocubos,
nanopiramides, nanorices, nanoflores y otras estructuras amorfas, estas variaciones dependen
mucho de los parametros utilizados para su sintesis, las cuales también influyen en sus

propiedades (33).

222 Meétodos de sintesis

Por lo general, existen dos técnicas empleadas para la sintesis de AgNPs, la técnica “Top-
Down”, en la cual, se divide un material desde el tamafio a granel hasta convertirlas en
pequefias moléculas a escala manométrica y la de “Bottom-Up” donde se construye
materiales desde la escala manométrica hasta su tamafio a granel; la segunda es la mas
utilizada debido a que se obtiene un mayor control de los parametros, logrando obtener NPs
con caracteristicas deseadas. Dentro de estas técnicas existen diversos métodos utilizados
para sintesis, los mas utilizados son los métodos quimicos, fisicos y biolégicos. Cada método
tiene sus pros y sus contras; sin embargo, recientemente, los métodos de “sintesis verde” han
ganado mayor importancia debido a la factibilidad y facilidad con la que se pueden sintetizar
(12).

2.2.3 Sintesis bioldgica de nanoparticulas de plata

La sintesis bioldgica, o sintesis verde, es un método que permite aprovechar el potencial de
los materiales bioldgicos para la sintesis de AgNPs. Este implica la reduccién de iones
metalicos utilizando la biomasa o extracto biolégico como agente reductor, en esta reaccion
intervienen muchas moléculas con gran poder reductor como fenoles, carbonilos, aminos,

grupos amida, proteinas, pigmentos, flavononas, terpenoides, alcaloides y entre otros

8



compuestos, dependiendo de la planta a utilizar (13). Logrando formar NPs estables ya sea
de forma extracelular o intracelular, ademéas de doparlas o recubrir las NPs con elementos
propios del extracto. La adicion de estos elementos le da un plus de biocompatibilidad, efecto

que podria aumentar la actividad microbicida (34).

De los diferentes biomateriales, la utilizacién de extractos de plantas se ha considerado un
método mas fiable y ecoldgico para la biosintesis (16). Este tipo de sintesis mediada por
plantas tiene una serie de ventajas sobre otros biomateriales, entre las principales tenemos:
facil disponibilidad, seguro de manejar, econémico, compuesto por varios metabolitos que
pueden ayudar en la reduccién, eliminacién del mantenimiento elaborado de cultivos
celulares, rapida velocidad de sintesis, mas respetuoso con el medio ambiente, nanoparticulas

mas estables, mejor control sobre el tamafio y la forma de las nanoparticulas (15).

224 Extracto vegetal como agente reductor

En los tiempos actuales se observa un aumento significativo en el empleo de extractos
vegetales como agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas, ya que contienen
compuestos bioactivos que desempefian roles clave como agentes reductores y
estabilizadores durante la formacion de estas estructuras a escala nanométrica (35). La
participacion activa de estos extractos en el proceso de reduccion de iones metalicos favorece
la obtencion de nanoparticulas con tamafios y formas precisamente controlados (13).
Ademas, cabe destacar que la obtencidn de estos extractos no se limita a un componente
exclusivo de la planta, sino que se puede aprovechar cualquier parte de la misma, tales como

hojas, tallos, raices, flores, frutos, etc. (17).

En la sintesis de AgNPs se han empleado extractos de diversas plantas, entre las que se
incluyen Azadirachta indica (36), Carduus crispus (37), Cuphea procumbens (38), Syzygium
jambos (39), Lepechinia meyenii (40), Physalis peruviana L. (41), Aloe vera (42), Skimmia

laureola (43), Salvadora pérsica (44), Rumex hymenosepalus (45), y mas de 100 especies
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adicionales (17). En este contexto, se destaca la utilizacion de las hojas de Olea Europaea
(olivo), ya que sus estas albergan una amplia gama de metabolitos secundarios, los cuales

presentan diferentes actividades bioldgicas, entre las que destacan las antimicrobianas (46).

2.25 Extracto de hoja de Olea Europaea (Olivo)

Los principales metabolitos secundarios presentes en la hoja de olivo se pueden agrupar en
fenoles simples (hidroxitirosol, tirosol y sus glucdsidos); acidos benzoicos (géalico, vanilico,
salicilico, hidroxibenzoico, protocatélico, vanilina); acidos cindmicos (cinamico, cafeico,
cumarinico, feralico, clorogénico, homovanilico); secoiridoides (demetiloleuropeina, 3,4-
dihidroxifeniletil 4-formil-3-formilmetil-4-hexenoato, oleuropeina, oleuropeina aglicona,
oleurdsido, ligstroside, ligstroside aglicona); flavonoides (apigenina, hesperidina, luteolina,
quercetina, quercitrina, rutina), cido elendlico, verbascosido y otros compuestos bioactivos
(amirina, beta-caroteno, eritrodiol, acido maslinico, &cido oleandlico, beta-sitosterol,
esqualeno, estigmasterol, tocoferol, &cido ursolico, uvaol) (46). Donde los principios activos
predominantes son los secoiridoides, compuestos que provienen del metabolismo secundario

de los terpenos, siendo la oleuropeina el compuesto mas caracteristico (19).

Los polifenoles, flavonoides, alcaloides o cualquier otro compuesto que presente grupos
hidroxilo (-OH) en su estructura quimica, se consideran los principales responsables de la
reduccion de iones metalicos durante el proceso de sintesis de nanoparticulas metalicas (20).
En este contexto un estudio reporto la sintesis exitosa de AgNPs a partir de la oleuropeina,
compuesto aislado del extracto de hojas de olivo mediante un método cromatografico, se
obtuvieron NPs de un tamafio aproximado de 71 nm (47). Ademas se ha comprobado que
estos compuestos polifendlicos por si mismos también poseen propiedades antimicrobianas
(18,48), caracteristicas que podrian potenciar las capacidades bactericidas de las

nanoparticulas sintetizadas.
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También se ha reportado la sintesis de otras MNP como la ferrita de cobalto (CoFe204)
(49), magnetita (Fe304) (50,51), nanoparticulas de platino (Pt NPs) (52), nanoparticulas de
oxido de zinc (ZnO NPs) (53-55), nanoparticulas de quitosano (CS NPs) (56) y
nanoparticulas plata (AgNPs) (57-59), donde se utilizaron como agente reductor el extracto

de hojas de olivo.

2.2.6 Factores que influyen en la sintesis

Durante el proceso de sintesis, diferentes parametros como el estado de las hojas (frescas,
secas, cortadas, enteras, pulverizadas), la relacion entre el peso del material vegetal y el
solvente, la concentracién molar del agente precursor (sal de plata), relacion entre el volumen
del extracto vegetal y el AgNOs, temperatura, pH, tiempo de reaccion, entre otros, influyen
directamente en las caracteristicas de las nanoparticulas (tamafio, forma, carga eléctrica, etc),

que a su vez se veran reflejados en su capacidad bactericida (16).

Algunos trabajos utilizan hojas de olivo enteras frescas para la sintesis de AgNPs (47,58),
mientras que otros las cortan (25,26,29), y otros las pulverizan (28,30,57), cada proceso ha
obtenido nanoparticulas de tamafio diferente (entre 7-120 nm), por lo que se recomienda
adaptar el método adecuado de acuerdo a las caracteristicas que se desea obtener. Respecto
a la relacion entre el peso del material vegetal y el volumen del solvente a utilizar, la mayoria
de trabajos utilizan la relacion 1:10 (peso/volumen) (26,28,29,57); sin embargo también hay
otros que reportan el uso de una relacién 1:1 (25), 1:15 (30), y 1:25 (58). Por lo que elegir la
relacion adecuada para la obtencidn del extracto esta determinada de acuerdo al objetivo del
estudio.

2.2.7 Meétodos de caracterizacién de las nanoparticulas de plata

La caracterizacion de nanoparticulas es parte vital para determinar su pureza, forma, tamafio,
morfologia, caracter plasmonico de transicion electronica, ambiente atomico y carga
superficial. Las técnicas mas comunes para realizar este proceso son las espectrofotometria

UV-visible y difraccion de rayos X en polvo (21).
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2.2.7.1. Espectroscopia UV-visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis es una técnica de medida no destructiva de la "absorcion de luz",
"emision” y otras "radiaciones” de la materia en funcién de la longitud de onda. La luz
ultravioleta (185-400 nm) vy visible (400-700 nm) se utilizan en diversas aplicaciones. Al
analizar la luz absorbida, la ecuacion de Beer-Lambert es utilizada para estimar la
concentracion de diversas soluciones. Las MNPs como el hierro y el selenio, muestran
caracteristicas espectrales en general, especialmente después de la sintesis, ya que el color de
la mezcla de reaccion varia, evidenciandose en un cambio de color. La absorcion se eleva a
una solucion brillantemente coloreada caracterizada por la resonancia plasmoénica en las

MNPs, especialmente en oro y plata (60).

Este método es esencial para la caracterizacion y seguimiento de la sintesis y estabilidad de
las AgNPs, se destaca por su rapidez, simplicidad, y versatilidad en la deteccion de distintos
tipos de nanoparticulas sin requerir calibracion. Las AgNPs interacttan con longitudes de
onda especificas de la luz (400-450 nm). La proximidad de las bandas de conduccion y
valencia en las AgNPs permite el movimiento libre de electrones y generan una banda de
absorcidn de resonancia de plasmon superficial (SPR) debido a la oscilacién colectiva de los
electrones en resonancia con la luz. La absorcion de las AgNPs esta influenciada por el
tamafo de la particula, el medio dieléctrico y el entorno quimico. La observacion del pico
SPR, indicativo de un plasmon superficial, esta bien documentada en diversas nanoparticulas

metélicas con tamafios entre 2 y 100 nm (21).

2.2.7.2. Difraccion de rayos X en polvo (XRD)

La determinacion de la estructura cristalina, el tamafio y la forma de la celda unitaria, asi
como el tamafio cristalino de un material, puede llevarse a cabo mediante el uso de la
espectroscopia de difraccion de rayos X. Para las AgQNPs comunmente se identifican picos
de difraccion de rayos X a 20 = 38,00°; 44,16°; 64,40° y 77,33°, correspondientes a las
reflexiones de Bragg (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica centrada en la cara
(fcc) de la plata metalica, respectivamente (segun la tarjeta JCPDS estandar No. 04-0783 o

87-0597) (12). La estimacion del tamafio cristalino de las particulas se puede realizar
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aplicando la férmula de Debye-Scherrer, donde d = KA/BcosO. Aqui, d representa el tamafio
de cristalito, K es la constante de Debye-Scherrer (0,89), A es la longitud de onda de la
radiacion de rayos X (1,5406 A), B es el ancho completo a la mitad del maximo (FWHM) del

pico mas pronunciado (en radianes) del patréon de difraccion, y 6 es el angulo de Bragg (12).

2.2.8 AgNPs como agentes antimicrobianos alternativos

La capacidad de los microorganismos para generar resistencia supera a la generacion de
antibioticos nuevos y eficientes; por lo tanto, es fundamental desarrollar nuevos agentes
antimicrobianos y tratamientos antibioticos para controlar las infecciones bacterianas (61).
Una alternativa a este problema mundial es el uso de nanomateriales con propiedades
antimicrobianas. Las AgNPs se han estudiado ampliamente debido a su efecto
antimicrobiano que presentan frente a diferentes organismos, tanto de forma individual como
en conjugacién con otros medicamentos (62). Y se han reportado tres principales
mecanismos de accién, como la induccion de estrés oxidativo, liberacion de iones metalicos

y mecanismos no oxidativos (11).

2.2.9 Mecanismos de accion de las nanoparticulas de plata

El principal mecanismo de accién de las AgNPs es la liberacion iones Ag+, los cuales son
biolégicamente activos y promueven el efecto antimicrobiano. Estos iones interactian con
tres componentes vitales de las células: (a) pared celular de peptidoglicano, (b) membrana
citoplasmatica, donde las propiedades quimicas y fisicas se modifican y resultan en un
desequilibrio de osmolalidad, permeabilidad, transporte de electrones y respiracion celular,
ademas se suma a ello (c) el dafio en el ADN ribosémico, sitios moleculares de fosforo y
azufre presentes en proteinas, especialmente en enzimas involucradas en la cadena de
transporte de electrones, generacion de ROS, peroxidacion de lipidos, agotamiento de ATP,

liberacion de iones Ag+ y dafio de biomoléculas intracelulares (13,63).
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2.2.9.1. Interaccién con la pared celular bacteriana

Uno de los primeros y mas importantes mecanismos bactericidas que presentan las AgNPs
es la desestabilizacion y ruptura de la pared celular bacteriana causados por la exposicion a
iones Ag+ liberados por estas nanparticulas, este mecanismo se ve favorecido por la
diferencia estructural que existe entre los grupos de bacterias grampositivas y gramnegativas
(31), esta se presenta en la organizacion y composicion de la capa de peptidoglicano en la
pared celular, en caso de las bacterias grampositivas contiene una capa de peptidoglicano con
un espesor aproximado de 30 nm, que recubre la membrana citoplasmatica, mientras que en
el caso de las gramnegativas, estas presenta una capa de peptidoglicano de 2 a 3 nm, que esta
cubierta por una membrana externa compuesta de fosfolipidos y lipopolisacéridos orientados

hacia el entorno externo (64).

La carga negativa que le confieren estos compuestos de polaridad negativa al grupo
bacteriano gramnegativo, atrae electrostaticamente las AgNPs y facilita el paso de los iones
Ag+ en el espacio peri plasmatico de la célula, mientras que bacterias positivas como S.
aureus tienen una capa de peptidoglicano mas gruesa, que se extiende mas de 80 nm con
acidos teicoico y teicurénico unidos covalentemente, confiriendo una baja susceptibilidad a
las AgNPs en comparacién con las bacterias gramnegativas. Sin embargo, también se ha
demostrado que estas NPs destruyen la pared celular sin necesidad de que penetren en la
célula, observandose una agregacion de NPs en la superficie celular, lo que sugiere, que esta

agregacion puede constituir una fuente importante de toxicidad (11).

2.2.9.2. Dafio en la membrana celular

El anclaje y la infiltracion de las AgNPs a través de la pared celular, provoca cambios fisicos
en la membrana bacteriana, como el dafio de la membrana, dado que los iones metalicos Ag+
liberados por estas NPs se unen a los grupos funcionales carboxilo y fosfato cargados
negativamente de la membrana celular bacteriana (11). Los iones de plata Ag+ se adhieren
firmemente en la membrana celular gracias a las fuerzas de Coulomb, lo que lleva a la
coagulacién de las proteinas. Ademas, también se ha demostrado que las AgNPs menores de

10 nm, atraviesan la membrana celular gracias a los poros presentes en esta, permitiendo que
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las NPs penetren en el interior de las células bacterianas, causando alteraciones en el
metabolismo bacteriano y dafio en la membrana (62).

Se ha informado también que los iones Ag+ liberados por estas MNP alteran la funcion de
los compuestos en la membrana celular, que es importante en la generacion de energia
transmembrana y el transporte de iones, al formar un enlace S-Ag estable con el grupo tiol
de los compuestos en la membrana celular. Un transporte no regulado a través de los canales
de membrana provoca una pérdida de nutrientes vitales, contenido celular y ATP de la célula

microbiana que finalmente llevan a la necrosis y muerte celular (65).

2.2.9.3. Especies reactivas de Oxigeno

También conocidas como ROS, este es un término genérico para moléculas y reactivos
intermedios que tienen un fuerte potencial redox positivo, son cuatro tipos de ROS descritos
en la literatura, las principales son, radical superéxido (0;) , radical hidroxilo (-OH),
peroxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno molecular, que exhiben diferentes niveles de
dindmica y actividad, estas especies de oxigeno son altamente reactivas y se producen
durante el metabolismo bésico, también son consideradas como mecanismos de defensa
intracelulares universales y han evolucionado para hacer frente a sustancias quimicas no

deseadas y evitar dafios en biomoléculas esenciales para la célula (64,66).

Estas ROS se producen principalmente por un alto nivel de estrés que pueden ser causados
por multiples factores, entre ellos la presencia AgNPs, que puede aumentar
significativamente los niveles de ROS, lo que genera un dafio y muerte celular. Estas se
producen cuando el oxigeno entra en estados de reduccién no deseados y se transforman en
radicales libres, superoxidos y perdxidos, en lugar de agua, por lo que se hipotetiza que las
AgNPs inducen una alta generacion de ROS provocando dafio y muerte celular, lo que

sugiere a este, como un mecanismo mas para inhibir el crecimiento bacteriano (64).
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2.2.9.4. Interaccion con estructuras celulares internas

Las AgNPs de tamario entre 1 y 12 nm son capaces de penetrar con mayor facilidad en el
entorno intracelular bacteriano, una vez dentro liberan iones que se dirigen a varios sitios
simultaneamente, uniéndose a proteinas debido a su afinidad por los grupos tiol. El tiol es el
grupo funcional del amino&cido cisteina. La cisteina es muy importante en las reacciones
bioldgicas debido al puente de disulfuro, que es crucial para el plegamiento y la adecuada

funcién de las proteinas, asi como su papel nucleofilico en las reacciones cataliticas (31).

Es importante mencionar que existen grupos tiol que son clave para algunos procesos
esenciales en enzimas como la de sintesis respiratoria y de la pared celular, que representan
ubicaciones potenciales de union de Ag+. En el caso mas especifico de las enzimas de sintesis
de la pared celular, se ha informado que la interaccion proteina-AgNPs ocurre en el grupo
SH de la manosa fosfato isomerasa, lo que lleva a una interrupcién de la sintesis de la pared

celular con una lixiviacion concomitante de componentes internos y muerte celular (31).

Las células bacterianas expuestas a AgNPs inactivan la expresion de las proteinas de la
subunidad ribosémica, asi como otras proteinas celulares y enzimas esenciales para la
produccion de ATP, como es el caso de la proteina S2, que es una subunidad del ribosoma
30S, la cual al ser inactivada disminuye la produccion de ATP. De no hacerlo, los iones Ag+
haran que el ribosoma pierda su funcion y se desnaturalice. La subunidad 30S es responsable
del apareamiento de bases adecuadas entre los codones y anticodones. Como resultado de su
desnaturalizacion, se suprime la expresion de otras proteinas, como la succinil-CoA sintetasa,

gue es necesaria para la catalisis de la produccion de ATP intracelular (31).

2.2.9.5. Dafos en el ADN

El dafio que causan las nanoparticulas de plata (AgNP) a nivel del ndcleo celular bacteriano
se evidencia en la fragmentacion nuclear o en la union fisica de estas nanoparticulas al ADN,
probablemente debido a la alta afinidad del ion Ag+ por los fosfatos abundantes en la

molécula genética. Esta interaccion directa provoca alteraciones estructurales y funcionales,
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incluyendo la formacion de enlaces covalentes con las bases del ADN, lo que puede interferir
con la replicacion y la transcripcion del mismo. Ademaés, afectan las proteinas involucradas
en la reparacion del ADN, lo que reduce la capacidad de la célula para corregir los dafios en
el ADN. Esto puede resultar en la acumulaciéon de mutaciones y en una mayor probabilidad
de eventos cancerigenos. La exposicion a AgNP también puede inducir la apoptosis, 0 muerte
celular programada, en parte debido al dafio del ADN Yy al estrés oxidativo (66).

2.2.10  Factores que influyen en la capacidad bactericida

2.2.10.1. Tamaino

Debido a su escala nanométrica, las AgNPs cambian sus propiedades eléctricas, dpticas,
mecanicas y magnéticas respecto a sus contrapartes a granel y exhiben efectos que son
regidos por la mecénica cuantica, los mismos que a su vez, influyen profundamente en su
actividad antimicrobiana (12). Normalmente, las NPs mas pequefias (<10 nm) tienen una
mayor actividad antibacteriana. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que las NPs
mas grandes son mas efectivas, lo que indica que el tamafio por si solo no es el factor mas
importante de su toxicidad, ya que también estan involucradas otras caracteristicas fisicas y
quimicas (14,64).

2.2.10.2. Relacion superficie/volumen

El hecho de que las AgNPs de menor tamarfio puedan ser mas toxicas que las de mayor tamafio
puede explicarse por la relacién superficie/volumen; al ser mas pequefias las particulas
cubren mayor &rea de interaccion con el blanco o diana en comparacién con las de mayor
tamafio. Esto puede aumentar en gran medida la produccion de especies reactivas de oxigeno,
también conocidas como “ROS” (por sus siglas en inglés), 0 que en consecuencia puede

dafar e inactivar biomoléculas esenciales, incluyendo ADN, proteinas y lipidos (63).

2.2.10.3. Forma

Para las AgNPs, la forma mas comun es esférica, aunque también se han informado otras
formas como laminas, placas, tubos, cubos, varillas, triangulos y entre otras (67). Los
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nanocubos y varillas parecen ser mas efectivas que otras formas, posiblemente debido a la
mayor area de planos expuestos, favorecidos por los altos niveles de oxidacion de los metales.
Esto sugiere que la presencia de esquinas, bordes o defectos aumentan su toxicidad,
posiblemente porque el area de exposicion de la particula se ve aumentada, lo que ayuda en
la adsorcién y union de compuestos, ademas del aumento de los defectos superficiales
también aumenta la relacion entre el area de la superficie y el volumen (14,64).

2.2.10.4. Carga eléctrica

La carga eléctrica o “potencial Z” de las AgNPs es otro factor importante en la actividad
antibacteriana, mientras mas positivas sean estas, alteraran en mayor magnitud la funcion de
la cadena de transporte de electrones en las células bacterianas. Mas importante aun, se ha
demostrado que la toxicidad se ve aumentada porque la carga negativa de la pared celular
bacteriana atrae electrostaticamente este tipo de particulas cargadas positivamente,
aumentando su efectividad. Se ha descrito también que las condiciones &cidas favorecen la
unidn a la pared bacteriana, lo que respalda el hecho de que las interacciones electrostaticas

juegan un papel importante en este proceso (14,64).

2.2.11 Bacterias resistentes a antimicrobianos

En la Gltima década, la aparicion de bacterias MDR se convirtio en un desafio a nivel mundial
(5). La resistencia a los antimicrobianos esta reconocida como un problema médico que
aumenta la mortalidad, las tasas de morbilidad, la duracion de la estancia y el coste; ademas
que, tiene actualmente pocas posibilidades terapéuticas (68). Los antimicrobianos han sido
el método de tratamiento preferido para las infecciones bacterianas debido a su rentabilidad
y poderosos resultados. Sin embargo, varios estudios han proporcionado evidencia directa de
que el uso generalizado de estos ha dado lugar a la aparicién de aislamientos bacterianos

resistentes (69).

2.2.12 Mecanismos de resistencia a antimicrobianos

La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema grave debido a la aplicacion
masiva de antibioticos, la aparicion de este tipo de bacterias puede resumirse como una

interaccidon de factores extrinsecos e intrinsecos (70). La resistencia intrinseca puede ser
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causada por la mutacion espontanea de genes existentes o exdgenos, mientras que la
resistencia extrinseca o adquirida es causada por la adquisicion de genes de resistencia de
otro organismo a través de plasmidos, transposones e integrones (7). Otros mecanismos de
resistencia son el resultado de cambios en las proteinas, incluidos tipos especificos de

enzimas en la superficie de las células (71).

Los principales mecanismos con respecto al cambio de estructuras proteicas son 1) la
alteracion de dianas; 2) la generacion de enzimas inactivadas o enzimas pasivadas; 3) el uso
de sistemas de bombas de eflujo activo; 4) la presentacion de obstaculos a la permeacién de
antibioticos; 5) la formacién de biopeliculas y 6) la aparicion y eliminacion de una proteina
especifica, como BamA o KatG, que pueden afectar la infeccion a través de mecanismos
desconocidos (9). Ciertas bacterias muestran resistencia a los antimicrobianos a través de
solo uno de los mecanismos enumerados anteriormente, pero también se pueden combinar

dos 0 més mecanismos en un tipo de bacteria (72).

2.2.13 Enterobacterias resistentes a antimicrobianos

La familia Enterobacteriaceae constituye el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos
gramnegativos de importancia médica, estos han desarrollado mecanismo de resistencia para
hacerle frente a diversos tipos de antimicrobianos, entre las principales especies reportadas
estan E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmonella spp., Yersinia spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter, Serratia spp., Proteus spp., y otras no tan comunes como Pantoea spp. Y
Leclercia adecarboxylata, demuestrando que el problema de resistencia que se afronta es
bastante serio (73). Encontrandose resistencia a multiples antimicrobianos como penicilinas,
penicilinas con inhibidores betalactamicos, cefalosporinas de primera, segunda, tercera,
cuarta y hasta quinta generacién, cefamicinas, monobactamicos, carbapenémicos,
aminoglucoésidos, quinolonas, cotrimoxazol, tetraciclinas, glicilciclinas, fosfomicina,
colistina y entre otros, lo que reduce el nimero de antimicrobianos eficientes frente a las

infecciones causadas por estas bacterias (61,68).
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2.2.14  Métodos utilizados para evaluar la actividad antibacteriana

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las AgNPs, los estudios en la literatura
han utilizado los métodos recomendados para los farmacos antimicrobianos como difusion
de disco en agar, determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI), la
concentracion minima bactericida (CMB) y evaluacion de tiempo muerto. Sin embargo, el
método mas utilizado es el ensayo de difusion en agar con disco para obtener valores de
diametro de zona de inhibicion (ZOl) y luego categorizar los valores obtenidos mediante la
escala de Duraffourd (74).

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalta habitualmente
mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion. Estos métodos se basan en la
determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones
crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar).
Tradicionalmente estos métodos se han venido usando para la determinacion de la CMl y la
CMB de los antimicrobianos. En la mayoria de los casos se preparan diluciones del
antimicrobiano en progresion geométrica en base dos utilizando un medio de cultivo
adecuado; posteriormente se inocula dicho medio y luego de la incubacién para permitir el
crecimiento del microorganismo, se realiza la lectura, determinando asi la concentracién que

provoca la inhibicion (75,76).

2.2.14.1. Meétodo de difusion en agar con disco

El método de difusién en disco es una técnica comunmente utilizada en microbiologia para
evaluar la sensibilidad de microorganismos a diferentes agentes antimicrobianos, como
antibidticos o antifungicos. Este método se basa en la capacidad de los agentes
antimicrobianos para difundirse a través de un medio sélido, como el agar, y ejercer su accion
inhibidora sobre los microorganismos circundantes. Los discos de papel impregnados con
concentraciones conocidas de sustancias antimicrobianas se colocan sobre la superficie del
agar, y a medida que estas sustancias se disuelven, se establece un gradiente de concentracion
alrededor de los discos. La velocidad y la extension de la difusién dependeran de las

propiedades fisicas y quimicas del agente antimicrobiano, asi como de la susceptibilidad del
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microorganismo en cuestion. Cuando el agente antimicrobiano encuentra un microorganismo
sensible, inhibe su crecimiento y formacion de colonias, dando lugar a una zona de inhibicion
visible alrededor del disco. La medicion del didmetro de estas zonas proporciona una
indicacion cuantitativa de la sensibilidad relativa del microorganismo a la sustancia

antimicrobiana probada (76,77).

2.2.14.2. Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria constituye un pilar esencial en la evaluacién de la
actividad antimicrobiana de un compuesto. Este método se fundamenta en la premisa de
identificar la concentracion mas baja de un agente antimicrobiano necesaria para detener el
crecimiento de un microorganismo particular. A través de la exposicion de aislamientos
microbianos a distintas concentraciones del compuesto en un medio de cultivo, se busca
discernir la eficacia del agente en cuestion. La CMI se determina observando la dilucion
minima que resulta en la inhibicion visible del crecimiento del microorganismo tras un
periodo de incubacion definido. Ademas, esta es esencial en la evaluacion de la eficacia de
nuevos medicamentos antimicrobianos y en la monitorizaciébn de la resistencia
antimicrobiana. La capacidad de determinar la concentracion méas baja que inhibe el
crecimiento garantiza una comprension mas precisa de la actividad antimicrobiana y facilita
la adaptacion de las estrategias terapéuticas para combatir las infecciones de manera efectiva
(76,77).

2.2.14.3. Concentracion minima bactericida

La concentracion minima bactericida constituye un fundamento crucial para evaluar la
actividad antimicrobiana de un compuesto, ya que representa la concentracion mas baja de
dicho agente que resulta en la muerte irreversible de una poblacién bacteriana especifica. Al
igual que con la concentracion minima inhibitoria, la determinacion de la CMB implica la
exposicion de microorganismos a diferentes concentraciones del compuesto en un medio de
cultivo. La CMB también se utiliza como una herramienta esencial en la evaluacion de
nuevos agentes antimicrobianos, permitiendo a los investigadores y profesionales de la salud

comprender mejor la eficacia bactericida de un compuesto (76,77).
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2.3 Definicion de términos

Microscopio electronico de fuerza atomica (AFM): Es un tipo de microscopia electrénica
que es capaz de formar imagenes de las superficies utilizando una sonda o micro palanca,

gue escanea la muestra en funcion de la posicion generando una imagen (15).

Coalescencia: Es el resultado de la unién de dos o més particulas, para formar una particula
de mayor tamafio. Esto a su vez favorece el crecimiento de nanomateriales a escalas de mayor
magnitud (78).

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): Es un método utilizado
para obtener el espectro infrarrojo de transmisién o absorcion de una muestra para identificar

la presencia de compuestos organicos e inorganicos (15).

Nanometro: Medida de longitud que equivale a la mil millonésima parte de un metro (107°)
(32).

Microscopia electronica de barrido (SEM): Este tipo de microscopia utiliza electrones en
lugar de luz para formar una imagen que refleja las caracteristicas superficiales de una
muestra, proporcionando informacion de las formas, texturas y composicion quimica de sus

constituyentes a escala nanométrica (15).

Microscopia electronica de transmision (TEM): Es una técnica que es utilizada para la
caracterizacion de materiales nanoestructurados, permite proveer informacién acerca de la

distribucion de atomos en un material con alta resolucién atomica (15).

Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis): Es un método utilizado para la identificacion
de los grupos funcionales presentes en una molécula mediante la emision de un haz de luz
que excita los electrones hacia un estado superior de energia, que se presentan en forma de

bandas o picos de absorbancia (15).

Difraccion de rayos x (XRD): Es una técnica que permite identificar las fases cristalinas de

los compuestos analizar, tanto en su aspecto cualitativo como cuantitativo (15).

Resonancia de plasmon superficial (SPR): Es un fendmeno oOptico electromagnético que
donde la luz induce oscilaciones de electrones en la interfaz entre un metal y un dieléctrico
(15).
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CAPITULO 111
DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de investigacion

Nivel Descriptivo

3.2. Tipo y disefio de estudio

Tipo de estudio: Bésica

Disefio de estudio: Experimental

3.3. Material Biologico

v Hojas de Olea europaea utilizadas para la obtencion del extracto acuoso.
v Aislamientos de enterobacterias de origen clinico que presenten resistencia a dos o

maés antimicrobianos.

3.4. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos.

La presente investigacion se dividié en dos etapas, en la primera se sintetizaron y
caracterizaron las OLE-AgNPs, mientras que, en la segunda, se evalu el efecto bactericida
sobre aislamientos de enterobacterias de origen clinico que presentan resistencia a dos o
mas antimicrobianos. La primera etapa se realiz6 en el Laboratorio multidisciplinario de
investigacion en nanociencia y nanotecnologia “Mg Oswaldo Roger Sanchez Rosales”
(LabMIN)-Departamento Académico de Fisica, Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas
de la Universidad Nacional de Trujillo, mientras que la segunda etapa se desarroll6 en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad

Nacional de Cajamarca.
3.4.1. Sintesisy caracterizacion de nanoparticulas de plata

3.4.1.1. Obtencion de las hojas de olivo

El primer paso para iniciar con el proceso de sintesis de las OLE-AgNPs fue la obtencion
de las hojas de olivo, las cuales se obtuvieron del olivar que pertenece a la empresa

“Agroindustrial Casa Grande” ubicado en el Centro poblado La Arenita, distrito de Paijan,
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provincia de Ascope, region La Libertad, a 91 m.s.n.m, latitud de 7° 40' 59.0" S y longitud
de 79°19'17,4" W (Apéndice N° 1). Las hojas verdes fueron colectadas y trasladadas al
LabMIN, donde fueron lavadas con agua corriente un par de veces para eliminar el polvo y
otros contaminantes, luego fueron enjuagadas con agua destilada y finalmente puestas a

secar por 15 dias a temperatura ambiente en un lugar con poca iluminacién (79).

3.4.1.2. Obtencidn del extracto de hojas de olivo

Todo el procesos de sintesis se realizé en el LabMIN, donde se utilizé el método de
decoccidn para la obtencién del extracto (2), para lo cual se tomaron las hojas enteras
previamente secadas y se pesaron 50 g, luego fueron puestas a hervir en un matraz con 400
mL de agua destilada (80); una vez cumplido el tiempo (10 minutos), el extracto se dejé
enfriar a temperatura ambiente, y luego se filtr6 utilizando papel Whatman N° 1 (29). El

extracto acuoso fue almacenado a 4 °C hasta el momento de la sintesis (25).

3.4.1.3. Sintesis de las OLE-AgNPs
Para la sintesis se prepar6 una solucion de Nitrato de Plata (AgNO3) a 5 mM, para lo cual,

el célculo se realiz6 mediante la siguiente formula, donde se incluyen la densidad y el
porcentaje de pureza:

Px AgNO3 = (M m_ol) (Masa molar i) (Porcenta e depureza Q) (Vol. total L)
9 L mol je aep g '

Donde Px AgNO3 es la cantidad de la sal de la plata a pesar en gramos, (M mTOZ) es la

Molaridad de la sal de plata expresada en moles sobre litro, (Masa molar i) es la masa

mol

molar del AgNO3 expresada en gramos sobre mol, (Porcentaje depureza %) es la pureza

del AgNO3z expresada en gramos sobre gramos y (Vol.total L) es el volumen total de la

solucion final expresado en litros (81), esto incluye también el volumen del extracto.

24



Reemplazando los valores para obtener el calculo obtenemos:

Px AgN03 = (0,005)(169,87)(0,998)(0,1)

Px AgNO3 = 0,0848 g

Se pes6 0,0848 g de AgNOs el cual se diluyo en 75 mL de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer. El matraz se colocé sobre un agitador de placa caliente (Thermo Scientific,
modelo SP131325) (Apéndice N° 2) a 100 °C y velocidad constante de 4 000 rpm.
Inmediatamente después se agregaron 25 mL del extracto (proporcién 1:3 extracto:AgNO3)
(25). Se tomaron aproximadamente de 4 a 5 gotas de muestra cada 5 minutos para medir
en el espectrofotometro UV-VIS y observar el pico de resonancia de plasmon superficial,
se observo un cambio de un color en la solucion coloidal el cual fue indicativo de la
presencia de nanoparticulas en la solucion (82). Luego de 80 min, el matraz con la solucion
coloidal fue retirada y enfriada en un deposito con agua, para evitar la aglomeracion de las
nanoparticulas por el fendmeno de coalescencia (83), Tres horas después, con la solucion
fria, se realiz6 otra medicidn para verificar la presencia de las OLE-AgNPs, luego se inici6

el proceso de centrifugado.

Utilizando una ultracentrifuga (Hermle, modelo Z 36 HK) (Apéndice N° 3), se centrifugo
a 20000 rpm por 5 min, se desecho el sobrenadante y el precipitado con las nanoparticulas
se lavo para eliminar los residuos de sintesis. El lavado se realizd dispersando las OLE-
AgNPs en etanol al 96° y luego llevadas a ultrasonido por 5 min, se utilizé el limpiador
ultrasénico (Branson, modelo 2510-DTH) (Apéndice N° 4). Luego del proceso de
dispersion las nanoparticulas fueron centrifugadas nuevamente; este proceso se repitié 3
veces. El precipitado fue secado en horno a 70 °C por 12 h, el polvo color gris oscuro fue
molido en mortero hasta convertirlo en polvo fino, el cual fue caracterizado mediante

difractometro de rayos X.
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3.4.1.4. Caracterizacion de las nanoparticulas

Las OLE-AgNPs fueron caracterizadas mediante espectroscopia ultravioleta-visible con un
espectrofotometro Lambda 750 (Perkin Elmer) (Apéndice N° 5) para identificar el pico de
resonancia de plasmon; y mediante difraccion de rayos X, en un difractometro MiniFlex600
(Rigaku) (Apéndice N° 6) se verifico que los picos cristalograficos de la muestra en polvo
de las nanoparticulas sintetizadas coincidan con los picos para la plata en los respectivos
angulos; ademas, se calculé el tamafio del cristalito utilizando la formula de Debye-
Scherrer (Anexo N° 1). Ambos equipos pertenecen al LabMIN-Departamento Académico
de Fisica, Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la Universidad Nacional de
Trujillo. Las nanoparticulas sintetizadas fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Cajamarca para

realizar la evaluacién bactericida.

3.4.2. Evaluacion del efecto bactericida de las OLE-AgNPs

Las OLE-AgNPs fueron probadas sobre 10 aislamientos de enterobacterias de origen
clinico resistentes a uno 0 mas antimicrobianos, proporcionados por el Laboratorio de
Microbiologia, Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la UNC. Los aislamientos fueron reactivados en agar nutritivo por 12 h a 37 °C. Estos
cultivos fueron utilizados para evaluar la actividad bactericida mediante el ensayo de
difusion en agar con disco, de acuerdo a al manual de procedimientos descrito por Picazo
(77) con una ligera adaptacion; se midieron los didmetros de la zona de inhibicién (ZOI) y
se categorizo6 de acuerdo a la escala de Duraffourd (74).

3.4.2.1. Método de difusion en agar con disco

a) Preparacion del material
Se prepard una solucion madre de AgNPs dispersas en agua destilada, para lo cual se pesé
10 mg de polvo de nanoparticulas y se diluyeron en 1 mL de agua destilada, solucion a la
cual se denomind “OLE-AgNPs A”. También se prepar® una solucion madre de AgNPs

dispersas en alcohol comercial de 96° de pureza, para lo cual se pesaron 10 mg del polvo
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de nanoparticulas y se diluyeron en 1 mL de alcohol, solucion a la cual se le llamo6 “OLE-
AgNPs B”.

b) Preparacion del inéculo

Se tom6 de 1 a 5 colonias de cada cultivo fresco y se suspendié en solucion salina
fisiologica hasta alcanzar, por comparacion visual, la turbidez equivalente al tubo N° 0,5
en la escala de McFarland (1 — 5 x 10® UFC/mL) (77).

¢) Procedimiento

El procedimiento se llevé a cabo siguiendo el manual M26-A del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI) (84) y el manual de procedimientos descrito por Picazo
(77). Los cultivos se inocularon en placas con agar Miller-Hinton (84). Se trabaj6 con 5
grupos de tratamiento, 3 grupos experimentales (G3, G4 y G5) y 2 grupos control (G1 y
G2). Para el grupo experimental G3 los discos se cargaron con 20 pL de OLE-AgNPs A,
para el G4 se cargaron con 20 puL de OLE-AgNPs B y el G5 con 20 pL de alcohol de 96°
de pureza. Los discos del grupo control G1 se cargaron con 20 pL de agua destilada (control
negativo) y los discos del grupo control G2 con 20 pL del antimicrobiano Imipenem
(control positivo) (Apéndice N° 7). Las placas fueron incubadas por 18 h a 37 °C, luego se
midio el diametro de las zonas de inhibicién para cada disco empleando un vernier. Se
comparoé el didmetro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano con la escala de
Duraffourd y se clasifico en las siguientes categorias: Nula o sensibilidad nula: (-) para
valores inferiores o iguales a 8 mm; sensibles o sensibilidad baja: = (+) para rangos de 9 a
14 mm; muy sensibles o sensibilidad media: = (++) para rangos de 15 a 19 mm y sumamente

sensibles o sensibilidad alta: = (+++) para valores iguales o superiores a 20 mm (74).

3.4.2.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

a) Preparacién del material

Se prepar6 una solucion madre de AgNPs dispersas en agua destilada, para lo cual se
pesaron 10 mg del polvo de nanoparticulas y se diluyeron en 10 mL de agua destilada,
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solucion a la cual se le llam6 “OLE-AgNPs A”. También se prepar6 una solucion madre de
AgNPs dispersas en alcohol comercial de 96° de pureza, para lo cual se pesaron 10 mg del
polvo de nanoparticulas y se diluyeron en 10 mL de alcohol, solucion a la cual se le llamo
“OLE-AgNPs B” (Apéndice N° 8).

A partir de las soluciones madre previamente preparadas OLE-AgNPs Ay OLE-AgNPs B
se prepararon 10 diluciones dobles seriadas para cada una. Para esto se tomaron 10 tubos
conicos tipo Eppendorf de 15 mL, a cada uno de los tubos se le agregdé 5 mL de agua
destilada, luego se tom6 5 mL de la OLE-AgNPs A y se mezcl6 con los 5 mL de agua
destilada del primer tubo, se homogenizd y se tomé 5 ml de este primer tubo y se mezcld
con los 5 mL del tubo 2, se homogenizo y se tom6 5 mL del tubo 2 y se mezcl6 con los 5
mL del tubo 3 y el paso se repite hasta llega al tubo 10, donde luego de homogeneizar, se
descartaron 5 mL sobrantes del Gltimo tubo, todos los tubos quedaron con un volumen final
de 5 mL, obtuvieron asi concentraciones de 1000 pg/mL en el tubo 1; 500 pg/mL en el tubo
2; 250 pg/mL en el tubo 3; 125 pg/mL en el tubo 4; 62,5 pug/mL en el tubo 5; 31,25 pg/mL
en el tubo 6; 15,62 pg/mL en el tubo 7; 7,81 pg/mL en el tubo 8; 3,91 pg/mL en el tubo 9
y 1,95 pg/mL en el tubo 10; se rotularon como D1, D2, D3...D10. Se repite el mismo
procedimiento para la solucion OLE-AgNPs B (Apéndice N° 9).

b) Preparacion del medio

Se prepar6 100 mL de caldo Muller-Hinton enriquecido con glucosa, para ello se tomé en
cuenta la preparacion del caldo rojo de fenol suplementado con glucosa (por cada litro de
medio se agrega 5-10 % de carbohidrato) (85). Primero, se pes6 2,2 g de caldo Miller-
Hinton y se disolvio en 100 mL de agua destilada, luego a esta disolucién se agreg6 0,5 g
de glucosa. Adicionalmente, se prepard una solucion de 250 mL de rojo de fenol (86), de
la cual, se tom6 30 mL y agreg6 a los 100 mL medio previamente preparado. De este modo
se obtuvo el medio caldo Miller-Hinton + rojo de fenol + glucosa, a este medio se le
denominé “CMHRFEG” (Caldo Miiller-Hinton con Rojo de Fenol Enriquecido con
Glucosa) (Apéndice N° 10).
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c) Preparacioén del in6culo

Se tomo de 1 a 5 colonias de cada cultivo fresco y se suspendid en tubos de ensayo con 3
mL de suero salino fisiologico hasta alcanzar por comparacion visual la turbidez
equivalente al tubo N° 0,5 en la escala de McFarland (1 -5 x 106 UFC/mL). Se obtuvo un
total de 10 tubos (Apéndice N° 11), cada tubo contenia una cepa diferente, es asi que los
tubos se rotularon con los numeros del 1 al 10. Luego, de cada tubo se tomaron 15 puL y se
diluy6 en tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL con 1500 pL del medio CMHRFEG. Este

constituyd el indculo diluido a 1:100 y a una concentracion de 5 x 10* UFC/mL (77).

d) Procedimiento

Se siguid la técnica de microdilucién en placa de 96 pocillos, utilizandose una microplaca
por cada cepa. Primero, se agregé 100 pL del medio CMHRFEG en cada uno de los 96
pocillos de las 10 microplacas, luego, en las columnas del 1 al 10 se agregd 50 pL de las
diluciones dobles en orden ascendente D1-D10, ocupando las diluciones de las
nanoparticulas dispersas en agua en las 4 primeras filas (A, B, C, D) y las diluciones de las
nanoparticulas dispersas en alcohol en las 4 filas siguientes (E, F, G, H). La columna 11
fue el control negativo, por lo que solo contenian 100 pL de medio, mientras que la columna
12 fue el control positivo donde se afiadio el medio y la cepa. Antes de afiadir el in6culo,
las microplacas con el medio y las diluciones de las AgNPs fueron esterilizadas bajo
radiacion UV por una hora, para luego agregar a las filas A-C y E-G con 50 pL de la
suspension bacteriana respectiva, siendo las filas A, By C las 3 repeticiones de las OLE-
AgNPs A, mientras que la fila D se us6 como prueba de control de esterilidad. Las filas E,
Fy G fueron las 3 repeticiones para las OLE-AgNPs B, mientras que la columna H se us6
como prueba de control de esterilidad. Todo este proceso se puede observar de mejor
manera en la imagen del Apéndice N° 12. Se aplico este mismo procedimiento para cada
una de las microplacas. Una vez agregados los indculos, las microplacas fueron selladas
con cinta alrededor de la tapa para evitar que el calor evapore el agua presente en el medio,
luego fueron puestas a incubar a 37 °C por 12 h. Pasado el tiempo se observé el crecimiento

de los aislamientos y se anotaron los resultados (77).
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3.4.2.3. Concentracion minima bactericida

Luego de encontrar la CMI para cada uno de los aislamientos, se ubicé tres de las
concentraciones mas bajas donde hubo ausencia de crecimiento bacteriano; de ellos se tomé
10 pL para inocularlos en placas con agar Miller-Hinton; cada placa fue dividida en 8
segmentos, la distribucidn del indculo para cada segmento se detalla en el Apéndice N° 13,
las placas fueron incubadas por 12 h a 37 °C. Pasado el tiempo se observo el crecimiento

de los aislamientos y se anotaron los resultado (77).

3.4.3.  Técnicas de Procesamiento y Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron procesados con el software estadistico IBM SPSS
Statistics version 25, aplicando el calculo de medida de tendencia central (media
aritmética, mediana) y de dispersion (desviacion estandar) para datos cuantitativos; se
aplicé la prueba estadistica de Shapiro-Wilks para determinar la distribucién normal de
los datos. Luego se aplico la prueba de Levene, para determinar la homocedasticidad de
varianza. Los datos presentaron distribucion normal pero la varianza de los grupos no fue
homogénea, entonces se aplicaron pruebas no paramétricas; es asi que, se aplico el test de
Kruskal Wallis para establecer las diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos de tratamiento obtenidos por el ensayo de difusion en agar con disco, y la prueba
estadistica de Mann-Whitney para los valores obtenidos en la CMI y CMB. También se
aplico la prueba estadistica de Chi-cuadrado para determinar las diferencias entre el nivel
sensibilidad en cada uno de grupos bacterianos. Se consider6 un nivel de significancia de
95 % (p<0.05).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados

4.1.1.  Sintesis y caracterizacion de las OLE-AgNPs

A partir de los 45 min de iniciado el proceso de sintesis, se empez06 a observar un notorio
cambio de color en la solucion coloidal (Figura 1). Este vario de un color amarillo claro a
un color marrén oscuro, este cambio permitié identificar el inicio de la reaccion, es decir,
el inicio de sintesis de nanoparticulas, al reducirse la sal de plata debido a los compuestos
bioactivos del extracto, formando asi las primeras nanoparticulas (87); sin embargo, en el
espectrofotdmetro no se logro observar el pico de plasmon superficial sino hasta el minuto
50, donde se logré observar un pequefio pico que fue aumentando notablemente su
intensidad con el tiempo, logrando alcanzar su punto maximo entre los 80 y 85 min, a una
longitud de onda de 430 nm (Figura 2). Este intervalo de tiempo se tomo6 como el adecuado

para la sintesis.

< P "

25 min 30 min 35 min 40 min 45 min

53°C 56°C 59°C 62°C 64°C

55 min 60 min 65 min 70 min 75 min 80 min 85 min 90 min 95 min

67°C 68° C 69°C 70°C 70°C 70°C 70°C 70°C 70°C

Figura 1: Cambio de color en la solucidn coloidal respecto al tiempo y temperatura durante
el proceso de sintesis de las OLE-AgNPs.
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Figura 2: Espectro UV-VIS de la sintesis de OLE-AgNPs respecto al tiempo, se observa

que el pico maximo a 430 nm esta entre los 80 y 85 minutos.

Una vez fria la solucién coloidal fue nuevamente medida para confirmar la presencia de la

de la banda en el pico del plasmoén superficial; se confirmé un pico a 435 nm, este

desplazamiento de 5 nm en la longitud de onda se podria deber al crecimiento de las

nanoparticulas en el medio por el fenémeno de la coalescencia. Ademas, el espectro UV-

VIS de las OLE-AgNPs fue contrastado con los espectros del AgNOz a5 mM vy del extracto

acuoso de las hojas de olivo, para diferenciar de esta manera la sintesis exitosa (Figura 3).
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Figura 3: Espectrograma UV-VIS de las soluciones de AgNOz a 5 mM (rojo), extracto

acuoso de la hoja de olivo (verde) y solucidon coloidal de las OLE-AgNPs (azul).

El espectro obtenido por la caracterizacion de rayos X reveld un total de 8 picos de
difraccion, donde los 4 mas pronunciados se encontraron a 26 = 38,00; 44,16; 64,40 y 77,33;
correspondientes a las reflexiones de Bragg (111), (200), (220) y (311) de la estructura
cUbica de la plata metélica, respectivamente (segun la tarjeta JCPDS estandar No. 04-0783
0 87-0597) (12). Otros 4 picos marcados con “*”” posicionados a 26 a 32,19; 46,63; 54,74 y
57,35 (Figura 4), podrian representar a los compuestos organicos del extracto que se
cristalizaron (88-90). Luego, el calculo mediante la formula de Debye-Scherrer revel6 que
el tamafio promedio de cristalito fue de 8,25 nm (Apéndice N° 14).
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Figura 4: Difractograma de las OLE-AgNPs (rojo) y la JCPDS card correspondiente a la

plata metélica (negro).
4.1.2.  Evaluacion del efecto bactericida de las OLE-AgNPs

Los 10 aislamientos bacterianos presentaron un perfil de resistencia a uno o mas
antimicrobianos como se describe en el Apéndice N° 15. Los aislamientos bacterianos
enfrentados a los tratamientos experimentales G3, G4 y G5 presentaron valores promedios
de didmetros ZOI de 13,10 mm; 23,80 mm y 8,20 mm respectivamente. EIl grupo control
negativo G1 no present6 zona de inhibicion, mientras que, para el grupo control positivo
presentd un valor promedio de diametro de ZOIl de 33,40 mm. (Tabla 1) (Figura 5)
(Apéndice N° 16).
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Tabla 1. Promedio del diametro la zona de inhibicion (en mm) de los diferentes grupos de

tratamiento de NPs sobre los aislamientos.

Diametro de ZOI por grupos de tratamiento

(mm)

NuUmero Aislamientos Gl G2 G3 G4 G5
1 E. coli (376599) 00,00 34,20 12,13 20,93 8,43
2 Pantoea spp. 00,00 32,90 14,17 24,53 7,83
3 C. neteri 00,00 32,70 13,70 25,87 7,37
4 Enterobacter spp. 00,00 30,00 11,27 19,97 8,40
5 Yersina spp.(377191) 00,00 33,10 14,53 24,90 8,83
6 E. coli (375472) 00,00 36,40 13,50 23,67 7,10
7 Proteus spp. 00,00 35,30 11,87 24,97 7,70
8 L. adecarboxylata 00,00 35,30 14,10 22,13 8,57
9 Yersinia spp.(377348) 00,00 33,30 13,37 25,83 8,03
10 Klebsiella spp. 00,00 31,30 14,60 25,00 9,53

G1: Control negativo, G2: Control positivo, G3: Grupo con OLE-AgNPs A, G4: Grupo con
OLE-AgNPs B, G5: Grupo con alcohol.

Pantoea spp. Cedecea neteri. Enterobacter spp.

Escherichia coli (375472) Proteus spp. Leclercia adecarboxylata Yersinia spp.(377348) Klebsiella spp.

Figura 5: Efecto bactericida de las OLE-AgNPs sobre los aislamientos de enterobacterias
resistentes a antimicrobianos, determinados mediante la prueba de difusién en agar con

disco.
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El area de desplazamiento de los liquidos en los que se han dispersado las OLE-AgNPs,
son diferentes tanto para el grupo de las nanoparticulas dispersas en agua como las dispersas
en alcohol, esto se debe a la diferencia en el coeficiente de tension superficial que tiene
cada uno de los liquidos presenta, al tener el alcohol un coeficiente de tension superficial
mas bajo (Coeficiente de tension superficial del alcohol = 0,022 N/m) que el del agua
(Coeficiente de tension superficial del agua = 0,073 N/m) logra cubrir una mayor area de

desplazamiento (Figura 6)

'

Figura 6: Areas de desplazamiento de los liquidos utilizados para cada uno de los grupos

de tratamiento.
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El célculo de las medidas de tendencia central y la aplicacion de la prueba de normalidad

de Shapiro-Wilks revelaron que los datos de los grupos siguieron una distribucion normal,

sin embargo, la prueba de homocedasticidad de varianzas revel6 que la varianza de los

grupos son diferentes, por lo que se aplico la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-

Wallis, donde se observo que existia diferencias estadisticamente significativas entre cada

grupo (p<0,05) (Tabla 2) (Apéndice N° 17). La distribucion del tamafio de los halos no

sigue una distribucion homogénea, para cada grupo la diferencia de tamafio es notable

(Figura 7).

Tabla 2. Comparacion de las medias de los diametros ZOIl (en mm) para cada grupo de

tratamiento.

Grupo Media Desviacion Mediana Valor Valor
estandar minimo maximo
G3 13,32 1,17 13,60 11,27 14,60
G4 23,78 2,07 24,72 19,97 25,87
G5 8,18 0,72 8,22 7,10 9,53

Valores de las medias muestran diferencias significativas entre cada grupo, prueba Kruskal-

Wallis (p < 0,05).
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Figura 7: Distribucion del tamafio de los diametros ZOI de los 3 grupos experimentales;
G3: Grupo con OLE-AgNPs A, G4: Grupo con OLE-AgNPs B, G5: Grupo con alcohol.
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La escala de Duraffourd permitio identificar el nivel de sensibilidad de los aislamientos por
cada grupo tratado (Tabla 3), asi se logro determinar que 100 % de estos fueron sumamente
sensibles para el grupo de discos con nanoparticulas dispersas en alcohol, mientras que
para el grupo de nanoparticulas dispersas en agua se logrd determinar que el 60 %
presentaron sensibilidad, mientras que el otro 40 % fueron muy sensibles, finalmente, para
el grupo con alcohol el 60 % presentd sensibilidad y el otro 40 % no presentd sensibilidad
alguna (Figura 8). La aplicacion de la prueba estadistica de Chi-cuadrado demostré que el
nivel de sensibilidad para cada grupo evaluado fue diferente (p<0,05) (Apéndice N° 18)

encontrandose mejores resultados en el grupo G4.
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Tabla 3. Nivel de sensibilidad de los aislamientos expuestos a nanoparticulas de plata de

acuerdo a la escala Duraffourd agrupados por tratamientos.

Grupo de tratamientos

NuUmero Aislamientos G3

G4 G5
1 E. coli (376599) (+) (+++) (+)
2 Pantoea spp. (++) (+++) )
3 C. neteri (+) (+++) Q]
4 Enterobacter spp. (+) (+++) (+)
5 Yersina spp.(377191) (++) (+++) (+)
6 E. coli (375472) +) (+++) )
7 Proteus spp. (+) (+++) )
8 L. adecarboxylata (++) (+++) (+)
9 Yersinia spp.(377348) (+) (+++) (+)
10 Klebsiella spp. (++) (+++) )

(-): existe una sensibilidad nula, (+): existe sensibilidad, (++): la cepa es muy sensible,

(+++): la cepa es sumamente sensible.

100%

0%

G0%

40%

20%

00%

EruLa

60%

60%

0% 0%

Alcohol

0% 0% 0% 0% 0%
OLE-AgNPS A OLE-AcNPS B
B SENSIBLE B MUY SESIBLE

B SUMAMENTE SENSIBLE

Figura 8: Porcentaje de sensibilidad bacteriana, agrupada por tratamientos para cada uno

los aislamientos, de acuerdo a la escala de Duraffourd.
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La concentracion minima inhibitoria varié desde los 62,5 pg/mL hasta los 1000 pg/mL,
dependiendo de la cepa, con una media general de 193,75 pg/mL, estos valores se
obtuvieron al observar el cambio de color de los pocillos, donde el crecimiento bacteriano
metabolizo la glucosa contenida en el medio provocando un cambio en el nivel de pH, de
béasico (rojo) hacia un nivel més acido (amarillo) usando el rojo de fenol como indicador
(36), gracias a esta caracteristica, facilitd la obtencion de los valores para la CMI (Tabla 3)
(Figura 9) (Apéndice N° 19).

Yersina spp.(377191)

o —— —

Klebsiella spp.

Figura 9: Efecto bactericida de las OLE-AgNPs sobre los aislamientos de enterobacterias
resistentes a antimicrobianos, determinados mediante el cambio de color en el medio para
encontrar la CMI.

Tabla 3. Valores promedio de la CMI encontradas para cada aislamiento.

Grupos de tratamiento

NUmero Aislamientos en concentraciones

OLE-AgNPs A OLE-AgNPs B
1 E. coli (376599) 125 pg/mL 125 pg/mL
2 Pantoea spp. 125 pg/mL 125 pg/mL
3 C. neteri 125 pg/mL 250 pg/mL
4 Enterobacter spp. 1000 pg/mL 500 pg/mL
5 Yersina spp.(377191) 125 pg/mL 125 pg/mL
6 E. coli (375472) 62,5 ug/mL 62,5 pg/mL
7 Proteus spp. 125 pg/mL - 125 pg/mL
8 L. adecarboxylata 125 pg/mL 125 pg/mL
9 Yersinia spp.(377348) 125 pg/mL 125 pg/mL
10 Klebsiella spp. 250 pg/mL 125 pg/mL
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Se aplico la prueba estadistica de Mann-Whitney para determinar si existia diferencia
significativa entre los valores promedio de las CMI entre los 2 grupos evaluados, la cual
arrojé que no existia diferencia entre los grupos (p> 0,05) (Apéndice N° 20), es decir todos
los aislamientos presentaban valores similares para ambos tratamientos. Sin embargo, si

existe diferencia respecto a la CMI entre los aislamientos (Figura 10).

1000pg/mL
ElcMI OLE-AgNPs A
B CMI OLE-AgNPs B
800pg/mL
600pg/mL
400pg/mL
200pg/mL I I
Ong/mL ll .I I .l -. II El I. I
o o ¢ @ﬁ\k ‘\G
\
@\‘

’v
Figura 10: Distribucion de los valores de la CMI de las OLE-AgNPs para inhibir el
crecimiento de los aislamientos bacterianos.

Cada placa fue dividida en 8 secciones y se tomé como la CMB al espacio inoculado donde
no se observé crecimiento alguno (Figura 11), Los valores obtenidos para estos resultados
variaron desde valores de 250 pg/mL hasta los 1000 pg/mL para ambos tratamientos (Tabla
4) (Apéndice N° 21), con una media de 612,5 pg/mL Ademas, también se aplico la prueba
estadistica de Mann-Whitney donde se logr6 determinar que no existe diferencia
significativa entre los grupos de tratamiento, es decir las medias de los ensayos es similar

en ambos tratamientos (Figura 12) (Apéndice N° 22).
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Enterobacter spp. Yersina spp.(377191)

Escherichia coli (375472) Proteus spp. Leclercia adecarboxylata Yersinia spp.(377348) Klebsiella spp.

Figura 11: Efecto bactericida de las OLE-AgNPs sobre los aislamientos de enterobacterias
resistentes a antimicrobianos, determinados mediante la ausencia de crecimiento bacteriano

para obtener el valor de la CMB.

Tabla 4. Valores promedio de la CMB encontrados para cada aislamiento.

Numero Aislamientos Grupos de tratamiento
en concentraciones

OLE-AgNPs A OLE-AgNPs B
1 E. coli (376599) 500 pg/mL 250 pg/mL
2 Pantoea spp. 1000 pg/mL 500 pg/mL
3 C. neteri 1000 pg/mL 500 pg/mL
4 Enterobacter spp. 1000 pg/mL 500 pg/mL
5 Yersina spp.(377191) 250 pg/mL 250 pg/mL
6 E. coli (375472) 500 pg/mL 1000 pg/mL
7 Proteus spp. 500 pg/mL 500 pg/mL
8 L. adecarboxylata 500 pg/mL 500 pg/mL
9 Yersinia spp.(377348) 500 pg/mL 500 pg/mL
10 Klebsiella spp. 1000 pg/mL 1000 pg/mL
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Figura 12: Promedio de la CMB de cada grupo de tratamiento para cada aislamiento.

4.2. Discusion

En cuanto a la solucion coloidal, un factor importante a mencionar es el cambio de color en
la solucion, la sintesis de AgNPs mediante métodos coloidales ha sido objeto de extensa
investigacion y la variabilidad en los cambios de color de la solucion coloidal es un
fendmeno fascinante que puede ser suficiente para ser usado como un indicador de sintesis
exitosa (91), el color inicial de la solucion (aportado por el extracto) ya sea este verde
(41,92), rojo (93), amarillo (43,45,94) o cualquier otro tono, todos reportan un cambio de
color a marrdn oscuro (Figura 1) (36,45,95). Estudios como el realizado por Cie$la et al.,
han explorado la influencia de la morfologia y tamafio de las nanoparticulas, determinados
por el método de sintesis en las propiedades Opticas y, por ende, en la apariencia visual de
la solucién coloidal (57). Estas contribuciones reflejan la complejidad del fendmeno y
subrayan la importancia de elegir cuidadosamente el método de sintesis.

La resonancia del pico de plasmén superficial durante el proceso de sintesis se encontr6 a

los 430 nm (Figura 2); sin embargo, cuando la solucién coloidal fue enfriada las mediciones

mostraron un movimiento del pico hacia la derecha a 435 nm, este desplazamiento podria

deberse al fendmeno de coalescencia de las nanoparticulas, es decir, qué a medida que las

nanoparticulas aumentan su tamafio, la longitud de onda del RPS, relacionada con la luz
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absorbida, se desplaza desde una zona de mayor energia (400 nm que correspondiente al
color azul) hacia la zona visible del espectro electromagnético de longitudes de onda menor
energia (800 nm que corresponden al color rojo) (96). Sin embargo, el desplazamiento del
pico también podria estar relacionado a otros factores como la concentracion de

nanoparticulas en la solucion coloidal (87).

La ubicacion del pico de RPS para las OLE-AgNPs, no se restringe a una longitud de onda
especifica, ya que dependiendo de las condiciones de sintesis los picos pueden ir en
ubicaciones desde los 396 nm (57) hasta los 435 nm (29), obteniéndose nanoparticulas de
diferente tamafio. Algunos investigadores afirman que la relacion en la ubicacion del pico
de RSP esta directamente relacionada al tamafio de la nanoparticula, es decir un pico
presente a menores longitudes de onda el tamafio de la nanoparticula también serd menor,
rigiéndonos bajo esta teoria, el pico presente a 435 nm (Figura 3) representaria que las
nanoparticulas obtenidas en este trabajo tendrian un tamafio promedio de 60 nm (97,98);
sin embargo, esto aplicaria a nanoparticulas sintetizadas quimicamente y bajo ciertas
condiciones, ya que para AgNPs sintetizadas usando extractos vegetales el tamafio
promedio puede ser de 8 £ 1 nm y el pico de RPS puede estar ubicado a 410 nm (28) 0 433
nm (58), por lo que la ubicacion del pico y el tamafio promedio de las nanoparticulas
sintetizadas por este método no estan relacionados, su ubicacion depende también de otros
factores como la forma, ya que para nanoparticulas de forma esférica el pico de RPS esta
ubicado alrededor de los 430 nm, mientras que para la forma hexagonal presentan 2 picos,
uno a416 nmy el otro 650 nm y las AgNPs de forma triangular presentan picos a 600 nm
(14). Por lo que para determinar el tamafio promedio debe apoyarse de otras técnicas de
caracterizacion como la de difraccion de rayos X.

La naturaleza cristalina de las OLE-AgNPs se confirmé mediante el analisis del patron de
difraccion de rayos X (Figura 4). El proceso de indexacion del patron de difraccion obtenido
se llevd a cabo, y se asignaron indices de Miller (hkl) a cada pico correspondiente a estas
nanoparticulas. El patrén de difraccion de rayos X mostro la presencia de picos intensos en

valores de 260 a 38,10; 44,02; 64,45y 77,07; que representan las reflexiones de planos de
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red (111), (200), (220) y (311) respectivamente de una estructura de red cubica centrada en
las caras de la plata (99). Estos angulos de difraccién fueron comparados con la tarjeta de
difraccion de polvo estandar del Comité Conjunto de Normas de Difraccion de Polvo
(JCPDS) con el numero de archivo 04-0783 correspondiente a la plata (Anexo N° 2), y se
encontr6 que estos coincidian. El analisis de difraccion de rayos X confirmd la formacién
de AgNPs con estructura cubica centrada en las caras. El tamafio medio de las AgNPs se
calcul6 utilizando la ecuacion de Debye-Scherrer donde se encontré que el tamafio de
cristalito de las OLE-AgNPs fue de 8,25 nm. Un tamafio bastante pequefio comparado con
otras investigaciones donde se obtuvieron tamafios de 36 nm (100,101), 19 nm (102) y 13
nm (103).

Ademas de los picos de Bragg representativos pertenecientes a los nanocristales de plata,
también se observaron picos adicionales indicados con “*” en la figura 4 se hacen presentes
en otras investigaciones, donde la sintesis se realizd con compuestos organicos. Algunos
reportes afirman que se debe a la presencia de cristales de cloruro de plata (AgCl) (88,90),
mientras que otros asocian estos picos al 6xido de plata (Ag20) (104); sin embargo, el
hecho es que estos picos aparecen cuando en la sintesis se utilizaron compuestos organicos
como el quitosano (89), flavonoides (105), sobrenadante de biofilm de bacterias (90),
extractos vegetales (59), entre otros, Pero reportes mas consistentes sugieren que se debe a
la cristalizacion de la fase biorganica de los compuestos presentes del extracto en la
superficie de las nanoparticulas que cumplen la funcion de reducirlas y estabilizarlas
(102,106,107). Resultados similares se obtuvieron en AgNPs sintetizadas utilizando

extracto de hojas de olivo (22).

Las AgNPs son conocidas como las sustancias antimicrobianas méas universales debido a
su fuerte efecto biocida contra los microorganismos, En este estudio, se probo la aplicacion
de las OLE-AgNPs como agente antimicrobiano contra 10 aislamientos de enterobacterias
resistentes a 2 0 mas antimicrobianos, en placa de agar y medio liquido. El ensayo de
difusion en disco permitio evaluar la efectividad bactericida de las nanoparticulas sobre las

bacterias utilizadas, midiendo su sensibilidad de acuerdo al didmetro de los halos de
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inhibicion, es asi que los diametros mas grandes se obtuvieron del grupo control positivo
(G2), discos con 20 pL del antimicrobiano Imipenem, uno de los antimicrobianos de ultima
generacion mas utilizados por su efectividad contra este tipo de bacterias (108), con un
promedio de diametro de 33,4 + 5,4 mm; seguido del grupo nimero 4 (G4) discos con 20
pL de OLE-AgNPs dispersas en alcohol, los diametros alcanzaron una media de 23,78 +
2,95 mm, estos valores pueden ser comparados con lo obtenido por Bassam et al., donde
encontraron una media de 23,3 £ 4,3 mm, sobre 6 aislamientos bacterianos MDR, ellos

utilizaron discos cargados con 50 g de OLE-AgNPs (30).

Un resultado similar fue obtenido utilizando AgNPs sintetizadas con extracto de Aloe vera,
alcanzando una media de 24,6 mm sobre P. aeruginosa. Los valores de este grupo son casi
el doble obtenidos por el G3, donde los discos se cargaron con 20 pL de OLE-AgNPs
dispersas en agua, obteniendo halos de inhibicion de 13,32 £ 2,02 mm, valores similares
fueron obtenidos en otra investigacion también con OLE-AgNPs con diametros ZOI entre
12 + 1,0 mm sobre E. coli (29), ademas, también se reportdé AgNPS sintetizadas con
compuestos organicos como licopeno de tomate (93), extractos de hojas de té pu-erh (109),
extracto de Maclura pomifera (110), donde se obtuvieron halos de inhibicién de 12 + 0,38
mm, 12,5 + 2,5 mm, 13,2 £ 0,2 mm, respectivamente sobre P. aeruginosa, K. pneumoniae
y E. coli. El tamafio de los halos varian dependiendo de la sensibilidad de los aislamientos,
de la concentracion de las nanoparticulas utilizadas (110), entre otros factores. Por otro
lado, nanoparticulas sintetizadas con extracto de Coleus aromaticus obtuvieron halos de 10
mm sobre B. subtillis y Klebsiella planticola (101). Valores similares a los obtenidos por
el G5, discos cargados con 20 pL alcohol, con una media de 8,18 + 1,10 mm, un valor que

es categorizado como sensible en la escala de Duraffourd.

Los diametros ZOIl con mayor tamarfio para los grupos de tratamiento fue del grupo G4 con
una media de 23,8 mm; casi el doble del tamafio en comparacion con los diametros ZOl1 del
G3 con una media de 13,1 mm; esta diferencia podria explicarse debido al fendmeno de
tension superficial (111), el alcohol al presentar un coeficiente de tension superficial menor

al del agua (112), logré alcanzar un mayor radio de desplazamiento, llevandose consigo
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nanoparticulas que cubrieron una mayor area de superficie, obteniéndose asi didmetros de
inhibicion mucho més grandes que los del G3, mientras que, para el G5 el alcohol también
cubrid areas de desplazamiento similares a los del G4; sin embargo, los halos del G5 fueron
mas pequefios debido al crecimiento de colonias resistentes (Figura 6), este fendmeno se
observé en todos los aislamientos evaluados, por lo que los didmetros de ZOI fueron mucho
mas pequefios, con una media de 8,2 mm, lo que demostré que las OLE-AgNPs presentes
en el alcohol del G4 son las principales responsables de la inhibicién del crecimiento

bacteriano.

Los diametros ZOI obtenidos por los 3 grupos experimentales de tratamientos (G3-G5)
fueron categorizados utilizando la escala de Duraffourd, se encontré que, la valoracion
cualitativa de sensibilidad evidencié que el 100 % de las bacterias tratadas con el G4
presentaron excelente actividad, al ser los aislamientos sumamente sensibles a las OLE-
AgNPs dispersas en alcohol, mientras que para el tercer grupo (G3) el 60 % presentaron
una baja sensibilidad, y que el otro 40 % presentaron una sensibilidad media. Para el quinto
grupo (G5) el 60 % de los aislamientos present6 una baja sensibilidad, mientras que el otro
40% presentaron una sensibilidad nula, es decir los aislamientos presentaron una baja
sensibilidad al alcohol. Es decir, al comparar la sensibilidad de los 3 grupos experimentales,
los 2 grupos con nanoparticulas, los aislamientos presentaron sensibilidad, por ende, se
podria concluir que las OLE-AgNPs son efectivas contra este tipo de bacterias resistentes.
Un resultado similar se obtuvo en un trabajo donde se evaluaron la actividad de las AgNPs

sobre S. mutans (74).

Las pruebas estadistica de Kruskal-Wallis y Chi-cuadrado aplicadas a los datos obtenidos
determinaron que hubo diferencias significativas entre el nivel de sensibilidad y el grupo
de tratamiento utilizado, los graficos estadisticos corroboran este hecho, donde se evidencio
un mejor efecto bactericida cuando las nanoparticulas fueron dispersadas en alcohol, este
hecho se podria explicar al estar las AgNPs recubiertas por compuestos organicos, hace que
se dispersen mejor en un solvente organico como el alcohol (113); Ademas que, la tensién

superficial del alcohol al ser menor que la del agua, permitio que los discos del G4 y G5
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embebidos con OLE-AgNPs y alcohol respectivamente tuvieran un mayor alcance,
logrando expandir las nanoparticulas del G4 en una mayor area respecto a los discos del
G3 (Figura 6).

Se utilizo el rojo de fenol en el estudio como indicador en la determinacion del crecimiento
celular gracias a la capacidad de las enterobacterias de metabolizar la glucosa y generar
acidos que aumentan la concentracion del pH que hace variar el color del medio (36).
Gracias a esta caracteristica se pudo obtener la CMI para este grupo bacteriano, los datos
obtenidos para este ensayo, mostraron valores de concentracion parecidos a los resultados
obtenidos para otros ensayos aplicados contra bacterias resistentes a antimicrobianos, el
valor minimo obtenido en este trabajo fue de 62,5 pg/mL y un maximo de 1000 pg/mL,
con una media de 218,75 pg/mL para el grupo OLE-AgNPs A (nanoparticulas dispersas en
agua), y 168,75 pg/mL para el grupo OLE-AgNPs B (nanoparticulas dispersas en alcohol).

Valores cercanos a los encontrados por el estudio realizado por Abeer et al., donde
sintetizaron AgNPs utilizando el sobrenadante de un cultivo microbiano de P. aeruginosa,
en sus resultados obtuvieron una CMI de 1000 pg/mL sobre bacterias MDR de K.
pneumoniae, P. aeruginosa, y A. baumannii (114). Ademas, Samir et al., lograron sintetizar
biolégicamente AgNPs usando una cianobacteria (Desertifilum IPPAS B-1220) y aplicaron
estas NPs sobre E. coli, S. Typhimurium, S. mutans, K. pneumoniae y MRSA obteniendo
CMI de 1200, 900, 900, 1200, 1200 pg/mL, respectivamente (115). Estos valores de CMI
son bastante elevados comparados con los resultados obtenidos por otras investigaciones,
Por ejemplo, Panpaliya et al., obtuvieron valores 90, 60, 45, 15y 3 pug/mL, donde utilizaron
AgNPs comerciales y las aplicaron sobre L. fermentum, S. mutans, S. oralis, L. acidophilus,
C. albicans respectivamente. También, Liao et al., sintetizaron AgNPs por método quimico
y las aplicaron sobre P. aeruginosa resistente a multiples farmacos, ellos obtuvieron una
media de CMI de 2,3 + 1,5 pg/mL, reportando que la concentracion del inoculo bacteriano
juega un papel importante, a mayor concentracién del indculo, los valores de concentracidn

minima inhibitoria también aumenta (116).

48



De igual manera, los valores obtenidos para la CMB variaron desde los 250 pg/mL hasta
los 1000 pg/mL para ambos grupos trabajados, con una media de 675 pug/mL para el grupo
OLE-AgNPs A y 550 pg/mL para el grupo OLE-AgNPs B. Valores similares fueron
reportados por Abidin et al., que utilizaron extracto de manzana para sintetizar AgNPs, ellos
obtuvieron valores de CMB de 125, 500, 1000 y 1000 pg/mL sobre E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus y MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) respectivamente (117).
Valores mucho més bajos que los obtenidos por Samir et al., quienes obtuvieron
concentraciones de 1500, 1200, 1500, 1500,1500 pg/mL sobre E. coli, S. Typhimurium, S.
mutans, K. pneumoniae y MRSA respectivamente (115). El trabajo de Abeer et al., también
reportaron resultados similares con una CMI de 1500 pg/mL sobre bacterias MDR de K.
pneumoniae, P. aeruginosa, y A. baumannii (114). Ademas, Pefia-Juarez et al., también
obtuvieron valores de CMB de 1000 pg/mL (118). Estos datos obtenidos tanto por el
ensayo de CMI y CMB revelarian que la variedad de valores obtenidos dependeria de
factores como, agente reductor (quimico, fisico o bioldgico) utilizado para la sintesis, el
método de sintesis utilizado, tamafio de las nanoparticulas obtenidas, concentracion de las

AgNPs, susceptibilidad de la cepa, tipo de cepa utilizada, entre otros.

Todos los datos obtenidos por los 3 ensayos fueron procesados mediante el software
estadistico IBM SPSS version 25, los resultados obtenidos por el ensayo de difusion con
disco mostraron que existia una diferencia significativa entre los 3 diferentes grupos
utilizados, mientras que los resultados obtenidos por la CMI y la CMB no existia diferencias
estadisticas para el grupo de nanoparticulas dispersa en agua y el grupo de nanoparticulas

dispersas en alcohol.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El tiempo 6ptimo para sintesis de las AgNPs fue a los 80 minutos, una temperatura
de 70° C, una agitacion constante de 4 000 rpm y una proporcion de 1:3 extracto
acuoso: AgNO3 respectivamente.

La caracterizacion UV-Vis logro determinar la sintesis de AgNPs con un pico de
resonancia de plasmon superficial a los 435 nm, ademas, la caracterizacién mediante
XDR revel6 que los picos encontrados en la muestra coincidian con los indices de
Miller en los angulos asignados para la plata, confirmando la presencia de AgNPs
en la muestra, también con los datos obtenidos se calculé un tamafio de cristalito de
8,25 nm.

Las nanoparticulas de plata presentaron una efectividad significativa sobre las
enterobacterias resistentes a antimicrobianos utilizadas, especialmente AgNPs
dispersas en alcohol; donde, todos los aislamientos presentaron una alta sensibilidad,
con una media de didmetro ZOI de 23,78 mm, mientras que para las AgNPs dispersas
en agua, los aislamientos presentaron una sensibilidad baja con una media de 13,32
mm, las pruebas estadisticas revelaron la existencia de diferencias significativas
entre los grupos de tratamiento, asi lo confirmaron los datos obtenidos mediante la
escala de Duraffourd.

También se determinaron los valores de la CMI y la CMB con valores promedio
193,75 pg/mL y 612,5 pg/mL respectivamente, donde las pruebas estadisticas
revelaron que no existieron diferencias significativas en los valores de los

tratamientos.
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5.2. Recomendaciones

e Utilizar pruebas adicionales de caracterizacion como TEM, SEM, DLS, FTIR, para
obtener mas datos sobre las AgNPs sintetizadas.

e Utilizar un disolvente con un coeficiente de tension superficial menor al del agua
que no presente efecto bactericida.

e Aplicar las nanoparticulas de plata sintetizadas sobre otro tipo de bacterias.
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APENDICES

Apéndice N° 1.

Lugar de recoleccion de las hojas de olivo.
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Fig N° 13. Ubicacion geografica del olivar Agroindustrial Casa Grande, Centro Poblado La
Arenita, Distrito de Paijan, Provincia de Ascope, Region La Libertad.
Fuente: Imagen creada por el autor a partir de Google Maps 2024.
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Apéndice N° 2. Agitador de placa caliente

Fig N° 14. Agitador de placa caliente de la marca Thermo Scientific, modelo SP131325,
utilizado para la obtencidn del extracto de las hojas de olivo y para la sintesis de las AgNPs.
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Apéndice N° 3. Ultracentrifuga Hermle Z 36 HK

Fig N° 15. Ultracentrifuga de la marca Hermle, modelo Z 36 HK, utilizado para la
sedimentacion de las AgNPs luego de la sintesis.

Apéndice N° 4. Limpiador Ultrasénico

Fig N° 16. Ultrasonicador la marca Branson, modelo 2510-DTH, utilizado para los lavados
y la dispersion de las AgNPs.
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Apeéndice N° 5. Espectrofotometro de luz ultravioleta-visible

Fig N° 17. Espectrofotdmetro de luz ultravioleta-visible de la marca Perkin Elmer, modelo
Lambda 750, utilizado para la ubicacion del pico de resonancia del plasmdn superficial
durante la caracterizacion de las AgNPs.

Apéndice N° 6. Difractémetro de rayos X

Fig N° 18. Difractometro de rayos X de la marca Rigaku, modelo MiniFlex600, utilizado
para la caracterizacion cristalina de las AgNPs.
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Apéndice N° 7. Distribucion de los discos para la evaluacion del efecto bactericida de

las OLE-AgNPs

Numero de cepa ‘ Agua destilada | Nimero de disco

Sustancia agregada en el disco ‘

@ @ O,

Imipenem OLE-AgNPS A OLE-AgNPS B

\
\ @

Alcohol

Fig N° 19. Distribucion de los discos por grupo de tratamiento cada disco estuvo embebido
con 20 pL de las siguientes soluciones, G1: Agua destilada, G2: Imipenem, G3: OLE-
AgNPs A, G4: OLE-AgNPs B, G5: Alcohol de 96° de pureza.

Apéndice N° 8. Preparacion de las soluciones madre de las AgNPs

- 9 P
Fig N° 20. Preparacion de las soluciones madre de las OLE-AgNPs A y OLE-AgNPs B para
NPs dispersas en agua y en al alcohol respectivamente.
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Apeéndice N° 9. Diluciones dobles de las soluciones madre de las OLE-AgNPs

Solucién madre
OLE-AgNPs B

Solucién madre
OLE-AgNPs A

Fig N° 21. Diluciones madre para determinar la CMI, las diluciones quedaron en el
siguiente orden D1: 1000 pg/mL, D2: 500 pg/mL, D3: 250 pg/mL, D4: 125 pg/mL, D5:
62,5 ug/mL, D6: 31,25 pg/mL, D7: 15,62 pg/mL, D8: 7,81 ug/mL, D9: 3,91 pg/mL, y
D10: 1,95 pg/mL para ambas soluciones madre.

Apéndice N° 10. Caldo Muller-Hinton con Rojo de Fenol Enriquecido con Glucosa
(CMHRFEG) y Solucién de rojo de fenol.

2,2 gde 100 mL de
caldo Mdller- + agua I:E:I
Hinton destilada
|
0,5 g de 235,8 mL de
lucosa Rojo de fenol agua
° destilada
eﬁ:::dsen::::o 30 mL de rojo 250 mL de
< de fenol Rojo de fenol
con glucosa

Caldo Miller-Hinton

\
100 mL caldo
Miller-
Hinton

\

enriquecido con glucosa
mas rojo de fenol

Fig N° 22. Esquema para la preparacion del caldo Muller-Hinton enriquecido con glucosa
mas rojo de fenol.
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Rojo de Fenol CMHRFEG

Apéndice N° 11. Preparacion de Inoculos

Fig N° 23. Preparacion del Inéculo de los aislamientos a una concentracion equivalente al
tubo N° 0,5 en la escala de McFarland.
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Apéndice N° 12. Distribucion de las soluciones en microplaca

DILUCIONES DE LAS OLE-AgNPs
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Fig N° 24. Distribucion de las soluciones de nanoparticulas dispersas en agua (OLE-
AgNPs A) y en alcohol (OLE-AgNPs B) en la microplaca de 96 pocillos para la
determinar la CMI.

OLE-AgNPs B OLE-AgNPs A
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Apéndice N° 13. Distribucidon de los in6culos en placa para determinar la CMB

Fig N° 25. Distribucién en placa de los in6culos tomados a partir de los aislamientos
donde no se encontro crecimiento en la CMI, para determinar la CMB.

Apeéndice N° 14. Tabla con los célculos obtenidos para el tamafio del cristalito de las
OLE-AgNPs mediante la formula de Debye-Scherrer

Parametros
K &A@ # Posicion FWHM  FWHM FWHM 0 (rad) D (nm)
) del pico medido  error B (°) propio B
26 (°) B(®) (®)
0,89 1,54 38,1016 0,9846 0,09791 0,88669 0,3324 9,3700

44,0202 1,7230 0,09791 1,62509 0,3841 5,2100

64,4521 0,9557 0,09791 0,85779 0,5624 10,8200

AW -

77,0698 1,4186 0,09791 1,32069 0,6725 7,6000

Promedio de los 4 picos 8,2500

K: Constante de Debye-Scherrer. A: Longitud de onda de rayos X (A). FWHM medido:
Valores del ancho médio de pico obtenidos por el software de rayos X. FWHM
error:Valores obtenidos por el software de rayos X para el error del ancho médio de pico.
FWHM propio: Valores obtenidos al restar los datos FWHM error de los datos FWHM
medido. 8: Angulos medido en radianes. D: Tamafio de cristalito em nm.
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Apéndice N° 15. Tabla con los aislamientos trabajados y los medicamentos a los que
presentaron resistencia

Numero de Cepa Cédigo Aislamientos Medicamentos a los que presentan resistencia
1 376599 E. coli AMP CN
2 376961 Pantoea sp AMP SXT
3 378586 B C. neteri AMP CTX CRO CAZ CAR
4 377551 Enterobacter sp. AMP SXT FOX AMC CN
5 377191 Yersina sp. AMP SXT C TZP
6 375472 B E. coli AMP SXT CN
7 377912 Proteus sp. AMP SXT NA
8 377411 L. adecarboxylata | AMP SXT
9 377348 Yersinia sp. AMP SXT
10 377162 Klebsiella sp. AMP CAZ FOX

AMP: Ampicilina, CN: Gentamicina, SXT: Trimetoprima-sulfametoxazol, CTX:
Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima, CAR: Carbenicilina, FOX:

Cefoxitina, AMC: Amoxicilina-Ac. Clavuléanico, C: Cloramfenicol, TZP: Piperacilina-

tazobactam, NA: Acido nalidixico.
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Apéndice N° 16. Medicion de los diametros ZOI para cada cepa

Agua destilada Imipenem OLE-AgNPs A OLE-AgNPs B Alcohol
Nimero de
cepa
Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 33.1mm 36.5mm 32.9mm 11.0mm 121mm | 133mm | 20.7mm | 219mm | 202mm | 7.7mm 8.2 mm 9.4 mm
2 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 321 mm 32.5mm 34.0mm 13.6mm 150mm | 139mm | 228mm | 255mm | 253mm | 85mm 1.5mm 7.5mm
3 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 33.2mm 32.7mm 32.1mm 15.3 mm 1B3Omm | 128mm | 282mm | 253mm | 24Imm | 8.6mm 6.6 mm 6.9mm
4 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 34.5mm 28.2mm 27.2mm 10.5mm No0mm | 123mm | 184mm | 202mm | 213mm | 103mm | 66mm B.3mm
5 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 35.3 mm 30.5mm 33.4mm 13.6mm 148mm | 15imm | 241mm | 254mm | 252mm | 7Zimm | 100mm | 94mm
[ 0.0mm 0.0 mm 0.0 mm 37.7mm 37.3mm 34.2mm 13.5mm 134mm | 13.6mm | 240mm | 232mm | 23.8mm | 74mm 6.8 mm 7.1mm
7 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 34.1mm 36.6 mm 35.1mm 11.4mm 10.2mm | 140mm | 240mm | 246mm | 263mm | 6.6mm 7.0mm 9.5mm
8 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 34.0mm 34.0mm 38.0mm 12.9mm 158mm | 135mm | 239mm | 205mm | 220mm | 74mm | 103mm | B.0mm
9 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 32.9mm 33.5mm 33.4mm 13.9mm U5mm | 47mm | 27.0mm | 255mm | 250mm | 61mm 8.5 mm 9.5mm
10 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 30.0 mm 31.0mm 33.0mm 13.2mm 158mm | 147mm | 265mm | 247mm | 238mm | 70mm | 103mm | 11.3mm
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Apeéndice N° 17. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis para determinar si hubo
diferencia entre las medias los grupos de tratamiento

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesi= nulz Prueba Sig. Decision

Frueba de

Kruskal-

La distribucian de DIAMETRO Z0I Rechazarla

1 ezla misma entre las categorias de“r:ﬂ!i;trggm 000  hipotesis
TRATAMIENTOS. independiante nula.
=

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion ez de 0f

Apeéndice N° 18. Prueba estadistica Chi-cuadrado para determinar la diferencia de
sensibilidad para cada tratamiento

Tabla cruzada TRATAMIENTOS"ESCALA DE DURAFFORD
Recuento
ESCALA DE DURAFFORD

ML SUMAMEMNTE
FILILA SEMSIBELE SESIELE SEMSIELE Total
TRATAMIEMNTOS OLE-AgMFS A [} 5] 4 n] 10
OLE-AgMFPS B a u] [u} 10 10
Alcohol 4 5] [u} n] 10
Total 4 12 4 10 30
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn
asintatica
walor df (bilateral)
Chi-cuadrado de 42 000% 000
Fearson
Razdn de verosimilitud 449 281 000
Asociacion lineal por 2677 102
lineal
I de casos validos 30

a. 12 casillas (100,0%) han esperado un recuento menar que
5. Elrecuento minimo esperado es 1,33,
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Apéndice N° 19. Microplacas antes y despueés de la incubacion; y valores de las CMI

para cada cepa
Namere de OLE-AgNPs A OLE-AgNPs B
cepa R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 62.5 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mlL 125 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL
2 125 pg/Mml 125 pg/mlL 125 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL
3 125 pg/mL | 125 pe/mL 250 pg/mL | 250 pe/mL - 250 pg/mL | so0 pe/mL '
4 500 pg/mL | 1000 pe/mL 1000 pg/mL | s00 pe/mL 500 pg/mL | 500 pe/mL
5 65.5 pg/mL | 125 pe/mL 125 pg/mL 125 pe/mL 125 pg/mL | 125 pe/mL
6 31.5 pg/mL | e2s pe/mL 62.5 pg/mL | 625 pe/mL | e2s pe/mL | 125 pe/mL
7 125 pg/mL 125 pg/mlL 250 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL
8 62.5 pg/mL 125 pg/mlL 125 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL
9 125 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 62.5 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL
10 125 pg/mL | 250 pe/mL 250 pg/mL | 125 pe/mL | 125 pe/mL | 250 pe/mL '

Apéndice N° 20. Prueba estadistica de Mann-Whitney para determinar diferencias

entre los tratamientos aplicados en la CMI

Estadisticos de pn-ru‘\ahnafal

(=ig. unilateral})]

CMIl OLE- CMIl OLE-

AghlFs A AgHFPs B
L de Mann-Whitney 1,000 3,000
WWode Wilcoxon T.000 9,000
ME -1,650 -1,000
Sig. asintdticalbilateral) agg AT
Significacidn exacta [2* .2o0b ;700"

b. Mo corregido para empates.

a.VWariahle de agrupacidn: NUMER O DE CEPAS
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Apéndice N° 21. Valores obtenidos de la CMB para cada cepa

Némero de OLE-AgNPs A OLE-AgNPs B
cepa | R1 R2 - R3 R1 R3 R3

1 500 pg/mL 1000 pg/mL | 500 pg/mL 250 pg/mL 500pg/mL | 250pg/mL |
2 1000 pg/ml 1000 pg/mL 500 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL
3 1000 pg/ml 500 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
a 1000 pg/ml 1000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL
5 250 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL
6 500 pg/mL 1000 pg/mL | 500 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL | 1000 pg/mL |
7 500 pg/mL 500pg/mL | 1000 pg/mL 500 pg/mL 1000pg/mL | 500pg/mL |
8 500 pg/mL 500pg/mL | 1000 pg/mL 500 pg/mL 500pg/mL | 1000 pg/ml |
9 1000 pg/ml 500 pg/mL 500 pg/mlL 500 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
10 500 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL

Apéndice N° 22. Prueba estadistica de Mann-Whitney para determinar diferencias

entre los tratamientos aplicados en la CMB

Estadisticos de plruel:naiEl

(sig. unilateral)]

CMB OLE- CME OLE-
AghPs A AQMNFPs B
L de Mann-Whitney 3,000 Jhoo
W de Wilcoxon 5,000 6,500
z - 745 -1,826
Sig. asintdtica(bilateral) JAEE JE8
Significacidn exacta [2* 7oob Aoob

b Mo corregido para empates.

a. Variable de agrupacion: NUMERO DE CEPAS
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ANEXOS

Anexo N° 1. Férmula de Debye-Scherrer utilizada para el célculo del tamafio de
cristalito.

KA
pcosl

K = Constante de Debye-Scherrer.

A = Longitud de onda de rayos X (A).

B = FWHM (Full Width at Half Maximum) Ancho medio de pico.
0 = Angulo medido en radianes.

D

Anexo N° 2. Tarjeta de identificacidn para el difractograma correspondiente a la plata
en polvo obtenida mediante el software PCPDFWIN.

, 3 PCPDFWIN

POFNumber Search Print View Data Conversion Window Clesr Help
£4 PDF # 870720, Wavelength = 1.54060 (&)

87019 Cualty. C Ag
45 Nomber: Sitves A &

Bet: Calculated from ICSD using POWD 124+, (1997)
{‘,‘;ﬁﬁ%’o“k”% S | Ref Bocherer, G, lfiard A Natwisssnschaten, 41, 471 (1954)
Dx 10571 Den 10500
Sye: Cubic
Lattice: Face-centered
S.G.: Fm3m {225)
Cell Parameters:
34077 b c
PR S | ||

) 30 20 15 13 did)

-

Intensity

Fixed Shit
- 14770

Ificor 17.20
Aad: CuKal

5
Lambda: 1.54050 dial  Intd bk da] It h k|

1

2

h k1
Fiter 23540 S99 4415 223 2 2 0 (11770 61 2 2 2
3=t

d-sp: calculated 20386 452
ICSD # . 064597

Mineral Name:
Siver 3C
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