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RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antibioticos constituye un problema mundial de salud
publica ya que supone una amenaza para la continuidad de la eficacia de muchos
antibidticos utilizados actualmente, lo que conlleva a su vez a un incremento en la tasa de
morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas. Una estrategia prometedora para
combatir esta resistencia es la combinacion de un antibidtico tradicional con
nanoparticulas de plata, las cuales muestran un amplio espectro de propiedades

antibacterianas.

En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio de deteccion, caracterizacion y
cuantificacion de nanoparticulas de plata en distintas muestras de antibiéticos y del efecto
antibacteriano y la existencia de posibles efectos sinérgicos como consecuencia de la
combinacion de los antibioticos y las nanoparticulas. Para el estudio fisicoquimico de las
muestras se han aplicado distintas metodologias analiticas como digestion 4acida,
lixiviacion de las muestras no solubles, ultrafiltracion o extraccion en punto de nube; y
las técnicas de microscopia electrdnica, reflectancia y espectrometria de absorcion
molecular y atdbmica. Para el estudio de la sensibilidad bacteriana y la determinacién de

efectos sinérgicos se ha realizado un método de difusion y uno de dilucién.

Los resultados obtenidos confirman la presencia de nanoparticulas de plata en las
muestras de antibioticos y permiten obtener informacion sobre el tamafio y el estado de
agregacion de las mismas y cuantificar la plata total, la plata (1) y las nanoparticulas de
plata presentes en las muestras. Los resultados microbiolégicos demuestran la
susceptibilidad de algunas de las muestras frente a distintas bacterias y los efectos
sinérgicos que se producen al combinar antibidticos con nanoparticulas de plata.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas siguen siendo durante el siglo XXI una de las causas
mas importantes de muerte en la humanidad, aunque su contribucién relativa ha ido
disminuyendo desde el siglo XIX. La introduccion de los antibidticos en la practica
clinica en la década de los cuarenta del siglo pasado supuso un gran control de las
enfermedades y aumentd en varios afios la esperanza de vida de la poblacion.

Los antibidticos han salvado millones de vida y han supuesto una revolucion en la
medicina; sin embargo, desde hace afios una amenaza creciente deteriora la eficacia de
estos farmacos: la resistencia bacteriana. La resistencia bacteriana a los antibioticos se
define como la capacidad de una bacteria para sobrevivir en concentraciones de
antibidtico que inhiben o matan a otras de la misma especie.* Este fendémeno constituye
un problema mundial de salud publica y determina un incremento en la tasa de morbilidad
y mortalidad por enfermedades infecciosas tanto en los paises subdesarrollados como en

los méas avanzados.

La investigacion bacterioldgica a lo largo de los afios demuestra la rapida progresion
de la resistencia bacteriana a los antibioticos. Cada vez que se ha empleado un nuevo
antibiotico las bacterias se han adaptado a €l con mayor rapidez, necesitando en general
s6lo de dos a cuatro afios para desarrollar nuevos mecanismos de defensa.? Al poco
tiempo de introducirse la penicilina en la préactica clinica la gran mayoria de las cepas de
Staphylococcus aureus eran sensibles, mientras que actualmente lo son menos del 5-10%.
Lo mismo ocurre con las cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae; a principios
de la década de los ochenta eran sensibles a la cefotaxima y actualmente son resistentes

el 13 y 16%, respectivamente, de los aislamientos de hemocultivos en Espaiia.*

Development of resistance

Penicillin (1942) Penicillinase spread (1945)
Transferable penicillinase in Gonococcus (1976)
Penicillin-resistant Enterococcus (1983)
Streptomycin (1947) Streptomycin resistance (1947)
Tetracycline (1952)  Tetracycline resistance (1956)
Vancomycin (1958)  Rarely used until the mid 1980s
Vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) (1987)
Vancomycin intermediate resistant S. aureus (VISA) (1996)
Vancomycin-resistant S. aureus (VRSA) (2002)
Methicillin (1959)  Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) (1961)
Community-acquired MRSA (1999)
Cephalothin (1964)  Cephalothin resistance: 1t cephalosporin (1966)
Gentamicin (1967)  Gentamicin resistance (1970)
Cefotaxime: FDA approved (1981)  Cefotaxime resistance (1983)
First outbreak of 3™ cephalosporin-resistant K. pneumoniae (1987)
Imipenem, 1%t carbapenem (1984)  Carbapenem-resistant Acinetobacter baumanii (1998)
Linezolid, first oxazolidinone: FDA approved (2000) Linezolid-resistant S. aureus and VRE (2001)

Development of antibiotics

Fig. 1: Historia del desarrollo de los antibiéticos vs. descubrimiento de la resistencia bacteriana®



La resistencia de las bacterias a los antibidticos puede ser natural, provenir de
mutaciones o bien originarse por transferencia de genes. Cuando todas las cepas
pertenecientes a la misma especie son resistentes a un antibiotico, se habla de resistencia
intrinseca. Esta puede producirse por particularidades de la pared bacteriana que impiden
acceder el antibidtico a su diana, como en el caso de Pseudomonas que son resistentes a
muchos antibidticos por impermeabilidad de la membrana. Cuando la resistencia
bacteriana sélo aparece en algunas cepas de una especie normalmente sensible se habla
de resistencia adquirida, que es la forma mas habitual de su presentacion y puede ser por
mutacion, mediante transmision vertical, o por la adquisién de nuevos genes, mediante

difusion horizontal .2

Los mecanismos por los que las bacterias se vuelven resistentes son: alteracion o
inactivacion del antibiotico por la produccion de enzimas que hidrolizan o modifican la
molécula, alteracion de la permeabilidad de la membrana, expulsién de farmacos por

bombas de eflujo y alteracion de las proteinas diana.? *

Los mecanismos por los que las bacterias pueden intercambiar material genético y
asi adquirir los distintos genes de resistencia pueden ser: transformacion (adquisicion e
incorporacion de DNA exdgeno desnudo), transduccidon (el vector es un virus bacteriano)
y conjugacion (el DNA se transfiere de una bacteria donante a una bacteria receptora a
través de contacto celular). La conjugacion esta mediada por plasmidos, que son
fragmentos circulares de DNA bicatenario que contienen genes de resistencia y poseen la
capacidad de replicarse independientemente del sistema de duplicacion del material
genético de la bacteria. Un mismo plasmido puede contener varios genes de resistencia,

lo que permite que la bacteria se vuelva multirresistente en una sola etapa de replicacion.?

1.1. Los antibioticos

Los antibidticos son sustancias quimicas naturales o semisintéticas producidas por
varias especies de microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el
crecimiento de otros microorganismos originando su destruccion. Los antibioticos
presentan diferencias pronunciadas en sus propiedades fisicas, quimicas Yy

farmacoldgicas, espectros antibacterianos y mecanismos de accion.>

A continuacion, se van a describir las caracteristicas generales de los antibidticos

utilizados en este trabajo:



- Penicilina: constituye uno de los grupos de antibioticos
de mayor importancia en el mundo actual. Su estructura basica @
esta formada por un sistema ciclico p-lactamico unido a un N
anillo tiazolidinico que origina el acido 6-aminopenicilanico. © 2
Este nucleo es el elemento estructural fundamental para su g

Penicilina G
actividad biologica. La transformacion metabolica o alteracion . i
Fig. 2: Estructura quimica de

quimica de esta parte de la molécula produce la pérdida de toda !a penicilina G°

actividad bacteriana.®

Las penicilinas son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la pared celular
bacteriana e inducen un efecto autolitico que destruye el peptidoglucano. La destruccion
de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la inhibicion de la Gltima

etapa de la sintesis del peptidoglucano por la similitud estructural de la penicilina.®

El espectro antimicrobiano de las penicilinas incluye bacterias Gram-positivas,
Gram-negativas y espiroquetas. La penicilina G es muy activa contra bacterias Gram-
positivas, pero su actividad contra algunas bacterias Gram-negativas como Klebsiella sp.

y Pseudomonas aeruginosa no es suficiente.

- Eritromicina: es un antibiotico con un anillo de 14 carbonos que pertenece al grupo

de los macrolidos. Se utiliza en pocas aplicaciones clinicas. 0

HsC.

La eritromicina se une a la subunidad 50S del RNA e

HyC™"] "CHy N
., HO
ribosomico inhibiendo la sintesis de proteinas. Es efectiva " i oLl en,
o “0 OCH3
frente a un amplio espectro de microorganismos. Entre los CHo w
O OH

CHs
Fig. 3: Estructura quimica de

N : J. o 3L
eritromicina se incluyen Streptococcus, Staphylococcus '@ eritromicina

microorganismos  Gram-positivos  susceptibles a la

aureus y Corynebacterium spp. Otros microorganismos susceptibles son Listeria

monocytogenes, Chlamydia trachomatis o Mycoplasma pneumoniae.*®

En este trabajo también se ha utilizado un antifingico Ilamado pimaricina o
natamicina. Esta sustancia previene la aparicion de levaduras y mohos en los alimentos
mediante un mecanismo que dirige el ergosterol hacia la pared celular. Se utiliza en
superficies de quesos curados o madurados y en embutidos, y en pequefias cantidades es

extremadamente eficaz.!!



1.2. Estrategias terapéuticas contra la resistencia bacteriana

Con el fin de superar este problema de resistencia bacteriana es importante
desarrollar estrategias terapéuticas alternativas. Una opcion es la combinacion de
antibioticos de penicilina seleccionados (ampicilina, amoxicilina o piperacilina) con
inhibidores de las P-lactamasas de las bacterias (&cido clavulanico, sulbactam o
tazobactam), aunque numerosas especies bacterianas exhiben mayor resistencia contra

tales combinaciones que bloquean el mecanismo de resistencia bacteriana.?

Otro enfoque prometedor para tratar la resistencia bacteriana es la combinacion de
un antibi6tico tradicional con nanoparticulas de plata. Estas nanoparticulas muestran un
amplio espectro de actividades antibacterianas, antimicoticas, antiinflamatorias y

antiangiogénicas.

Las propiedades bactericidas de las nanoparticulas de plata estan fuertemente
influenciadas por su forma, tamafio, concentracion, estado de agregacion y recubrimiento.
En algunos estudios se ha demostrado que nanoparticulas de plata con la misma area
superficial y distinta forma muestran distinta actividad bactericida, lo que puede ser

atribuido a variaciones en el area superficial efectiva de las nanoparticulas.®

En general, las nanoparticulas de plata de menor tamafio son més efectivas ya que
conducen a una mayor permeabilidad de la membrana de la bacteria, dafio y muerte
celular, y por tanto, un mayor efecto antibacteriano. Se ha demostrado que el efecto
antimicrobiano mejorado de las AgNPs se debe a su alta relacion superficie-volumen que

permite que las nanoparticulas interaccionen con la membrana bacteriana.

Las propiedades antibacterianas de las AgNPs estan influenciadas por el espesor y
composicion de la pared celular de las bacterias. Las bacterias Gram-negativas son mas
susceptibles a las AgNPs que las Gram-positivas. Esto se debe a que las Gram-positivas
tienen una pared celular compuesta por una capa de peptidoglucano mas gruesa (30 nm
de espesor) y mayor cantidad de peptidoglucano que las Gram-negativas (3-4 nm de
espesor). Por tanto, en las Gram-positivas esta capa mas gruesa impide la accion de las
nanoparticulas en la pared celular y las hace més resistentes al efecto antibacteriano de
las AgNPs. Ademas, las bacterias Gram-negativas contienen lipopolisacaridos (LPS) en
la membrana celular que contribuyen a la integridad estructural de la membrana. Sin
embargo, la carga negativa de los LPS promueve la adhesion de las AgNPs y hace que

las bacterias sean mas susceptibles.™



El efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata esta ligado a cuatro

mecanismos;13 14 1

1) Adhesién de las AgNPs a la superficie de la pared celular y membrana: la carga

superficial positiva de las AgNPs interacciona con la carga negativa de la membrana
celular a través de interacciones electrostaticas y facilita la adhesion. Esto produce
cambios morfoldgicos, la contraccién del citoplasma y el desprendimiento de la
membrana que conlleva a la ruptura de la pared celular. Ademas, la interaccion de las
AgNPs con los grupos azufre y tiol de las proteinas presentes en la pared celular produce

cambios irreversibles en la estructura celular y su ruptura.

2) Penetracion de las NPs dentro de la células y dafio de estructuras intracelulares

(mitocondrias, vacuolas, ribosomas) y biomoléculas (proteinas, DNA, lipidos): tras la

adhesion de las AgNPs a la membrana celular, éstas pueden penetrar en las células e
interaccionar con estructuras celulares y biomoléculas y afectar al funcionamiento celular
vital, que pueden conducir a la muerte de la bacteria. Los iones Ag" liberados de las
AgNPs también pueden interaccionar con los enlaces disulfuros y grupos tiol de las

proteinas y el DNA y provocar dafos celulares.

3) Toxicidad celular inducida y estrés oxidativo causado por la generacién de

especies reactivas de oxigeno (ROS): la generacion de ROS y radicales libres (H202, ‘O,

*OH y HCIO) produce un incremento en los niveles de estrés oxidativo que a su vez,
causa dafio en la membrana mitocondrial y conduce a la necrosis y muerte celular. Los
iones Ag* liberados de las NPs generan ROS e inhiben las enzimas de la cadena

respiratoria.

4) Modulacién de las vias de transduccidn de sefales: el ciclo de fosforilacion y

desfosforilacion en cascada es el mecanismo de retransmision de sefiales en
microorganismos para el crecimiento microbiano y la actividad celular. Las AgNPs

inhiben la fosforilacion de las proteinas y con ello, el crecimiento bacteriano.

En la Fig. 4 se observa un esquema de los mecanismos de accion bactericida de las
AgNPs:

10



1
Adhesion to the cell b

AgNPs—> Alters membrane structure & permeability
2 \ Leakage of cellular content & ATP

Penetration inside the Impair transport activity

cell and nucleus 3
Cellular toxicity and
ROS generation
— e
Mitochondrial dysfunction Oxidize proteins & lipids
Oxidize DNA base
Destabilize and denature
g - 4
Proteins 12} - 2 "
@ Modulation of cell signaling
Des\!abilm‘ ribosomes : 3 3 T———/
i T
Ribosomes “Nucleu‘s G /
Interatt with DNA 3 .

Endoplasmic
reticulum

Fig. 4: Esquema de los mecanismos de accion antibacteriana de las AgNPs?3

Existen numerosos estudios que demuestran efectos sinérgicos entre distintos
antibioticos y AgNPs. Baker et al. observaron un aumento del incremento de las zonas de
inhibicion como consecuencia del aumento del efecto bactericida frente a Bacillus cereus,

S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Klebsiella
Bacitricin
20

pneumoniae, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium 15 Setnsins : ‘I

16 | Escherichiacoll

14 Staphylococcus aureus
12
10

L

bacterias resistentes a la bacitracina la actividad del sl s B < i

Nanoparticles

y Vibrio wvulnificus al combinar AgNPs con

Kiebsiella pneumonia

Zone of inhibition

amoxicilina, eritromicina, kanamicina y tetraciclinas.

»

Como se observa en la Fig. 5 demostraron que en

~

o

antibiotico aumentaba e inhibia el crecimiento Fig. 5: Efectos sinérgicos entre AgNPs

1 i inal6
bacteriano.t® y bacitracina

1.3. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica de los antibioticos
modificados con nanoparticulas de plata

Existe una gran variedad de técnicas analiticas para estudiar nanomateriales,'’ pero
aparecen limitaciones cuando se aplica al andlisis de nanomateriales en muestras
complejas. Debido a esto es necesario acoplar técnicas de separacién y de caracterizacién
y cuantificacién entre si, como en el estudio de la liberacion de plata en distintos
nanomateriales en el que se acopla la técnica de espectrometria de masas (ICP-MS) con
el fraccionamiento en flujo (AF4). La labor de investigacion desarrollada en este Trabajo
Fin de Master se enmarca en la linea de investigacion de nanometrologia analitica del
grupo GEAS (Grupo de Espectroscopia Analitica y Sensores). Recientemente, ha dado
lugar a estudios sobre liberacion de plata desde nanomateriales.'® Igualmente, se han
establecido las prestaciones diferenciales en cuanto a utilizar Dwell Times en el rango de

microsegundos o milisegundos;*® se han desarrollado aplicaciones para la caracterizacion

11



de nanoparticulas de CeO,?™ 2! y diversos estudios relativos a nanotoxicologia

relacionada con la utilizacion de nanomateriales base plata.?% 23 24

A continuacion, se van a describir brevemente las técnicas analiticas utilizadas en
este trabajo para la deteccion, caracterizacion y cuantificacion de las AgNPs en los

antibidticos, y los métodos microbioldgicos para determinar la capacidad antimicrobiana.
1.3.1. Caracterizacion fisicoquimica

1) Reflectancia: es una técnica que Monocromador
permite la deteccion de nanoparticulas de T

€Espejo

€Esfera
Integradora

plata en  muestras  solidas.  Los

espectrofotdmetros de reflectancia miden la e ) e

Matriz de fotodetectores

)

cantidad de luz reflejada por una superficie

en funcion de la longitud de onda para

E " lluminacién difusa
_ li
obtener un espectro de reflectancia. La Uz ... cocto de s muestre o

Muestra de color

que se refleja a 90° de la superficie de

. . Fig. 6: Esquema del funcionamiento de un
medida se Ilama reflectancia especular. La espectrofotémetro de reflectancia®
luz que es dispersada en el resto de
direcciones se denomina reflectancia difusa y la suma de ambas reflectancias se llama
reflectancia total. Para medir el color de un espécimen del mismo modo que se ve, la
reflectancia especular debera excluirse y sélo deberd medirse la reflectancia difusa. El
color de un objeto puede parecer diferente debido a las diferencias en el nivel de la

reflectancia especular.?®

En el espectro de reflectancia caracteristico de las AgNPs aparece un méaximo en
torno a 400 nm correspondiente con la banda de resonancia de plasmon superficial.

2) Espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis (MAS UV-vis): esta técnica

permite detectar y caracterizar nanoparticulas de plata en suspensiones acuosas. La
longitud de onda del maximo de absorcion se asocia con el tamafio promedio de la
particula. Las AgNPs presentan una banda de absorcion correspondiente a la resonancia
de plasmon superficial localizado en el visible, en torno a 400 nm. El desplazamiento de
la banda depende del tamafio de la NP y del entorno quimico. Un desplazamiento a

longitudes de onda mayores es indicativo de la aglomeracion de las NPs.2
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3) Microscopia electronica: es una técnica basada en la aplicacion de un haz de

electrones y presenta una alta resolucion. Una de las técnicas més destacadas es la
microscopia electronica de barrido, en la que el haz de electrones interacciona con la
superficie de la muestra y se detectan los electrones secundarios. Se considera una de las
técnicas mas potentes para la identificacion y caracterizacion de nanoparticulas y permite

obtener informacion sobre el tamafio, forma y estado de agregacion de las mismas.

4) Espectroscopia de absorcién atbmica con atomizacion en llama (F-AAS): es una

técnica para la determinacion analitica de elementos. Esta basada en la atomizacion del
analito mediante una llamay la posterior medida de la absorbancia a su longitud de onda
caracteristica. Se puede determinar la concentracion total de plata en las muestras (Ag(l)
+ AgNPs) o realizar una separacion previa de las NPs y de la plata disuelta para

cuantificarlas por separado.
1.3.2. Caracterizacion microbioldgica

Para determinar la eficacia de los antibidticos se requieren métodos en los que se
estudia la sensibilidad bacteriana a los mismos.

1) Método de difusion: es un método cualitativo que permite clasificar a un

microorganismo como sensible o resistente. Se basa en la medicion de un halo que
aparece alrededor de la muestra como consecuencia de la inhibicion del crecimiento del
microorganismo debido a la presencia del antibiético. Un mayor halo de inhibicion indica
una mayor susceptibilidad de las bacterias ante el antibidtico estudiado. La ventaja de este
método es la posibilidad de evaluar multiples antibidticos y concentraciones a la vez
frente a uno o varios microorganismos. Sin embargo, la utilizacion de la técnica

dependera siempre de la difusion del agente en el medio.?” 2829

2) Método de dilucion: es un método cualitativo que permite determinar la

concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion bactericida minima (CBM).
Se basa en la determinacién del crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones decrecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de
cultivo (caldo o agar). La CIM se define como la menor concentracion de antimicrobiano
que a simple vista inhibe completamente el crecimiento del microorganismo y
corresponde con la ausencia de turbidez en los pocillos.®® La CBM se define como la
concentracion del agente bactericida necesaria para matar el 99,9% de la poblacion

microbiana y corresponde con la ausencia de crecimiento bacteriano en la placa.?® 3t
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2. OBJETIVOS

El proyecto desarrollado en este Trabajo Fin de Master forma parte de una de las
lineas de la investigacion del grupo GEAS (Grupo de Espectroscopia Analitica y
Sensores), que se encuentra integrado en el IUCA (Instituto Universitario de
Investigacion en Ciencias Ambientales de Aragdn). La caracterizacion microbioldgica se
realiz6 conjuntamente con el Departamento de Microbiologia, Medicina Preventiva y

Salud Publica de la Universidad de Zaragoza.
Los objetivos de este trabajo son:

- Detectar, caracterizar y cuantificar las nanoparticulas de plata presentes en las
muestras de antibidticos aplicando distintas metodologias y técnicas analiticas, como
espectroscopia de absorcion molecular UV-vis, espectroscopia de absorcién atomica,

reflectancia y microscopia electronica.

- Estudiar el efecto antibacteriano de las muestras de antibioticos convencionales
modificados con nanoparticulas de plata.

- Determinar la existencia de efectos sinérgicos como consecuencia de la

combinacion de AgNPs y los antibidticos convencionales.

3. INSTRUMENTACION Y MATERIALES

3.1. Deteccion, caracterizacion y cuantificacion de las nanoparticulas de
plata en los antibioticos

3.1.1. Muestras de antibidticos

Las muestras de antibidticos y el antifingico han sido proporcionados por
Laboratorios Enosan S.L., donde han sido sintetizado a partir de distintos precursores y
métodos de sintesis. Debido a la distinta solubilidad en agua de los antibidticos se va a

distinguir entre antibidticos solubles y no solubles.

Antibidticos solubles

Penicilina G (PG)

Penicilina + AgNPs 1 (4A)

Penicilina + AgNPs 2 (4B)

Penicilina + AgNPs 3 (4C)
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Antibidticos no solubles

Eritromicina (E)
Eritromicina + AgNPs 1 (E1)
Eritromicina + AgNPs 2 (E2)
Eritromicina + AgNPs 3 (E3)
Eritromicina + AgNPs 4 (E4)
Pimaricina

Pimaricina + AgNPs

3.1.2. Materiales y reactivos

Cubetas de cuarzo

Cuentagotas de plastico

Espétulas de laboratorio

Ultrafiltros Nanosep con membrana de poliéter sulfona de 3 kDa (Pall)

Tubos tipo Falcon de polipropileno de 15 mL y 50 mL. Los tubos se dejaron en

un bafio de HNO3 al 10% (v/v) durante al menos 24 horas. Posteriormente, se lavaron con

agua ultrapura y se secaron en la estufa a una temperatura de 60°C antes de su uso.

Tubos Eppendorf

Vasos de precipitados

Acido nitrico HNO3 69% (m/m) (Panreac)
Agua ultrapura (MilliQ Advantage)
Amoniaco NHs 25% (Panreac)

Disolucion patron Ag(l) 1000 mg/L (Fluka)
Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Bio-Rad)
Glicerol anhidro (Scharlau)

Lamina de PET (Mylar)

Na>S203x 5 H20 (Panreac)

Papel de Aluminio
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- Perdxido de hidroégeno H202 30% (Scharlau)

- Suspension de nanoparticulas de plata de 100 mg/L recubiertas con citrato y de 10

nm de diametro (PlasmaChem)

Triton X-114 (Sigma Aldrich)

Todas las disoluciones de estandares y de las muestras se realizaron por pesada. Las

muestras se sonicaron durante 1 minuto justo antes de cada medida.

3.1.3. Instrumentacion y aparatos

Agitador magnético con placa calefactora (IKA)

Agitador orbital anal6gico Reax 2 (Heidolph)

Balanza analitica GH-200 con precision de £0,1 mg (A&D)

Bario de Ultrasonidos Ultrasons-P (J.P. Selecta)

Centrifuga de sobremesa Heraeus Multifugue X1R (Thermo Scientific)

Espectrofotémetro de absorcion atdmica en llama (FAAS) AAnalyst 200 (Perkin

Elmer) con una lampara de catodo hueco con una longitud de onda de excitacion de

328,07 nm y una intensidad de corriente de 15 mA.

Espectrofotémetro de reflectancia CM-2600d (Konica Minolta)
Espectrofotémetro Molecular UV-vis Diode Array V-730 (Jasco)
Cémara incubadora (Ovan)

Micropipetas (Biohit)

Microscopio electronico de barrido de emision de campo Merlin (Carl Zeiss)

3.2. Determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibiéticos

3.2.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que se utilizaron son cepas de referencia de la Coleccion

Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC).

Enterococcus faecalis ATCC 29212: bacteria Gram-positiva, anaerobia

facultativa y que no posee movilidad. Puede presentarse individualmente, en parejas o en

pequefas cadenas.?®
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- Escherichia coli ATCC 25922: bacilo Gram-negativo, con una sola cadena espiral

de DNA, mdvil, aerobio y aerobio facultativo y con flagelos.?®

- Haemophilus influenzae (Hi) ATCC 49247: cocobacilo Gram-negativo y no posee
movilidad. Puede ser aerobio y anaerobio facultativo. Requiere un medio complejo y

factores de crecimiento y crece en medios de agar-chocolate.?®

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: bacterias Gram-negativas con forma de
bacilos rectos o curvados. Tienen un metabolismo aerobio en el que el Oz es el aceptor de

electrones en la cadena respiratoria y son moviles ya que poseen uno o dos flagelos.?

- Salmonella enterica CECT 4300: bacilo Gram-negativo, mdvil, no encapsulado y

con flagelos. Puede ser aerobio o anaerobio facultativo y forma colonias.?

- Staphylococcus aureus ATCC 29213: bacteria Gram-positiva con forma de coco
que se presenta como diplococo, racimos o cadenas de cocos. Son aerobios facultativos y

no poseen movilidad.?®

- Streptococcus pneumoniae ATCC 49619: bacteria Gram-positiva con forma de
coco, anaerobia facultativa, de forma redondeada y con tendencia a formar cadenas. Crece

en medios enriquecidos con sangre y necesita CO; para crecer.?

3.2.2. Medios de cultivo
- Agar-Chocolate (Maim)

- Agar Mueller-Hinton (Difco)

- Agar-sangre: 5% s. carnero (Maim)

- Brain Heart Infusion (B.H.l.) (Difco)

- Suero fisioldgico estéril: NaCl 0,9% (SFE)

3.2.3. Materiales y reactivos
- Agua destilada

- Asade platino

- Discos de eritromicina 15 ug (Bio-Rad)

- Discos de penicilina 6 pug/10 U (Bio-Rad)
- Escala de turbidez 0,5 McFarland

- Gradillas
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- Hisopos esterilizados

- Nitrato de plata AgNOs (Sigma Aldrich)
- Micropipetas (Pipet4u)

- Placas de 96 pocillos

- Placas de Petri

- Puntas estériles de pipeta Pasteur

- Suspensién de nanoparticulas de plata de 100 mg/L recubiertas con citrato y de 10

nm de diametro (PlasmaChem)

3.2.4. Instrumentacién y aparatos

Todo el material utilizado en el analisis bacterioldgico se esterilizd con el fin de evitar
la posible contaminacién por otros organismos o forma esporulada de resistencia. La

esterilizacion se realiz6 en autoclave a 121°C y 1 bar de presion durante 15 min.
- Agitador magnético con placa calefactora (J. P. Selecta)
- Agitador Vortez ZX3 (Velp Scientifica)
- Autoclave 437-P (J. P. Selecta)
- Balanza analitica (Ohaus Corporation)
- Campana extractora Bio-11 A/G (Telstar)
- Estufa de cultivo (Memmert)
- Jarra de anaerobiosis AG25 (Oxoid)
- Mechero bunsen

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Deteccion, caracterizacion y cuantificacion de las nanoparticulas de
plata en los antibioticos

4.1.1. Tratamientos previos

4.1.1.1. Digestion acida

Se llevé a cabo una digestion acida para la determinacidn del contenido total de plata

presente en las distintas muestras de antibioticos.
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Se pesaron 20 mg de muestra en un vaso de precipitados y se afiadieron 2 mL de
HNOs concentrado. Se calent6 hasta ebullicion y se afiadieron unas gotas de H>O>. Se

dejo hervir sin llegar a sequedad.

Posteriormente, a las muestras de penicilina y pimaricina se les afiadio agua ultrapura
hasta un volumen final de 50 mL. A las muestras de eritromicina se les afiadié NHz 1%

hasta un volumen de 40 mL.

Para la cuantificacion de plata total mediante F-AAS se hizo una dilucion previa a la
medida en HNO3z 1% para las muestras de penicilina y pimaricina; y en NHz 1% para las

de eritromicina.
4.1.1.2. Disolucién en agua

Los antibioticos solubles se disolvieron en agua ultrapura para determinar si era
necesario realizar una digestion cida para cuantificar el contenido de la plata total en
dichos antibioticos. Se pesaron 30 mg de muestra y se afiadié agua ultrapura hasta un
volumen final de 5 mL. Para la medida en F-AAS y MAS UV-vis se hizo una dilucion

previa.
4.1.1.3. Lixiviacién

Se llevo a cabo una lixiviacion de los antibidticos no solubles para determinar la

cantidad de plata liberada respecto a la plata total presente en las muestras.

Para ello, se pesaron 20 mg de muestra y se afiadieron 30 mL de agua ultrapura. Se
dejo agitar en un sistema de agitacién rotatorio a una velocidad de 40 rpm a temperatura
ambiente y en ausencia de luz durante 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo, se

centrifugd a 5000 rpm y 20°C durante 30 minutos.

Se realizé una dilucién del sobrenadante con agua ultrapura y posteriormente se
cuantifico la plata liberada mediante F-AAS. Para detectar la presencia de nanoparticulas

mediante MAS UV-vis también se diluyé previamente con agua ultrapura.
4.1.1.4. Ultrafiltracion

Se llevo a cabo la ultrafiltracion para la determinacion directa del contenido de Ag(l)
liberada de las muestras de antibi6ticos. Por diferencia con la concentracién de plata total
obtenida mediante digestion acida en los antibidticos solubles, y de la concentracion de
plata liberada en los antibiéticos no solubles se obtuvo la concentracidon de nanoparticulas

de plata de las muestras. Se utilizaron ultrafiltros de 3 kDa que corresponden a un tamafio
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de poro inferior a los 5 nm (el fabricante establece una equivalencia de 5 nm de tamafio

de poro para los ultrafiltros de 50 kDa).

Para humedecer los ultrafiltros, se lavaron dos veces con agua ultrapura. Para ello, se

afiadieron 500 pL de agua y se centrifug6 a 9000 rpm y 20°C durante 10 minutos.

Posteriormente, se cogieron 500 pL del sobrenadante de las disoluciones lixiviadas
en el caso de los antibidticos no solubles y se afiadieron al ultrafiltro. En los antibidticos
solubles se afiadieron 500 pL de la disolucion en agua ultrapura.

Se centrifug6 a 9000 rpm y 20°C durante 30 minutos. EIl ultrafiltrado se diluyé con

agua ultrapura previamente a la cuantificacion de la Ag(l) liberada mediante F-AAS.
4.1.1.5. Extraccion en punto de nube (CPE)

Se realiz6 la CPE para la determinacion directa de las nanoparticulas de plata de las
muestras. Es un método que preserva el tamafio y la morfologia de las NPs en la muestra
y proporciona una separacion selectiva de las especies disueltas. Se basa en la extraccién
de las AgNPs tras la adicion de un surfactante no idnico (Triton X-114) con el que forman
micelas. Por tanto, las AgNPs se quedan concentradas en la fase rica en Triton, mientras

que la plata disuelta es acomplejada por el Na;S,03y permanece en la fase acuosa.

Para ello, se afiadieron 9,5 mL del sobrenadante de las disoluciones lixiviadas en el
caso de las muestras no solubles, y de la disolucién en agua de los antibi6ticos solubles.
Se ajusto el pH a 3,5 + 0,5. Posteriormente, se afiadieron 0,1 mL de Na2S,03. 5H,0y 0,2
mL Triton X-114 5% y se agit6 para que se mezclaran. Se calent6 en un incubador a 40
+ 2°C durante 30 minutos. Una vez incubado, se centrifugd a 2000 rpm y 20°C durante 5
minutos para que se separaran las dos fases. Se introdujo en un congelador a -18°C durante
10 min y se decant6 el sobrenadante. A la fase de tensoactivo, que queda en el tubo, se le

afiadieron 9,5 mL glicerol 1% y se midié mediante F-AAS.
4.1.2. Reflectancia
Se llevo a cabo la medida de la reflectancia para detectar la presencia de

nanoparticulas en los antibioticos.

Se realizo la calibracion del espectrofotometro de reflectancia. El cero se realizo
dirigiendo al aire el puerto de medida de muestras. Como 100% de reflectancia se fijo la
obtenida para una muestra de referencia que no absorbiera luz en el rango de longitudes

de onda utilizado (BaSO4). Posteriormente, se cogio una pequefia cantidad del antibiotico
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solido y se deposito en un trozo de papel de aluminio. Se puso una lamina de PET sobre

la muestra y se midié con el espectrofotémetro.

La fuente de iluminacién utilizada fue una lampara de xenon y se midié la radiacion

reflejada a 8°.

Para extraer los datos de reflectancia obtenidos se utilizo el software SpectraMagic
NX (Konica Minolta). En el tratamiento de los datos se trabajé con la componente
especular excluida (SCE) ya que la componente especular estaba formada principalmente
por la luz que reflejaba la lamina de PET, y esto variaba la reflectancia obtenida. Por

tanto, sélo se midio6 la reflectancia difusa.

4.1.3. Espectroscopia de absorcion molecular UV-Visible (MAS UV-vis)

Para identificar las nanoparticulas en la muestra se realizé un barrido de longitudes

de onda en el espectrofotometro UV-vis.

Para ello, en una cubeta de cuarzo se afiadieron 2 mL del sobrenadante de las
disoluciones lixiviadas en el caso de los antibidticos no solubles, y de la disolucién en
agua de los antibi6ticos solubles y se realiz6 la medida. EI méximo del pico de resonancia
del plasmdn superficial caracteristico de las nanoparticulas de plata se obtiene en torno a
400 nm.

El barrido de longitudes de onda fue de 200 a 700 nm, la respuesta del instrumento

fueron 0,015 segundos y la velocidad de barrido fueron 200 nm/min.

4.1.4. Espectroscopia de absorcion atdbmica con atomizacion en llama (F-AAS)

Tras preparar las muestras, se midié la absorbancia en el espectrofotometro. Se
programo el equipo para que realizara diez medidas de cada muestra, de las cuales se
obtuvo la media y la desviacién estandar. Para realizar el calculo de las concentraciones
se interpold a una recta de calibrado que se obtuvo a partir de una disolucion patrén de
Ag(l). Larecta de calibrado tuvo concentraciones de 0,5, 1, 2, 5y 10 mg/L Ag y se realiz6

en agua ultrapura, HNOs 1% o NHs 1%, segun el medio de las muestras.

La plata se midi6 con una longitud de onda de excitacion de 328,07 nm. El ancho de
banda espectral era de 2,7 nmy la intensidad de corriente de la lampara de catodo hueco
fueron 15 mA.
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4.1.5. Microscopia electronica de barrido de campo extendido (FESEM)

La caracterizacion de las nanoparticulas de plata en las muestras de antibidticos se
realiz6 mediante FESEM.

La preparacion de las muestras consistié en suspender en agua ultrapura las muestras,
sonicarlas, depositarlas en un portaobjetos que contenia una rejilla de cobre recubierta

con carbono y dejarlas evaporar.

Debido a que en las muestras de antibidticos solubles interfirié la matriz orgénica se
llevé a cabo una ultrafiltracion. Para ello se afiadieron 500 pL en el ultrafiltro y se
centrifugo a 9000 rpm y 20°C durante 15 minutos. La suspension de nanoparticulas que
se quedd en la parte superior del ultrafiltro se transfirié a un Eppendorf. Se deposité la
muestra en una rejilla de cobre recubierta con carbono y se evapord. Una vez preparadas

las muestras se observaron en el microscopio electrénico.

4.2. Determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibioticos

Las cepas de E. coli, P. aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis se encontraban sembradas en un medio de cultivo de agar Mueller-
Hinton. Las cepas de Hi estaban sembradas en placas de agar-chocolate y las de

Streptococcus pneumoniae en placas de agar-sangre.

4.2.1. Método de difusion: antibiogramas

1) Preparacion del medio de cultivo de agar Mueller-Hinton:

Se pesaron 38 g de la mezcla comercial de agar y se disolvieron en un litro de agua
destilada. Se calentd en una placa calefactora hasta llegar a ebullicion y se mantuvo
hirviendo durante un minuto. Se esterilizé en el autoclave durante 15 minutos a 121°C.
Por Gltimo, se depositd el agar en las placas de Petri a una altura de 4 mm y se dejo secar

en la campana extractora.

2) Preparacion de la suspension de bacterias y estandarizacién del inculo:

La turbidez de la suspension se prepar6 con el estandar 0,5 de McFarland, un estandar
turbidimétrico que indica la cantidad de bacterias, y que en este caso corresponde a
1,5x10® UFC/mL. Se cogieron varias colonias con un asa de platino, previamente

flameado, y se disolvieron en un tubo que contenia 4 mL de SFE.
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3) Inoculacidn de la placa y carga de las muestras:

Se sumergid un hisopo de algodon estéril en la suspension de bacterias y se inocul
la placa de Petri frotando con el hisopo. Se dejé secar durante 3-5 minutos a temperatura

ambiente.

A continuacion, se cargaron las distintas muestras de antibidticos en las placas de
Petri inoculadas. Ademas, se realizé un control con un disco del antibi6tico comercial,
con nanoparticulas de plata de 10 nm y con AgNOs a dos concentraciones distintas (50 y
500 pg/mL). Se cargaron 5 pL tanto de las muestras como de los controles. Las muestras
del antibidtico sin nanoparticulas y de las nanoparticulas de plata se cargaron a 20 mm de
distancia para observar si existian efectos sinérgicos, aditivos o antagonicos. En la Fig. 7
se muestra el esquema correspondiente con la distribucidn de las muestras en las placas
de Petri.

E: eritromicina (sin NPs) E1: eritromicina + AgNPs 1
PG: penicilina (sin NPs) E2: eritromicina + AgNPs 2
NPs: AgNPs 10 nm E3: eritromicina + AgNPs 3
500: AgNO3 500 pg/mL E4: eritromicina + AgNPs 4
50: AgNO; 50 pg/mL 4A: penicilina + AgNPs 1
Disco E: eritromicina comercial 4B: penicilina + AgNPs 2
Disco PG: penicilina comercial 4C: penicilina + AgNPs 3

Fig. 7: Esquema de la distribucion de muestras en las placas de Petri

4) Incubacidn de las placas: se incubaron las placas invertidas en una estufa durante
24 horas a 37°C.

5) Lectura de los resultados:

Tras sacar la placa de la estufa, se examind el crecimiento uniforme y confluente de

las bacterias y las zonas de crecimiento bacteriano. Sobre una superficie negra que no
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reflejaba la luz, se midieron los halos de inhibicién de cada una de las muestras. El
didmetro del halo para considerar a una bacteria sensible a un antibiético varia en funcién

de la difusion de dicho antibidtico en el agar y de su carga.

Este procedimiento se realizo para las bacterias E. coli, P. aeruginosa, Salmonella
enterica, S. aureus y E. faecalis. En el caso de las bacterias Hi y S. pneumoniae no se
realizo el primer paso de preparacion del medio de cultivo ya que el ensayo se realizd en
placas comerciales que ya estaban preparadas. Las bacterias Hi se inocularon en placas
de agar chocolate y S. pneumoniae en placas de agar sangre. Los cultivos con estas dos
ultimas bacterias se incubaron en condiciones anaerobias, por lo que se introdujeron en

una jarra de anaerobiosis.

4.2.2. Método de dilucion: determinacion de CIM y CBM

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalué mediante
métodos de dilucion basados en el crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encontraba diluido en medio BHI.
En este estudio se determind la CIM y CBM de las muestras de eritromicina y de las
AgNPs de 10 nm para E. coli y S. aureus.

Se prepararon diluciones seriadas a la mitad a partir de una dilucién madre de la
eritromicina y de las AgNPs. Las concentraciones S P enes 4 21 C
estudiadas fueron 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 y 1 QOO O (Nesdea) OO OO

8 () O O C Eritromicina 1 O O OO
pg/mL, y un control positivo de medio BHI enausencia <O O O Eritromicina+ Ag1 O OO

S . o O O O (Eritromicina+ Ag2 O OO
de antibiotico y NPs. En cada pocillo de la placa se . 570 (Eriromicina+ Ag3 D OO

afiadieron 80 pL de la disolucion correspondiente.
sOO0O00O0O0O0OOOOOO

HOOOOO0OOOO0OOOOO0

Fig. 8: Esquema de la placa
eritromicinas y AgNPs, se preparo el indculo a partir de suspensiones del 0,5 de la escala

Una vez preparadas las placas con las muestras de

McFarland mediante el procedimiento descrito en el apartado anterior de preparacién de
la suspensidn de bacterias y estandarizacion del inoculo. Posteriormente, se afiadieron 20
pL de esta suspensidn en cada uno de los pocillos de la placa. En la Fig. 8 se muestra un

esquema de la distribucion de las muestras en las placas.

Se incubaron las placas en la estufa durante 24 horas a 37°C. Tras la incubacién se
procedié a la lectura de los resultados observando la turbidez de los pocillos para

determinar la CIM.
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A continuacion, para determinar la CBM se sembraron en placa las diluciones de
aquellos pocillos en los que no se observo turbidez y se cuantificd el nimero de bacterias
viables mediante el recuento en placa. Se incubaron en la estufa durante 24 horas a 37°C.

Tras la incubacidn se procedié a la lectura de los resultados.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Deteccion, caracterizacion y cuantificacion de las nanoparticulas de
plata en los antibidticos

Uno de los principales objetivos del presente trabajo se centrd en la deteccion,
caracterizacion y cuantificacion de las nanoparticulas de plata en las muestras de

antibidticos.
5.1.1. Deteccidn de las nanoparticulas mediante reflectancia y MAS UV-vis

El primer paso consistidé en la deteccion de las nanoparticulas de plata mediante
reflectancia y MAS UV-vis.

Antibioticos solubles

Las curvas espectrales de reflectancia obtenidas de las penicilinas se muestran en el
Anexo (Figura F1). La presencia de un pico en torno a A=400 nm indica la presencia de
nanoparticulas de plata. En estas curvas no se observo ningun pico caracteristico de las
AgNPs.

A partir de la reflectancia obtenida se calcul6d la absorbancia aparente como el
logaritmo de la reflectancia. Se representa esta absorbancia aparente frente a la longitud
de onda y se observa si aparece un pico correspondiente a las NPs. En la Fig. 9 se observa
que la muestra PG no presentd ningin maximo mientras que las muestras 4A y 4B
presentaron un maximo en torno a A= 430 - 440 nm. Este pico se debi0 a la presencia de
nanoparticulas de plata en las muestras. En la muestra 4C no se observé claramente el

pico de nanoparticulas.
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Presencia de AgNPs
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Fig. 9: Representacion de la absorbancia aparente frente a la longitud de onda de las muestras de penicilinas
Otra forma de representar la reflectancia es a partir de la teoria Kubelka-Munk. En
el Anexo (Figura F2) se muestra la representacion de K/S frente a la longitud de onda. Se
observo que las muestras 4A, 4B y 4C presentaron un maximo que indicd la presencia de

nanoparticulas de plata, mientras que en la de PG no apareci6 ningin maximo.

Otra técnica aplicable para detectar las AgNPs de las penicilinas es la MAS UV-vis.
Se obtuvo el espectro de absorcion de las muestras a dos concentraciones distintas
(2,4x10° M y 0,06 M) y en ninguno de los casos se observd la presencia de un pico
maximo caracteristico de las AgNPs. Esto pudo ser debido a que la matriz enmascaré los
picos debido a que se encontraba en mayor proporcién que las AgNPs. En la Fig. 10 y en

el Anexo (Figura F3) se muestran los espectros de absorcidn obtenidos.

La penicilina se caracteriza por absorber en un rango de longitudes de onda entre 230
y 280 nm.®* La muestra 4A presentd un maximo de absorcion en torno a 280 nm, lo que
concuerda con la bibliografia. Al comparar la muestra PG con las muestras que contienen
AgNPs se observd que los espectros presentaron la misma forma, aunque el de la 4C
presentd mayores absorbancias a la misma longitud de onda que la PG, y el de la 4A
estaba ligeramente desplazado, lo que pudo deberse a la distinta cantidad de penicilina de
cada una de las muestras o a que la introduccion de las AgNPs en la matriz de la penicilina

modificara ligeramente su estructura y con ello, sus propiedades Gpticas.
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Fig. 10: Espectro de absorcion UV-vis de las muestras de penicilinas 2,4x10-3M

Antibioticos no solubles

Las curvas espectrales de reflectancia obtenidas para los antibidticos no solubles se
muestran en el Anexo (Figura F4). Como en el caso de las penicilinas, en estas curvas no

se observo el maximo caracteristico de las AgNPs.

En la Fig. 11 se representa la absorbancia aparente frente a la longitud de onda. Se
observa que en el caso de E2, E3 y E4 aparecid un méximo de absorcion en torno a A=420-
430 nm que indico la presencia de las nanoparticulas de plata. Las tres muestras
presentaron el mismo espectro de absorcion. En el caso de E1 no aparecié el pico de
absorcion y el espectro obtenido tuvo la misma forma que el de E y una mayor
absorbancia aparente a las mismas longitudes de onda.

En el caso de la pimaricina + AgNPs se observo ligeramente un maximo de absorcién
aA=420 nm aproximadamente, mientras que en el espectro de la pimaricina no se observo

pico, lo que indico la ausencia de AgNPs.

A partir de la representacion de K/S frente a la longitud de onda, que se muestra en
el Anexo (Figura F5) también se observd el maximo de absorcion a A=420-430 nm

caracteristico de las AgNPs en las muestras E2, E3, E4 y pimaricina + AgNPs.
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Fig. 11: Representacion de la absorbancia aparente frente a la longitud de onda de los antibidticos no solubles

Debido a que los antibidticos no eran solubles en agua se dificulto la identificacion
de las AgNPs mediante MAS UV-vis debido a que no se liberaba la totalidad de la plata
de las muestras. Se realiz6 una prueba para detectar las AgNPs en la pimaricina + AgNPs.
Se midio el espectro de absorcion de la disolucién lixiviada de la pimaricina y pimaricina
+ AgNPs a dos concentraciones distintas (1,9x10° M y 9,0x10° M) y no se observo
ningun méaximo de absorcidn debido a que la matriz organica enmascaraba el pico ya que
se encontraba en mayor proporcion que las NPs. En la Fig. 12 se observa el espectro UV-

vis obtenido para las muestras de pimaricina.
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Fig. 12: Espectro de absorcion UV-vis de las muestras de pimaricina
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Debido a que la MAS UV-vis resulto no ser una buena técnica para detectar AgQNPs
en muestras no solubles no se llevaron a cabo las medidas del espectro para el resto de
antibidticos no solubles.

5.1.2. Cuantificacion de la plata total mediante digestion acida

Tras la deteccion de las AgNPs en los antibidticos se llevo a cabo una digestion acida
para eliminar la matriz orgénica y transformar las AgNPs en Ag(l) con el objetivo de

cuantificar la plata total de las muestras mediante F-AAS.

Antibidticos solubles

Se realiz6 la digestion acida con HNO3 concentrado, diluyendo con agua ultrapura
para obtener una disolucion de HNOz 1%. Se midio el contenido total de plata mediante

F-AAS tras realizar una dilucién previa.

El resultado de plata total obtenido en la muestra atacada se compar6 con la muestra
disuelta directamente en agua ultrapura. Los resultados obtenidos en %Ag total (m/m) en
el antibidtico al realizar tres réplicas de cada muestra de penicilinas se muestran en la
Tabla 1.

% Ag total % Ag total
Muestra (m/m) (m/m)
Con digestion acida Sin digestion acida
PG < 0,07 < 0,07
4A 1,14 + 0,08 1,14 + 0,02
4B 0,89 +£0,01 0,87 +0,01
4C 0,89 + 0,08 0,82 +0,02

Tabla 1: %Ag total (m/m) en las muestras de penicilina, con y sin digestion &cida. Resultado
expresado como media = SD

Se realiz6 un test t para determinar si existian diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por los procedimientos. La tabla con los resultados para el test t con
un nivel de confianza del 95% se muestran en el Anexo (Tabla T1). No existian
diferencias significativas entre el %Ag total (m/m) en el antibidtico determinado por

ambos procedimientos.

Por tanto, se llego a la conclusion de que no era necesario realizar una digestion acida

para cuantificar el contenido total de plata de las muestras de penicilina debido a que se
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obtuvieron los mismos resultados al disolver las muestras en agua ultrapura como

consecuencia de que las muestras de penicilinas eran solubles en agua.

Antibidticos no solubles

Se realizo la digestion &cida con HNOs concentrado y unas gotas de H20.. En el caso
de las muestras de pimaricina, el residuo se diluyd con agua ultrapura para obtener una
disolucion de HNOs 1%.

Cuando se afiadié agua ultrapura a las muestras de eritromicina se form6 una
suspension blanquecina. Ante la posibilidad de que la Ag(l) estuviera precipitando con
alguna especie presente en la matriz, la muestra atacada se diluyé con NHz 1%,
obteniéndose una disolucion clara. Posteriormente, todas las muestras se midieron
mediante F-AAS para cuantificar el contenido total de plata en el antibidtico tras una

dilucion previa en el correspondiente medio.

Los resultados obtenidos en %Ag total (m/m) al realizar tres réplicas de cada muestra

se muestran en la Tabla 2.

Muestra % (ﬁqg/ntstal
E <0,07

El 0,56 +£ 0,09

E2 2,58 £ 0,29

E3 4,68 + 0,23

E4 1,72+ 0,20
Pimaricina < 0,07

Pimaric. + AgNPs 3,91+0,31

Tabla 2: %Ag total (m/m) en las muestras de antibi6ticos no solubles. Resultado expresado como
media £ SD

5.1.3. Estudio de liberacién de plata mediante disolucién en agua ultrapura

Debido a que las muestras de eritromicinas y pimaricinas no eran solubles en agua
se realiz6 un estudio de la liberacion de plata en agua con el fin de establecer su
comportamiento en cuanto a su capacidad de liberar plata, ya que éste esta relacionado

con su capacidad antimicrobiana.
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Tras agitar las muestras durante 1 hora en ausencia de luz y a temperatura ambiente
se centrifugd y se obtuvieron dos fases. Se decantd el lixiviado y se diluyé para
posteriormente medir mediante F-AAS la cantidad de Ag liberada de las muestras. En la
Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos al realizar dos réplicas de cada muestra,

excepto para E1 que se realizé una réplica.

Muestra % A(gmljgf)rada
E <0,07
El 0,04
E2 0,79+ 0,06
E3 2,29+0,08
E4 0,50 £0,09
Pimaricina < 0,07
Pimaric. + AgNPs -

Tabla 3: %Ag liberada (m/m) en las muestras de antibi6ticos no solubles. Resultado expresado
como media + SD

Con las condiciones utilizadas en la centrifugacion se obtuvo que las nanoparticulas
mayores de 50 nm se depositaban en el fondo del tubo, por lo tanto, las muestras que
tuvieran nanoparticulas o agregados mayores de este tamarfio las perderian en el residuo

que queda tras la centrifugacion y no se medirian mediante F-AAS.

En la pimaricina + AgNPs se realizaron cinco réplicas y se obtuvieron resultados
muy diferentes entre si. Entre la medida de la primera y la ultima réplica hubo una
diferencia de dos meses de tiempo y conforme paso el tiempo el porcentaje de plata
liberada que se obtuvo fue menor. Esto pudo deberse a que la muestra de pimaricina +
AgNPs era inestable y conforme paso el tiempo se formaron agregados de nanoparticulas
de mayor tamafo, por lo que estos agregados se depositaron en el fondo del tubo tras la
centrifugacion y con ello, disminuy6 la concentracion de plata medida mediante F-AAS

y el porcentaje de plata liberada.

Posteriormente, se comparé el %Ag total (m/m) en el antibi6tico obtenido mediante
digestion acida y el %Ag liberada (m/m) y se observé que en el caso de las eritromicinas
gran parte de la plata se quedd retenida en la matriz organica debido a la baja solubilidad
de los antibioticos. El residuo que quedo de la matriz organica tras la lixiviacion de las

muestras justifico estos resultados.
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En la Fig. 13 se muestran los porcentajes de plata liberada respecto a la plata total en

cada una de las muestras estudiadas.
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Fig. 13: %Ag liberada respecto a la plata total en los antibidticos no solubles

5.1.4. Determinacion de la fraccion de Ag(l) liberada mediante ultrafiltracion

Tras cuantificar en el antibiotico se realizé una ultrafiltracion para determinar la
fraccion de Ag(l) que se liberaba de la muestra. Teniendo en cuenta que en las muestras
de antibidticos modificados la plata esta en forma de nanoparticulas, al ponerlas en medio

acuoso estas nanoparticulas pueden oxidarse a Ag(l).

Por diferencia con la cantidad de plata total en el caso de los antibi6ticos solubles, y
de la plata liberada en el caso de los antibiéticos no solubles se determiné la cantidad de

plata que quedo en forma de nanoparticulas y que no se oxid6 a Ag(l).

Evaluacién del método con patrones

Para verificar que la ultrafiltracién era una buena técnica para separar AgNPs de la
plata i6nica y que las NPs no pasaban a través de la membrana del filtro se llevé a cabo
el procedimiento con una muestra comercial de AgNPs de 100 mg/L con un tamafio de
10 nm. Se midié la suspension de AgNPs antes de ultrafiltrar y se obtuvo una
concentracion de 105,2+2,2 mg/L Ag, y la concentracion en el ultrafiltrado fue 0,53+0,01
mg/L Ag, correspondiente al 0,5%. Por tanto, se pudo concluir que la membrana de
ultrafiltracién de 3kDa retenia cuantitativamente las AgNPs de 10 nm, y por ello, era

adecuada para separar Ag(l) y AgNPs de estos tamafios.
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Antibidticos solubles

Se disolvieron las penicilinas en agua ultrapura y se ultrafiltraron con el objetivo de
separar las NPs de la Ag(l) liberada. Se midieron mediante F-AAS tras una dilucién

previa.

Los resultados obtenidos en porcentaje de Ag(l) y AgNPs respecto a la plata total de

las penicilinas al realizar tres réplicas se muestran en la Fig. 14.
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Fig. 14: %Ag(l) y %AgNPs respecto a la plata total de las penicilinas

Antibidticos no solubles

Tras realizar la lixiviacién de los antibiéticos no solubles se llevd a cabo una
ultrafiltracion y se determind mediante F-AAS la fraccion de Ag(l) respecto a la plata
liberada de las muestras.

Los resultados obtenidos en porcentaje de Ag(l) y AgNPs respecto a la plata liberada

de los antibioticos se muestran en la Fig. 15.
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Fig. 15: %Ag(l) y %AgNPs respecto a la plata liberada de los antibiéticos no solubles
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En la pimaricina + AgNPs se realizaron tres réplicas y se obtuvieron resultados
diferentes entre si, como ocurri6 en el apartado anterior. Esto pudo ser debido a que la
muestra era inestable y con el tiempo se formaron agregados mayores que se depositaron
en el fondo durante la lixiviacion por lo que no se pudo estimar correctamente el

porcentaje de Ag(l) de las muestras.
5.1.5. Determinacion de la fraccion de nanoparticulas de plata mediante CPE

Tras cuantificar indirectamente las nanoparticulas de plata a partir de las medidas de
ultrafiltracion, se estudié la eficacia de la extraccion en punto de nube, un método que

permite la cuantificacion directa de las NPs.

El medio de la disolucion que se mide mediante F-AAS contenia glicerol 1% y Triton
X-114 5%, por lo que se comprobo que no existian interferencias al analizar una muestra
de patron de Ag(l).

Evaluacién del método con patrones

Se llevo a cabo la extraccion de una suspension de AgNPs de 10 nm para comprobar
que el método era adecuado para la extraccion de AgNPs. El rendimiento de extraccion

obtenido para esta suspension fue 79,6+1,4%.

Posteriormente, se comprob6 que las AgNPs y la Ag(l) de las muestras se separaban
en las dos fases y que la medida de F-AAS obtenida en las muestras de antibidticos
correspondia sélo a las AgNPs. Para ello se afiadié patron de Ag(l) a la muestra de
penicilina convencional PG y se llevo a cabo la extraccion. Se obtuvo una concentracion
de Ag por debajo del limite de deteccion, por lo que se determino que en la extraccion la
Ag(l) se retenia en la fase acuosa y las AgNPs en la fase del Triton, por lo que se producia
la separacidn de ambas especies.

Antibidticos solubles

Se llevd a cabo la extraccion de las AgNPs de las disoluciones de penicilinas y se
observad que se extrajo un porcentaje muy pequefio de las NPs. En la Fig. 17 y en la Fig.
16 se recogen los %AgNPs respecto a la plata total para cada una de las muestras y el
rendimiento de extraccion respecto al %AgNPs obtenido mediante ultrafiltracion,

respectivamente.
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Fig. 17: %AgNPs respecto a la plata total Fig. 16: Rendimiento de extraccion en las
obtenido mediante CPE en las penicilinas penicilinas

Debido a que se obtuvo un mayor rendimiento de extraccion para las AgNPs
comerciales, se comprobd si la matriz organica de las muestras interferia en la extraccion.
Para ello se adicionaron AgNPs de 10 nm a la muestra PG y se obtuvo un rendimiento de
extraccion de 62,0+3,8%. Al adicionar la matriz de penicilina el rendimiento de

extraccion disminuyo, por lo que se demostro que la matriz afectaba a la extraccion.

Se repitio la adicion de AgNPs de 10 nm a la PG, se dejé agitar en ausencia de luz
durante una hora y se llevo a cabo la CPE. Se obtuvo un rendimiento de extraccion de
54,145,4%. Esta disminucion del rendimiento concordd con el resultado anterior y
reafirmé que la matriz interferia en la extraccion, ya que cuando aumentaba el tiempo de
agitacion, se mezclaban més las AgNPs con la matriz de penicilina y se extraian menos
AgNPs.

A la vista de los resultados obtenidos, se llegd a la conclusion de que el método de
extraccion en punto de nube no era adecuado para la extraccion cuantitativa de AgNPs en
las muestras de penicilinas ya que se obtenian rendimientos de extraccién muy bajos.

Antibidticos no solubles

Tras los resultados obtenidos en el caso de las penicilinas, se prob6 la CPE en una de

las muestras de eritromicinas que contenia mayor cantidad de AgNPs.

Tras la lixiviacion de la muestra E4 se llevé a cabo la extraccion y se obtuvo que se
extrajo un 7,7+0,4% AgNPs respecto a la plata liberada, lo que correspondia a un

rendimiento de extraccién del 9,4+0,5%.
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Para demostrar que en este caso tambien afectaba la matriz de eritromicina, se
adicionaron AgNPs de 10 nm a la muestra de E y se obtuvo una medida por debajo del

limite de deteccion, lo que verifico las interferencias de la matriz.

A la vista de los resultados, no se probd la CPE para el resto de antibidticos no
solubles, y se concluyd que este método no era adecuado para la cuantificacion

cuantitativa de AgNPs en estas muestras.
5.1.6. Caracterizacion de nanoparticulas de plata mediante FESEM

Por ultimo, para finalizar la caracterizacion de las AgNPs de los antibioticos se
observaron las muestras en el microscopio electrénico de barrido. Las medidas se

realizaron a 3,00 kV y una distancia de trabajo de 4,1 mm.

Antibioticos solubles

Las muestras sélidas se suspendieron en unos pL de agua ultrapura y se depositaron
en la rejilla. Debido a la solubilidad de las penicilinas en el agua se formé una capa de

penicilina que impidio la observacion de las AgNPs.

Para evitar esto, se ultrafiltro la disolucion de penicilinas y se depositaron unos
microlitros en la rejilla. En este caso la capa de penicilina que se formo fue delgada pero

también impedia observar las AgNPs.

Antibioticos no solubles

Se observaron las muestras solidas en el microscopio electronico. En la Fig. 18 se
muestran las distribuciones de tamafio, las imagenes obtenidas mediante FESEM v el
espectro de dispersion de rayos X de las muestras.

a

) 20 -
18 - E2
16 -
14 -
12 -
10 -

Frecuencia

ON B O
1

EHI- 300KV WO - dLmm Sigual = 10000 Sigaad A~ IaL.
FSHGdd= 180V Mag= WWKX  PielSie= L4 mm  SwnlB- a8 AL

0 2 4 6 8 1012141618 2022 24 Torbe- 1003 Diwe 243y 2007 Ti Some SbrS

d (nm)

36



b)
E3

EHL - 300 kv WD Signal- 10000 Signal A~ InLe
ESHGHA= 100V Mag= I637KX Pl Se=6620mn  SiomalB=AB
IProbe~ 100pA  Date:24May 3017 Fie Name - Erisro3 03

c) 50 -
45 E4
40 -
35
30
25
20

15 -
R | 1111111 ——

0 2 46 8101214161820222426 . me

ESE Geid- 1500V Mug - S
d (n ) IBrube- 100pA  Dute:24 3y 2017 File Fune - Eritnd MOS0

Frecuencia

d) 14 - Pimaricina
12 - + AgNPs
10

.

(8]
g 8
3
® 6 -

s
4 -

2 4
O ,

| — G- 1 _— Sewa - 253
LPrube~ 100 pA Dater :24 Muy 2017 Eile Nage = Piray IMOG. il

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
d (nm)

Fig. 18: Distribucion de tamafios, espectro de dispersion de rayos X e imagenes obtenidas mediante FESEM de
las muestras a) E2, b) E3, ¢) E4 y d) Pimaricina + AgNPs

37



En la muestra E2 se observaron particulas primarias de plata y agregados de
nanoparticulas. Las particulas primarias tenian un diametro medio de 9,9+4,2 nm, lo que
indico que habia una gran polidispersion. Los agregados tenian un tamafio en torno a 22

nm.

En la muestra E3 las AgNPs se encontraron muy agregadas y gran parte de la plata
se encontraba formando cristales triangulares o cubicos de fosfato de plata, como se
observa en el espectro de dispersion de rayos X.

La muestra E4 estaba formada por AgNPs esféricas distribuidas homogéneamente y
agregados. Las particulas primarias presentaron un diametro medio de 7,6+2,6 nm, lo que
indicé que habia cierta polidispersion. Los agregados que formaban las particulas

primarias tenian tamafios comprendidos entre 18 y 26 nm.

En la pimaricina + AgNPs se observaron tanto particulas primarias como agregados
de AgNPs. El tamafio medio de las particulas primarias fue 18,3+5,2 nm y los agregados
tenian tamafios que iban desde 40 nm hasta 300 nm, por lo que la distribucién de tamafios
tenia una gran polidispersion. Estos resultados concordaron con los obtenidos en la
cuantificacion de la plata liberada. Se demostro la existencia de agregados superiores a
50 nm, por lo tanto con las condiciones utilizadas en la centrifugacion estos agregados se

depositaron en el fondo del tubo y no se cuantificaron mediante F-AAS.

En el Anexo (Figura F6) se observan los espectros de dispersion de rayos X de las
muestras E4 y pimaricina + AgNPs que demostraron que las nanoparticulas eran de plata.

Los picos de Al, Cu y C pertenecian a la rejilla en la que se depositaron las muestras.

5.2. Determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibioticos

La Gltima parte de este trabajo se centré en el estudio del efecto antibacteriano de las
muestras de antibidticos y en la determinacion de la posible existencia de efectos
sinérgicos frente a distintas bacterias.

5.2.1. Método de difusion: antibiogramas

En este trabajo se utilizd el método de halo de inhibicion como una primera
aproximacion para determinar la sensibilidad bacteriana de la eritromicina y la penicilina

frente a varios microrganismaos.
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En la Fig. 19 se observan los halos de inhibicion obtenidos mediante este método:

Fig. 19: Halos de inhibicion frente a a) S. aureus y b) S. pneumoniae

En un primer ensayo de la penicilina con una concentracion de 1,25 pg/mL frente a
E. coli y P. aeruginosa no se observaron halos de inhibicién. En la Tabla 4 se recogen los
halos del ensayo repetidos con una concentracion diez veces mayor de las muestras de

penicilina y del control del disco de penicilina comercial.

En las placas de E. coli, dentro de los halos se observaron colonias de bacterias. Esto
pudo deberse a un mecanismo de resistencia adquirida; las bacterias que se observaron
dentro de los halos produjeron betalactamasas que eran capaces de romper el anillo de las

penicilinas inactivando el antibidtico

Muestra Conc. E. coli E. faecalis | S.pneumo. Hi
PG 12,5 pg/mL 28 24 22 3B5=+1
4A 12,5 pg/mL 0 8 5 9+2
4B 12,5 pg/mL 0 0 0 0
4C 12,5 pg/mL 19 25 19 30

Disco 10U
penicilina (6 pg/carga) 0 0 0 0

Tabla 4: Halos de inhibicion en mm para la penicilina

En las bacterias E. coli, S. pneumoniae y Hi se observo que no existian efectos
aditivos en los antibidticos modificados 4A, 4B y 4C respecto a la penicilina convencional
PG. En el caso de E. faecalis en el antibiotico 4C se observé un efecto similar al producido
por PG. El control del disco de penicilina comercial no produjo ningun efecto en ninguna

de las cepas.

Para determinar la sensibilidad de los microorganismos a los antibioticos estudiados
se compararon los resultados obtenidos con los halos de inhibicion aceptables segun las
normas del NCCLS (Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico), que

actualmente se conoce como CLSI (Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio).**
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Ademas, para verificar que los halos obtenidos eran aceptables se compararon con los

rangos de control de calidad que se adjuntan en el mismo documento del CLSI.

Para considerar las bacterias S. pneumoniae susceptibles a la penicilina el halo de
inhibicion debe ser > 20 mm, por lo que asumiendo un cierto error en la medida del halo,
se pudo considerar que estas bacterias eran susceptibles a las muestras PG y 4C. En el
caso de E. faecalis mostr6 susceptibilidad frente a las muestras PG y 4C (halo > 15 mm)
y resistencia frente a 4A (< 14 mm). Para las bacterias E. coli y Hi no existen datos para
la penicilina ya que no es aplicable frente a estas bacterias; sin embargo, los resultados
obtenidos para algunas de las muestras de penicilinas mostraron efecto bactericida, pero
esto pudo ser debido a que las penicilinas estudiadas tenian concentraciones diez veces
mayores que las de los discos control.

El rango del halo de inhibicion del control de calidad de las bacterias S. pneumoniae
ATCC 49619 frente al disco de penicilina es de 24 a 30 mm. En el caso del disco de
penicilina comercial estudiado no se obtuvo halo lo que podria indicar que la penicilina
se habia deteriorado y habia perdido su efecto bactericida frente a estas bacterias, lo que

pudo ocurrir también en el caso de E. faecalis.

Para las muestras estudiadas los halos obtenidos para S. pneumoniae fueron menores
que los controles de calidad del CLSI. La accion bactericida de la penicilina se debe a la
estructura basica formada por el sistema ciclico B-lactdmico unido a un anillo
tiazolidinico. La disminucion del efecto bactericida que se observo pudo deberse a que la
introduccion de las AgNPs en la estructura de la penicilina durante su sintesis pudo

modificar esta estructura basica.

Teniendo en cuenta que las muestras 4A, 4B y 4C se sintetizaron a partir de distintos
precursores utilizando la misma penicilina que la muestra PG, la estructura final del
antibidtico sera distinta. Esto concuerda con la explicacion anterior de que la
modificacion de la estructura disminuye ligeramente el efecto bactericida respecto a PG
en el caso de la muestra 4C; y significativamente en las muestras 4A y 4B.

En la Tabla 5 se recogen los resultados de los halos de inhibicion obtenidos para las
muestras de eritromicina y los controles del disco de eritromicina comercial, las AgNPs

de 10 nm y AgNO:s frente a los distintos microorganismos.
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Muestra Con. E. coli aerugi.nosa Salr;lr??ella S aureus faelt_::éllis pnei.mo. Hi
E 3 pg/mL 14+2 1742 9 30 19 0 28+3
E1 3 pg/mL 17+1 11 10 33 19 4 28+1
E2 3 pg/mL 17+1 11+4 11 32 23 0 28+1
E3 3 pg/mL 15+3 11+4 10 31 12 0 28+1
E4 3 pg/mL 16 +6 13+4 10 32 20 0 271
i tgfﬁi‘;ina 15 pglcarga | 12+1 12 11 29 18 0 26+1
AgNPs 50 pg/mL 0 0 0 0 ND ND ND
AgNPs 100 pg/mL 0 0 0 0 4 4 7
AgNO3 50 pg/mL 0 0 0 0 0 0 0
AgNO3 500 pg/mL 8 9 8 9+1 9+1 7T£2 8

Tabla 5: Halos de inhibicion en mm para la eritromicina y los controles de NPs y AgNO3z (ND: no determinado)

Debido a que para la mayoria de las bacterias se realiz6 un unico ensayo no se pudo
determinar con certeza si existian efectos aditivos o antagonicos en las diferentes
muestras. A primera vista y teniendo en cuenta los posibles errores de medicion de los
halos, se observd que la eritromicina (E) produjo efectos inhibitorios similares a los
producidos por el control del disco de eritromicina comercial en todas las bacterias
estudiadas, excepto en P. aeruginosa que se observo un mayor halo en E. Los controles
de 500 pg/mL AgNOs presentaron el mismo efecto en todas las bacterias estudiadas,
mientras que el de 50 pg/mL AgNOsy el de 50 pg/mL AgNPs no produjeron inhibicion

bacteriana.

Al comparar las muestras de eritromicina modificadas con nanoparticulas (E1, E2,
E3 y E4) con la eritromicina convencional E se observaron efectos similares en la
Salmonella ent. y Hi. En S. pneumoniae se observaron efectos inhibitorios para la muestra
E1, y en E. coli y S. aureus podrian existir efectos aditivos para E1, E2, E3 y E4. Por el
contrario, en P. aeruginosa podria observarse una disminucion respecto a E y efectos
similares al control comercial. En E. faecalis se produjeron efectos similares, aditivos y

antagénicos segun la muestra de eritromicina con NPs estudiada.

Para considerar las bacterias S. aureus susceptibles a la penicilina el halo de
inhibicién debe ser > 23 mm?*, por lo que se pudo considerar a estas bacterias susceptibles
a todas las muestras de eritromicina estudiadas. En el caso de E. faecalis, las bacterias
fueron susceptibles a la muestra E2 (halo > 23 mm), mientras que tuvieron una

susceptibilidad intermedia frente a E, E1 y E4 (halo de 14-22 mm) y fueron resistentes a
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E3 (halo < 13 mm). Las bacterias S. pneumoniae resultaron ser resistentes a todas las
muestras de eritromicinas estudiadas (halo < 15 mm) y para las bacterias E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella ent. y Hi no existen datos ya que la eritromicina no es aplicable,
aunque los resultados obtenidos mostraron que todas las muestras de eritromicina

estudiadas presentaron un efecto bactericida.

El rango del halo de inhibicion del control de calidad de las bacterias S. pneumoniae
ATCC 49619 frente al disco de eritromicina es de 25 a 30 mm.3* En las muestras y en el
disco de eritromicina no se obtuvieron halos o fueron significativamente menores lo que
pudo deberse a que las bacterias estudiadas desarrollaron resistencia frente a la
eritromicina por la modificacion de la diana de accion de la misma o por la existencia de

bombas de eflujo.

5.2.2. Método de dilucion: determinacion de CIMy CBM

La determinacion de la CIM y CBM permitié cuantificar la accion bactericida del
agente de una manera mas precisa que en el caso del halo de inhibicidn. Debido a que la
CIM se determina visualmente a partir de la turbidez de los pocillos de la placa, se supone

un error de + 1 dilucidn en los resultados obtenidos.

En la Fig. 20 se muestra la placa de 96 pocillos tras la incubacién de E. coli en las
que se observo la distinta turbidez en funcidon de la concentracion de muestra. En el Anexo
(Figura F7) se muestra la placa en el caso de S. aureus. La CIM se considera la

concentracion minima en la que ya no se observa turbidez.

Fig. 20: Placa con distinta turbidez para determinar la CIM en E. coli
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En la Fig. 21 se muestran las placas de Petri que permitieron la determinacion de la

CBM a partir de la observacion de la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano.

Fig. 21: Placas de Petri para la determinacion de la CBM de a) E1, E2 y E3 en E. coliy b) E2 y E3 en S. aureus

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de la CIM y CBM de las distintas
eritromicinas y AgNPs para E. coli y S. aureus. Debido a que la determinacion de la CIM
se realiza utilizando una escala discontinua (concentraciones crecientes en base 2), los
valores reales de la CIM se encontrardn en algin valor situado entre la CIM

experimentalmente obtenida y la concentracién inmediatamente inferior.

E. coli S. aureus
Muestra | oty | ggmy | gem | gmU)
E 256 >256 8 64
El 128 >256 16 64
E2 64 128 8 64
E3 16 16 16 64
E4 64 128 8 64
AgNPs 16 32 256 > 256

Tabla 6: Valores obtenidos de la CIM y CBM para E. coli y S. aureus

Se observo que para E. coli la CIM y CBM de E presentaron valores muy altos y al
combinar la eritromicina con las AgNPs se produjo una disminucion de hasta 16 érdenes
de magnitud. Los valores obtenidos de las AgNPs de 10 nm fueron mucho menores que
los de E y la mayoria de las muestras de eritromicina modificadas. Sin embargo, los
valores de las eritromicinas modificadas con AgNPs y el de las AgNPs de 10 nm no se
pudieron comparar entre si debido a que en las muestras la cantidad de AgNPs era menor

que en la suspension de AgNPs de 10 nm.
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En S. aureus los resultados obtenidos fueron menores que en E. coli, excepto los de
las AgNPs, por lo que se pudo determinar que S. aureus (Gram +) era mas sensible que

E. coli (Gram -) a la eritromicina.

Resulta muy complicado comparar los resultados obtenidos con la bibliografia ya
que el efecto bactericida de las AgNPs depende de la concentracién, el tamario, el estado
de agregacion o el recubrimiento de las NPs. Franci et al. obtuvieron una CIM de AgNPs
de 10-15 nm sin recubrir para E. coli de 25 pg/mL y para S. aureus de 100 pg/mL,% por
lo que teniendo en cuenta que las AgNPs de 10 nm estaban recubiertas de citrato las
diferencias observadas con las CIM en este trabajo pudieron ser justificadas por el
diferente recubrimiento y los valores obtenidos pudieron ser aceptables. Las CIM
obtenidas experimentalmente demostraron que las bacterias Gram-negativas (E. coli) eran
mas susceptibles que las Gram-positivas (S. aureus) a las AgNPs, lo que concordaba con

la bibliografia.®

En la Fig. 22 se muestran las placas de Petri que permitieron el recuento de las
unidades formadoras de colonias (UFC).

Fig. 22: Crecimiento bacteriano de a) E. coli y b) S. aureus en las muestras de 1) control, 2) 16 pg/mL E3 y
3) 32 ug/mL E3
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En la Tabla 7 y Tabla 8 se recogen los resultados del recuento de bacterias en

UFC/mL para la concentracion de la CIM y la inmediatamente inferior, y de la reduccion

del crecimiento bacteriano en unidades logaritmicas respecto al control. También incluye

la concentracion de eritromicina y de NPs que tenia cada una de las muestras estudiadas

para posteriormente comparar las diferencias obtenidas.

vussa | Quami | Eenona [ oo [ AoNe T Ae | vrome | fedion
128 128 0 0 0 10° 1
: 256 256 0 0 0 18560
128 127,28 0,72 0,72 0 10° 1
= 256 254,57 1,43 1,43 0 10° 1
64 62,35 1,65 0,49 1,16 10° 1
= 128 124,70 3,30 0,97 2,33 10° 1
16 15,25 0,75 0,59 0,16 51840 2
= 32 30,50 1,50 1,17 0,33 2370 3
64 62,90 1,10 0,20 0,90 10 5
= 128 125,80 2,20 0,40 1,80 20 5
16 0 16 16 0 20 5
AgNPs
32 0 32 32 0 50 5
Control - - - - - 2x108

Tabla 7: Recuento de bacterias en UFC/mL y reduccion del crecimiento bacteriano de E. coli en funcién de la
concentracion de las muestras. * Eritromicina + Ag total

wesre | Dpomy | Somona [ s T see T R0 T urome | ey
8 8 0 0 0 5x10* 2
: 16 16 0 0 0 40 5
16 15,91 0,09 0,09 0 108 0
= 32 31,82 0,18 0,18 0 5x104 2
8 7,79 0,21 0,06 0,15 5x104 2
= 16 15,59 0,41 0,12 0,29 4x104 2
8 7,63 0,37 0,29 0,08 5x104 2
= 16 15,25 0,75 0,59 0,16 4x104 2
8 7,86 0,14 0,02 0,12 5x104 2
= 16 15,72 0,28 0,05 0,23 4x10* 2
128 0 128 128 0 10° 1
AgNPs
256 0 256 256 0 10° 1
Control - - - - - 2x108 -

Tabla 8: Recuento de bacterias en UFC/mL y reduccion del crecimiento bacteriano de S. aureus en funcion de

la concentracidn de las muestras. * Eritromicina + Ag total
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Tanto en las figuras de las placas como en las tablas anteriores se observa que con
todas las muestras y las AgNPs se produjo una disminucion de UFC/mL respecto al
control en distintos érdenes de magnitud. En la Fig. 22, que corresponde con la muestra
E3, se observa que al aumentar la concentracion de muestra disminuyé considerablemente
el crecimiento de las dos bacterias estudiadas. Lo mismo ocurrio con lamuestra E, E1, E2
y E4 enS. aureus. En el caso de las AgNPs en ambas bacterias y de E1, E2 y E4 en E. coli

no se observo una disminucién significativa al aumentar la concentracion.

Debido a que sélo se realizé un ensayo de cada una de las bacterias no se pudieron
obtener resultados cuantitativos que demostraran efectos sinérgicos o aditivos al
combinar las AgNPs con la eritromicina. Cuando se compararon cualitativamente los
resultados de E con el resto de muestras modificadas se observd que para E. coli la
muestra E3 presentd efectos sinérgicos ya que disminuyendo significativamente la
cantidad de eritromicina y combinandolo con una pequefia cantidad de AgNPs se produjo
un aumento en la reduccion de las bacterias. La muestra E4 también presentd efectos
sinérgicos ya que al combinar una pequefia cantidad de AgNPs con aproximadamente la
misma de eritromicina que E se obtuvo un significativo aumento en la reduccion de
bacterias. En E1 y E2 no se observaron estos efectos sinérgicos. Para S. aureus no se

observaron efectos sinérgicos en ninguna de las muestras.

6. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este trabajo se exponen a continuacion:

1. Se ha detectado la presencia de las AgNPs en las muestras de penicilina, en las
muestras de eritromicina modificadas E2, E3 y E4 y en la pimaricina + AgNPs tras
realizar medidas de reflectancia. En el caso de E1 no se han detectado nanoparticulas
debido a que la matriz interfiere en la medida y enmascara los picos. En las medidas de
MAS UV-vis tampoco se han observado los méaximos de absorbancia correspondientes
con la presencia de AgNPs, lo que también puede deberse a que la matriz organica

enmascara dichos picos debido a que se encuentra en mayor proporcion.

2. Se ha demostrado que en el caso de las muestras de penicilina no es necesario
realizar una digestion &cida para cuantificar la plata total ya que debido a su solubilidad
se obtuvieron los mismos resultados tras la disolucion de las muestras en agua ultrapura
y posterior medida mediante F-AAS. Para el resto de antibidticos es necesario realizar

una digestion acida para cuantificar la plata total.
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3. Tras el estudio de liberacion de plata se ha obtenido que, debido a la poca
solubilidad de la eritromicina en agua, gran parte de la plata se queda retenida en la matriz
orgénica. En la pimaricina + no se ha podido determinar la cantidad de plata que se libera

debido a que la muestra es inestable con el tiempo y se forman grandes agregados de NPs.

4. Tras la determinacion de la fraccion de Ag(l) liberada en cada una de las muestras,
se ha verificado que en el proceso de ultrafiltracion se produce la separacion eficiente de
las AgNPs y de la plata disuelta y que no se producen pérdidas significativas por el paso

de las AgNPs a traves de la membrana.

5. Tras el estudio de la eficacia del método de extraccion en punto de nube se ha
llegado a la conclusién de que este método no es adecuado para la extraccion de AgNPs
en estas muestras. Esto se debe a los bajos rendimientos de extraccion que se obtienen

debido a que la matriz organica de los antibioticos interfiere en la extraccion.

6. Las nanoparticulas de plata de las muestras de penicilinas no se han podido
caracterizar mediante FESEM debido a que se forma una capa de penicilina que impide
su observacion. En la muestra de pimaricina + AgNPs se ha observado la presencia de
grandes agregados, lo que confirman los resultados obtenidos en la cuantificacién de la
plata liberada. En las muestras de eritromicina se ha observado la presencia de
nanoparticulas primarias de pequefio tamafio y de agregados de AgNPs, con una cierta
polidispersion.

7. Tras determinar la sensibilidad bacteriana se ha obtenido que las bacterias S.
pneumoniae y E. faecalis son susceptibles a la penicilina y a la penicilina modificada 4C.
La disminucién del efecto bactericida del resto de las muestras de penicilina puede
deberse a que la introduccion de las AgNPs en la matriz de penicilina haya modificado la

estructura bésica de ésta, que es la principal responsable de la accion bactericida.

S. aureus ha resultado ser susceptible a todas las muestras de eritromicina mientras
que S. pneumoniae es resistente. En el caso de E. faecalis ha habido diversidad de
resultados segun la muestra de eritromicina estudiada. Al comparar con la bibliografia
disminucion o ausencia del halo de inhibicion del crecimiento de S. pneumoniae se ha
obtenido que las bacterias estudiadas desarrollaron resistencia frente a la eritromicina
probablemente por la modificacion de la diana de accion o por el desarrollo de bombas

de eflujo.
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8. Por ultimo, se ha obtenido que frente a E. coli las muestras de eritromicina
modificadas E3 y E4 presentan efectos sinérgicos ya se produce un aumento en la
reduccion del crecimiento bacteriano al combinar una pequefia cantidad de AgNPs con la
eritromicina. A la vista de estos resultados, probablemente aumentando la concentracion
de AgNPs en las muestras de eritromicina se podrian aumentar los efectos sinérgicos
frente a E. coli, ya que se ha observado que las AgNPs producen una reduccion del
crecimiento bacteriano cuando la concentracidon de nanoparticulas es alta. Sin embargo,
tras relacionar la cantidad de Ag(l) y AgNPs obtenidas en las muestras con los efectos
sinérgicos observados, no se ha podido concluir que la aparicion de éstos esté asociada
exclusivamente a la presencia de AgNPs ni a la de Ag(l), sino que puede ser un efecto de

ambas especies.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Debido al creciente problema que esta causando la resistencia de las bacterias a los
antibioticos, se requiere una mayor investigacion en el campo de la combinacién de los
antibidticos con nanoparticulas de plata, ya que como han demostrado alguno de los
resultados de este trabajo puede ser una estrategia muy interesante para combatir y
solucionar esta resistencia antibacteriana. Concretamente, al combinar la eritromicina con
las AgNPs se ha demostrado la aparicion de efecto sinérgicos, lo que puede dar lugar a
una futura linea de investigacion y la posibilidad de extenderlo a otros antibidticos que se

utilizan cotidianamente.

Ademas, como primer contacto con otros tipos de microorganismos se realizd un
ensayo en el que se pusieron en contacto amebas (protozoos) con las muestras de
eritromicina y penicilina anteriores. La observacion en el microscopio dptico mostré que
las amebas se encontraban en el estadio de quiste y dentro de éstos no se observd
movimiento de las bacterias endosimbiontes ni de los organulos cuando entraron en
contacto con algunas de las muestras de penicilinas modificadas. Se requieren mas
estudios para explicar estas observaciones que pueden llegar a ser relevantes y dar lugar

a futuras lineas de investigacion.
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Tabla T1. Test t realizado para las muestras de penicilinas con y sin digestion acida.

4A 4B 4C
Texp 0,15 2,15 1,53
tteor 4,30 3,18 4,30

texp < Tteor

texp < Tteor

texp < tteor
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Figura F1. Curvas espectrales de reflectancia de las muestras de penicilina.
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Figura F2. Representacion de K/S frente a la longitud de onda de las muestras de

penicilina.
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Figura F3. Espectro de absorcién UV-vis de las muestras de penicilinas 0,06 M.
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Figura F4. Curvas espectrales de reflectancia de las

solubles.
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Figura F5. Representacion de K/S frente a la longitud de onda de las muestras de

antibidticos no solubles.
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Figura F6. Espectros de dispersion de rayos

Pimaricina + AgNPs.
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Figura F7. Placa de 96 pocillos tras la incubacién de S. aureus para la determinacion

de la CIM.
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