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ABSTRACT

RESUMEN

Introduccion: La creciente resistencia a los antibidticos ha originado que se
disefien y evaliien nuevas alternativas contra diversos patogenos de interés clinico,
entre ellos Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae. Entre estas alternativas
estan las llamadas nanoparticulas metalicas, las cuales han exhibido un interesante
potencial antimicrobiano. Objetivo: El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
de la biosintesis de las nanoparticulas de plata (AgNPs) y Litio (LiNPs) sobre la
proliferacion de una cepa de S. aureus y K. pneumoniae. Metodologia: Las AgNPs
y LiNPs, fueron sintetizadas empleando sales de litio y plata y la quercetina como
agente reductor. Estas NPs fueron caracterizadas por microscopia electronica de
barrido (SEM). Para evaluar el efecto antimicrobiano de las NPs se establecié un
rango de concentraciones (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; y 1 mg/mL). Las bacterias fueron
expuestas a dichas concentraciones realizando lecturas de densidad optica cada 60
min por 6 h a 600 nm y una de 24 h para el calculo de la concentracion minima
inhibitoria (MIC).Resultados: Las AgNPs presentaron un tamafio de 38 nm y de 36
nm para las LiNPs, ambas con morfologia esférica y ciertas agregaciones. Para
todas las concentraciones evaluadas se observo inhibicion del crecimiento
bacteriano con una contracciéon minima inhibitoria (MIC) cercana a 0,8 mg/mL-
AgNPs y 0,6 mg/mL-LiNPs frente a S. aureus y de 1 mg/mL-AgNPs y 0,6 mg/mL-
LiNPs frente a K. pneumoniae. Conclusiones: La biosintesis de nanoparticulas
metalicas constituye una alternativa a futuro para el tratamiento de infecciones
bacterianas. Las AgNPs y LiNPs exhibieron un excelente comportamiento contra el
S. aureus y K. pneumoniae en todo el intervalo de concentraciones.

Palabras clave: nanomateriales, morfologia, actividad antimicrobiana, sintesis
verde.

Introduction: The growing resistance to antibiotics has led to the design and evaluation of new alternatives against various
pathogens of clinical interest, including Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae. Among these alternatives are the so-
called metallic nanoparticles, which have exhibited interesting antimicrobial potential. Objective: The study aimed to evaluate
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the effect of the biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPs) and Lithium (LiNPs) on the proliferation of a strain of S. aureus
and K. pneumoniae. Methodology: AgNPs and LiNPs were synthesized using lithium and silver salts and quercetin as a
reducing agent. These NPs were characterized by scanning electron microscopy (SEM). To evaluate the antimicrobial effect
of the NPs, a range of concentrations was established (0.2; 0.4; 0.6; 0.8; and 1 mg/mL). The bacteria were exposed to these
concentrations by taking optical density readings every 60 min for 6 h at 600 nm and one at 24 h to calculate the minimum
inhibitory concentration (MIC).Results: The AgNPs had a size of 38 nm and 36 nm for the LiNPs, both with spherical
morphology and certain aggregations. For all the concentrations evaluated, inhibition of bacterial growth was observed with
a minimum inhibitory contraction (MIC) close to 0.8 mg/mL-AgNPs and 0.6 mg/mL-LiNPs against S. aureus and 1 mg/mL-
AgNPs and 0.6 mg/mL-LiNPs against K. pneumoniae. Conclusions: The biosynthesis of metallic nanoparticles constitutes a
future alternative for the treatment of bacterial infections. AgNPs and LiNPs exhibited excellent performance against S. aureus

and K. pneumoniae over the entire range of concentrations.

Keywords: nanomaterials, morphology, antimicrobial activity, green synthesis.

INTRODUCCION

En el 2021 la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), destac6 que la resistencia a los
antimicrobianos  representa una de las 10
principales amenazas a la salud publica, haciendo
énfasis en el aumento de las muertes entre nifios y
adultos jovenes (1). Las enfermedades infecciosas
han constituido una de las primeras causas de
morbimortalidad en paises subdesarrollados, por
lo que el tratamiento adecuado y oportuno de las
mismas tendrd un impacto favorable en los
indicadores de salud (2). En este sentido uno de
los principales microorganismos causante de una
amplia variedad de infecciones es el
Staphylococcus aureus, el cual es un importante
patogeno humano bacteriano que causa una amplia
variedad de manifestaciones clinicas (neumonia,
endocarditis infecciosa, sepsis, infeccion en tejidos
blando, entre otros), que pueden ser adquiridas en
entornos comunes (en crecimiento) como
hospitalarios (mas frecuente) (3). Por su parte
Klebsiella pneumoniae es un patdgeno bacteriano
Gram negativo que suele asociarse a infecciones
nosocomiales, infecciones del tracto urinario, del
tracto respiratorio, torrente sanguineo afectando
principalmente a personas inmunodeprimidas
4,5).

Motivado entonces a la resistencia antimicrobiana,
han surgido disciplinas como la
Bionanotecnologia la cual ha desarrollado y
evaluado una diversidad de nanomaterial con
capacidad antimicrobiana. Entre estos
nanomateriales destacan las nanoparticulas de
metalicas (oro, cobre, plata, hierro, cadmio) de las
cuales se han evidenciado que originan dafios
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significativos en la pared celular, ademas de la
alteracion de sus procesos celulares vitales, dando
como resultado la inhibicion del crecimiento
microbiano produciendo un efecto biocida (6,7).

Las diversas tecnologias aplicadas para la sintesis
de nanoparticulas metalicas, estan basadas en
procesos fisicos y quimicos, que presentan
desventajas no soOlo desde el punto de vista
econdémico (altos costos), o tecnoldgico (necesidad
de equipamiento especializado), sino también
dano ambiental por el requerimiento del uso de
solventes organicos de elevada toxicidad y otros
compuestos quimicos de alta agresividad (8). Es
por ello que en la actualidad los esfuerzos
tecnoldgicos estén basados en métodos biologicos,
los cuales son mas factibles y amigables con el
medio ambiente, donde se requiere el uso de
plantas, biomoléculas aisladas tipo flavonoides,
extractos vegetales, células y tejidos, para la
sintesis de las NPs (9,10).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto y
tomando en cuenta el aumento de Ila
farmacorresistencia por parte de los agentes
bacterianos, es conveniente la sintesis de nuevos
nanomateriales que puedan ser implementados
como tratamientos con efectos antibacterianos,
para tratar las enfermedades de manera eficaz y
segura. Por tal motivo el presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar el Efecto de la Biosintesis
de Nanoparticulas de Plata (AgNPs) y Litio
(LiNPs), obtenida por reduccién con quercetina
sobre la proliferacion de una cepa de
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.
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METODOLOGIA

Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo-
experimental, en al cual estableci6 el efecto
antimicrobiano de las diferentes concentraciones
de nanoparticulas de plata y litio sintetizadas a
partir de quercetina, sobre wuna cepa de
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.

Muestra bioldgica

Para evaluar el efecto antibacteriano de Is NPs se
emplearon dos cepas certificadas, una de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y otra
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
proporcionadas por el laboratorio de Bioquimica
Farmacologica del Instituto de Investigaciones
Biomédicas “Dr Francisco Triana Alonso”
(BIOMED-UC).

Optimizacion de la sintesis de las
nanoparticulas de plata (AgNPs) y litio
(LiNPs)

Para obtener el mejor rendimiento de sintesis de
las AgNPs se emplearon tres concentraciones de
nitrato de plata 0,4; 0,8; 1,2 mM, relaciéon de
volumen de quercetina/AgNOs de 1:1, 1:2 y 2:1.
Para la sintesis de las LiNPs las concentraciones
de sulfato de litio fueron de 0,2; 0,6 y 1 mM,
relacion de volumen de quercetina (QCT)/ Li2SO4
de 1:1, 1:2 y 2:1. En ambos casos se mantuvo
constante el pH a 5, estabilizado con hidroxido de
sodio 0,1 M, y la temperatura de reaccion a 50 °C.
La formacion de las nanoparticulas fue
determinada mediante espectrofotometria UV-VIS
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
EE.UU), realizando un barrido espectral de cada
sintesis obtenida, en un rango de longitudes de
onda de 250 a 750 nm. Para el andlisis de las
nanoparticulas, se tomaron 2 ml de cada sintesis y
se diluyd con agua destilada hasta un volumen
final de 4 ml. Se coloc6é 1 mL de la dilucién
anterior en una celda de 1 cm de camino Optico y
se realizo el barrido espectral (11).
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Determinacion del tamafio y morfologia de las
nanoparticulas de cobre por microscopia
electronica de barrido (SEM)

La morfologia y tamafia de las AgNPs y LiNPs
sintetizadas se analizd utilizando el equipo
JEOL/EO JSM-5600 SEM a 200 um, 10 pm y 2
pum. Las peliculas delgadas de la muestra se
prepararon en una rejilla de cobre recubierta con
carbon dejando caer 20-50 pL de muestra en la
rejilla y luego se observaron bajo el analizador. El
material extrafio se limpié con papel de seda y
luego se dejo secar bajo una lampara de mercurio
durante 4 a 5 minutos (12).

Evaluacion de la actividad antibacteriana de la
AgNPs y LiNPs s, sobre una cepa de
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae
Para iniciar los estudios de crecimiento bacteriano
de la cepa de S. aureus y K. pneumoniae, se
procedio a su cultivo en condiciones aerobicas a 37
°C con agitacion constante (250 rpm), durante 24
horas (Pre-indculo) en 30 mL de medio liquido
Luria-Bertani (LB); este es un medio rico en
nutrientes que consta de: triptona 1%, extracto de
levadura 0,5 % y NaCl 1% (el pH fue ajustado a 7
con NaOH). Posteriormente, a partir de este pre-
indculo, se determind la cantidad necesaria para
inocular 0,05 U/mL de densidad 6ptica a 600 nm
(DOsoo) en el cultivo utilizado para la curva de
crecimiento (13). De esta manera, cada ensayo de
la curva de crecimiento se inicid6 con la misma
cantidad de bacterias en el medio de cultivo LB.

El efecto de las nanoparticulas sobre el
crecimiento bacteriano, se determind en ausencia
(control) y en presencia de diferentes

concentraciones de las mismas (0,2-0,4-0,6-0,8 y
1 mg/mL). En una placa de 96 pocillos de fondo
en U se coloco 2uL de las soluciones
correspondientes a las nanoparticulas y 198 uL de
cultivo de bacterias. En todos los ensayos se
empled un control de crecimiento. Seguidamente,
el crecimiento bacteriano se determin6 mediante la
Desoo para cada concentracion de las diferentes
concentraciones cada 60 minutos hasta por 6
horas. Finalmente se grafico las lecturas de DOsoo
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en funcion de la concentracion de las diferentes
concentraciones utilizadas. Para la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria (MIC) se
procedio aleer la DO las 24 h de incubacion siendo
el MIC la concentracion donde la DO fuese igual
menor a 0,2 unidades.

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante andlisis de varianza. (ANOVA) usando
Statistic 9.0 para Windows.Por su parte los valores
se expresaron como media + desviacion estandar.
Durante el estudio se realizaron tres ensayos
independientes y cada uno por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de la sintesis de las nanoparticulas
de plata(AgNPs) y litio(LiNPs)

Las condiciones Optimas de sintesis para las
AgNPs y LiNPs se observan en la Tabla 1. Este
proceso de optimizacién representa un paso
fundamental para obtener el mayor rendimiento de
sintesis y también lograr que las NPs sean
estabilizadas por el propio agente que orina su
reduccion hasta la formacion de las NPs. En este
sentido y como se observa en la Figura 1, las
AgNPs son estabilizadas por la QCT a través o
interacciones no covalentes como las fuerzas de
Van der Waals formando ademas colides dispersos
(14). Este fenémeno de estabilizacion sucede
también con las LiNPs.

Tabla 1. Optimizacién de la sintesis de nanoparticulas
de plata (AgNPs) y litio (LiNPs)

Table 1. Optimization of the synthesis of silver
(AgNPs) and lithium (LiNPs) nanoparticles

Concentracion Relacion Concentracion Relacion
AgNO3 (mM) Vol. Li2SO4 (mM) Vol.
Sal/QCT Sal/QCT
*0.4 *1/1 0,2 1/1
0,8 2/1 90,6 211
1,2 1/1 1 1/2

Nota: *volumen de sal de nitrato de plata (AgNO3) 500 uL y 500
uL de quercetina (QCT) 9500 pL de sulfato de litio (Li2SO4) y
1000 uL de QCT
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Para evidenciar la formacion de las NPs es
importante realizar el pasmén superficial
(UV/Visible), es decir, someter a las NPs un
barrido espectral a diferentes longitudes de onda
(Figura 2). En este caso las AgNPs presentaron un
maximo de absorcion a 420 nm, resultado muy
semejante a los reportando en otros estudios los
cuales indica que las AgNPs pueden presentar
picos de absorcidon que varian en un intercalo de
418 y 426 nm. Respecto a las LiNPs, hay un punto
a destacar, ya que esta representa la prima sintesis
de LiNPs en VENEZUELA y primera en el
MUNDO en la cual se evaliian este tipo de NPs en
bacterias. El plasmé superficial arrojé que estas
LiNPs presentaron un maximo de absorcion a
480nm, congruente con lo reportado por Alvarez
et al. (15) del Centro de Investigacion en Fisica de
la Universidad de Sonora (15), los cuales fueron
primeros en reportar LiNPs sintetizadas por ruta
quimica con LiNPs con picos de absorcion de 380,
460 y 480 dependiendo del tamafio de las LiNPs.

0.8+

-o- AgNPs
& LiNPs
-&- Quercetina

0.6

Absorbancia
°
&

0.2+

T T T 1
500 550 600 650

Longitud de Onda(nm)

T
450

Figura 1. Plasmon superficial de las nanoparticulas de
las AgNPs y LiNPs y su comparacion con quercetina

Figure 1. Surface plasmon of AgNPs and LiNPs

nanoparticles and their comparison with quercetin

Determinacion del tamafio y morfologia de las
nanoparticulas por microscopia electronica de
barrido (SEM)

Si bien el pasmon superficial proporciona
informacion valiosa relacionada a la formacion de
las NPs, es importante conocer el tamafo exacto y
la morfologia de estas, puesto que estas dos
variables desempefian un rol fundamental en el
efecto antimicrobiano. La técnica de microscopia
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electronica de barrido (SEM), arrojo que las
AgNPs presentaron un tamafio de 38 nm, con una
morfologia esférica (Figura 2A). De acuerdo a lo
indicado por Khodadadi, et al. (16), las AgNPs
podrian incluso presentar tamanos inferiores a los
20 nm, considerando la variabilidad de
biomoléculas que se podrian combinar para

J. MICROBIOL. & HEALTH EDUC.

originar dichas NPs. En lo que respecta a las
LiNPs el tamafio obtenido fue de 36 nm con forma
esférica (Figura 2B). Hasta la fecha no existe
publicaciones de algun articulo que indique el
tamafio aproximado de LiNPs obtenido por esta
técnica (SEM).

Figura 2. Tamafio y morfologia de las AgNPs (A) y LiNPs (B) por Microscopia
Electronica de Barrido (SEM)
Figure 2. Size and morphology of AgNPs (A) and LiNPs (B) by Scanning Electron
Microscopy (SEM)

Evaluacion de la actividad antibacteriana de las
AgNPs y LiNPs, sobre una cepa de
Staphylococcus aureus 'y Klebsiella pneumoniae
Referente al efecto de las AgNPs sobre S. aureus
se observo una inhibicion de la proliferacion para
todo el rango de contracciones empleadas, con una

concentracion minima inhibitoria (MIC) cercana a
0,8 mg/mL (lectura de la densidad optica > 0,2 a
las 24 h). Para las LiNPs sobre S. aureus el
comportamiento fue semejante a las AgNPs, pero
con un MIC cercano a 0,6 mg/mL (Figura 3A 'y
3B).

3B

-8 Control

1.2 3A
— - Control
O 1.01 -+ AgNPs(0.2 mg/mL)
% - AgNPs(0.4 mg/mL)
g 08 - AgNPs(0.6mg/mL)
_o“- 06 -o- AgNPs(0.8mg/mL)
g . -8 AgNPs(1mg/mL)
g 0.41
3 o2

0.0 — r — ;

0 1 2 3 4 5 6
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4 LiNPs(0.2 mg/mL)
-~ LiNPs(0.4 mg/mL)
->- LiNPs(0.6mg/mL)
- LiNPs(0.8mg/mL)
& LiNPs(1mg/mL)

Figura 3. Efecto de las AgNPs (3A) y LiNPs (3B), sobre la proliferacion de S. aureus

Figure 3. Effect of AgNPs (3A) and LiNPs (3B) on the proliferation of S. aureus
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Esta diferencia puede estar asociada al tamafio de
las LiNPs de 36 nm, lo que le permite tener
mayor superficie de contacto incrementado asi el
efecto antimicrobiano por medio de diversos
mecanismos como la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Figura 4).
Comprando los efectos observados con otro tipo de

NPs, el estudio realizado por Figueroa Calderon
(18), empleando nanoparticulas de hierro
hallaron que las FeNPs inhibian la proliferacion
de S. aureus con un MIC cercano a 0,9 mg/mL,
asociando este efecto a las condiciones de
sintesis.

El efecto de las AgNPs y LiNPs sobre K.
pneumoniae fue diferente en lo refiere al MIC. Con
ambas NPs se observd un comportamiento
positivo de inhibir la proliferacion de K.
pneumoniae, sin embargo el MIC de las AgNPs
estuvo cercano a Img/mL, a diferencia del MIC de
las LiNPs que se mantuvo cerca de 0,6 mg/mL
(Figura 5A y 5B). La explicacion a este
comportamiento no solo esta ligada al tamafio de

2.0
24 h
1.64
1.24

0.8

Densidad Optica(DO)

0.4

0.0 T T T T T "
0.0 0.2 04 0.6 08 1.0 1.2
[AgNPs] (mg/mL)

Densidad Optica(DO)

LiNPs y AgNPs

Figura 4. Mecanismo molecular antimicrobiano de las nanoparticulas metalicas. Fuente: Elaboracioén propia
Figure 4. Antimicrobial molecular mechanism of metal nanoparticles. Source: self made

las AgNPs, sino también a que K. pneumoniae
,una de sus caracteristicas principales es un
microorganismo encapsulado. Esta capsula es una
estructura superficial formada por
exopolisacaridos  complejos  formado  por
envolturas gruesas que recubren la superficie
bacteriana, protegiendo a la célula de potenciales
antimicrobianos (19).

2.0
24 h
1.6
1.2
0.8

0.4

0.0 T T T T T "
00 0.2 04 0.6 08 1.0 1.2
[LiNPs] (mg/mL)

Figura 5. Concentracion minima inhibitoria (MIC) de las AgNPs(A) y LiNPs(B), sobre K. pneumoniae
Figure 5. Minimum inhibitory concentration (MIC) of AgNPs(A) and LiNPs(B), on K. pneumoniae
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CONCLUSION

Las nanoparticulas de litio y plata presentaron un
efecto inhibitorio en ambas cepas, sin embargo K.
pneumonia fue mas resistente a dicho efecto. Las

nucvas

alternativas como el uso de las

nanoparticulas metalicas constituyen un paso
importante en el desarrollo de nuevos y mas
eficaces antimicrobianos.
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