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RESUMEN

La prevalencia nosocomial de los enterococcus ha ido en aumento; esto debido al
aumento de la resistencia a los antimicrobianos, la adquisicion de factores de virulencia
y la capacidad del enterococcus para formar biofilms. En cavidad oral, el Enterococcus
faecalis es uno de los microorganismos mas resistentes y dominantes en el ecosistema
microbiano de las lesiones periapicales asintomaticas y persistentes; éste también se
detecta con frecuencia en la microbiota oral de pacientes con periodontitis lo que sugiere
que la infeccion periodontal puede favorecer la colonizacion en la cavidad oral por parte

de esta especie.

Debido al brote de las enfermedades infecciosas causado por diferentes bacterias
patdgenas y el desarrollo de resistencia a los antibidticos de las compafiias
farmacéuticas, los investigadores se encuentran en busca de nuevos agentes
antibacterianos.

Las nanoparticulas de plata (AgNP) poseen excelentes propiedades antimicrobianas por
lo que son los nanomateriales mas utilizados disefiados para su uso en una amplia gama
de aplicaciones de consumo y médicos; debido a lo anterior, se realiza en la literatura
una busqueda para determinar el éxito de este eficaz antimicrobiano ante la presencia del
microorganismo Enterococcus faecalis. El objetivo de este estudio es evaluar la
resistencia del Enterococcus faecalis y su capacidad de replicacion después de ser
expuesto a las nanoparticulas de plata. Materiales y métodos: se utilizaron cultivos de
Enterococcus faecalis con aplicacién en solucion de nanoparticulas de plata en tamafio
de 10 nm diluidos en 0.02 mg/ml de agua o buffer utilizado la Técnica de Microdilucién
en miniplacas de 96 pocillos; se utiliz6 como control positivo el hipoclorito de sodio y
como control negativo agua destilada. Los resultados fueron obtenidos a través del lector
de microplacas para absorbancia a una lectura de 600 nm para determinar si el
microorganismo era sensible, intermedio o resistente segin la concentracion de las
diluciones. Resultados: Las AgNP mostraron ser efectivas como antimicrobiano. El
porcentaje mas alto de efectividad se mostré a las 48 horas de la incubacion. Solo el

control positivo de hipoclorito de sodio al 5% mostro efectividad. Discusion: los
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resultados mostrados concordaron con la literatura que se encuentra actualmente
respecto al efecto atimicrobiano de las AgNP. Conclusiones: Las nanoparticulas de
plata han demostrado ser efectivos antimicrobianos en contra de microorganismos
resistentes lo que podria marcar un nuevo uso de éstas como auxiliar en el tratamiento de

patologias orales.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, E. faecalis, antimicrobiano
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ABSTRACT

The prevalence of nosocomial enterococcus has been increasing; this due to the
increased resistance to antimicrobials, acquisition of virulence factors and the ability of
enterococcus to form biofilms. In oral cavity, Enterococcus faecalis is one of the
strongest and dominant microbe in the microbial ecosystem of asymptomatic and
persistent periapical lesions microorganisms. This is also frequently detected in oral
flora of periodontitis patients suggesting that periodontal infection may promote oral

cavity colonization by the species.

Due to the outbreak of infectious diseases caused by various pathogenic bacteria and the
development of antibiotic resistance from pharmaceutical companies, researchers are

looking for new antibacterial agents.

Silver Nanoparticles (AgNP) have excellent antimicrobial properties, which are most
commonly used nanomaterials for use in a wide range of consumer and medical
applications; due to this, it has been performed a search in the literature to determine the
success of this highly effective antimicrobial against Enterococcus faecalis. The
objective of this study is to evaluate the resistance of Enterococcus faecalis and their
replication capacity after exposure to the silver nanoparticles diluted to different
concentrations. Materials and methods: cultures of Enterococcus faecalis with the
application of silver nanoparticles solution in size of 10 nm diluted in 0.2 mg / ml in
water or buffer and a culture to which applied a sodium hypochlorite at 5% and 2.25%
as positive controls. The method used to find MIC was Microdilution test. Results:
Silver nanoparticles were effective antimicrobials against E. faecalis in all their
dilutions. Higher percent of effectiveness was showed at 48 hours after their incubation.
Sodium hypochlorite was effective at 5% only. Discussion: several of our findings agree
with different authors that have studied antimicrobial effects of AgNP. Conclusions:
Silver nanoparticles had showed effective antimicrobial properties which may result in
the use of new agents for the treatment of several oral pathologies.

Key words: Silver nanoparticles, E. faecalis, antimicrobial.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la creciente incidencia de la presencia del Enterococcus faecalis en la
cavidad oral como por ejemplo en los casos de una periodontitis apical o en el fracaso
de un tratamiento radicular, ademas de los factores de supervivencia que lo condicionan,
demanda la utilizacion de nuevos agentes antimicrobianos que no generen resistencia y

posean una buena propiedad antibacteriana.

Se ha constatado la capacidad de este microorganismo de sobrevivir en un entorno en el
que hay nutrientes disponibles escasos y en el que la comensalia con otras bacterias es

minima.

En el escenario actual, los materiales a nanoescala han surgido como nuevos agentes
antimicrobianos debido a su alta relacion de superficie a volumen y sus propiedades

Unicas fisicas y quimicas.

La nanotecnologia, que se refiere a las estructuras en la escala nanométrica (1-100 nm),
se considera como una tecnologia de corriente vital en el siglo XXI sobre la base de su

potencial econémico y cientifico.

Las nanoparticulas de plata (AgNP) representan un importante avance en la
nanomedicina basado en la lucha contra las bacterias polirresistentes.

Debido a su excelente capacidad antimicrobiana, las nanoparticulas de plata podrian ser
consideradas como antimicrobiano para la eliminacion del E. faecalis, ya que se ha
probado, actGan exitosamente en la eliminacion de diferentes tipos de bacterias segun la

literatura.

De esta forma, las nanoparticulas de plata, podrian ser utilizadas en odontologia para
diversas aplicaciones en patologias orales donde se presente el microorganismo, debido
a que se ha constatado que es poco probable que un microorganismo genere algun tipo

de resistencia ante la plata.
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La plata, por su parte, tomando ventaja de sus propiedades bactericidas, diversas
preparaciones que contienen plata se han utilizado para el tratamiento de heridas
cronicas. En los siglos XVII y XVIII, el nitrato de plata ya se utilizaba para el

tratamiento de Ulceras, y en 1960, se introdujo para el tratamiento de las quemaduras.

Después de una disminucién en el uso de sales de plata consiguientes a la introduccion
de los antibidticos en 1940, en afios mas recientes, ha habido un interés renovado en la
plata, debido a la mayor resistencia de las bacterias a los antibiéticos.

Es entonces cuando segun la literatura y requerimientos en odontologia actuales, es
valido hacernos la pregunta: ;Cuél es la efectividad de las nanoparticulas de plata en su

propiedad antimicrobiana en la eliminacion del microorganismo Enterococcus faecalis?

Determinando que es un efectivo antimicrobiano, las AgNP podran ser utilizadas en

odontologia en varias presentaciones y para diferentes tratamientos.

Es por eso que en el presente trabajo se busca obtener a bajas concentraciones la
efectividad antimicrobiana de las AgNP contra el microorganismo E. faecalis. Sirviendo
de parteaguas para una posible elaboracion de tratamientos de patologias orales causadas

por este microorganismo.
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2. HIPOTESIS
H;: Las nanoparticulas de plata poseen un efecto antimicrobiano contra el E. faecalis.

Ho: Las nanoparticulas de plata no poseen un efecto antimicrobiano contra el E. faecalis.
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3. OBJETIVO

3.1 General.
Evaluar la resistencia del Enterococcus faecalis y su capacidad de replicacion después
de ser expuesto a las nanoparticulas de plata diluidas a diferentes concentraciones.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Medicion de la absorbancia de las AgNP en su lectura inicial, a las 24, 48 y
72 horas.

3.2.2 Determinacion del porcentaje de efectividad de las AgNP como
antibacteriano a las 24, 48 y 72 horas.

3.2.3 Determinar la concentracion minima inhibitoria de las nanoparticulas de plata

contra el Enterococcus faecalis.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Enterococcus Faecalis

Son bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas que se caracterizan por su
capacidad para crecer en concentraciones de 6,5% de NaCl a un pH alto y para
hidrolizar la bilis esculina y L-pirrolidonilo-B-naftilamida (PYR). (1). Ademas, los
enterococos son cocos que a menudo se producen en pares (diplococos) o en cadenas
cortas. (Balaei Gajan E. 2013).

La prevalencia nosocomial de los enterococcus ha ido en aumento; esto debido al
aumento de la resistencia a los antimicrobianos, la adquisicion de factores de virulencia

y la capacidad del enterococcus para formar biofilms. (Sava, 1G. 2010)

Ademas, es bien sabido que el Enterococcus es capaz de adquirir genes de resistencia,
incluida la resistencia de alto nivel (HLR) a los antibi6ticos aminoglucosidos. (Silva J.
2013)

Ademas, entre las infecciones nosocomiales mas comunes producidos por estos
organismos son infecciones del tracto urinario (asociada con la instrumentacion y
resistencia a los antimicrobianos), seguido de infecciones intra-abdominales y pélvicas.
También causan infecciones de heridas quirdrgicas, bacteriemia, sepsis neonatal y
meningitis, raras veces. Una raz6n importante por estos organismos sobreviven en medio
hospitalario es la resistencia intrinseca a varios antibioticos de uso comin y, quizés lo
mas importante, su capacidad para adquirir resistencia a todos los antibidticos
disponibles en la actualidad, ya sea por mutacion o por la recepcidn de material genético

extrafio mediante la transferencia de plasmidos y transposones. (Sood S. 2008)

Farmacos como las ampicilinas, tetraciclinas, vancomicina, gentamicina, entre otros, han
sido utilizados para combatir la presencia del E. faecalis en diferentes enfermedades.
(Barge S. 2013; Seo Y. 2013)
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Investigaciones recientes han demostrado la aparicion de clones similares de E. faecalis
resistentes a la vancomicina y a la gentamicina obtenidos a partir de animales y de
pacientes humanos. La vigilancia continua de la resistencia a los antimicrobianos en
enterococos de los seres humanos y los animales es esencial para seguir las tendencias y

detectar la aparicion de resistencia. (Hammerum AM. 2010)

En cavidad oral, el Enterococcus faecalis es un microorganismo grampositivo anaerobio
facultativo de los mas resistentes y dominantes en el ecosistema microbiano de las
lesiones periapicales asintomaticas y persistentes en los casos de retratamiento
endodontal. (Stuart CH, 2006; Luddin N, 2013)

Es ecoldgicamente tolerante y tiene la capacidad para sobrevivir a las duras condiciones,
ya que presenta considerables polimorfismos genéticos y se puede unir a la dentina y
resistir la accion de hidroxido de calcio, especialmente cuando no se mantiene un pH
alto. (Luddin N. 2013)

La prevalencia de las infecciones por E. faecalis varia de 24% a 77%. Este hallazgo
puede explicarse por varios factores de supervivencia y la virulencia poseidos por E.
faecalis, incluyendo su capacidad para competir con otros microorganismos, invadir los
tibulos dentinarios, y resistir a la privacion nutricional. La prevalencia de E. faecalis en

los conductos radiculares se asocia con su presencia en saliva. (Wang QQ, 2012)

El fenotipo y genotipo del E. faecalis encontrado en pruebas de factores de virulencia ha
sido el mismo en saliva como en el conducto radicular. (Zhu X, W. 2010). Sin embargo,
su presencia es mas comun en los conductos radiculares de los dientes con periodontitis

apical que en la saliva. (Wang QQ, 2012)

Se ha reportado que el E. faecalis de lesiones endodontales aislado y expuesto a la
tetraciclina, muestra un alto nivel de resistencia a ésta, un antibidtico que tiene uso en el
tratamiento local de infecciones dentales. Esto abre un debate muy necesario sobre el
papel y la eficacia de este antibidtico para las infecciones orales. Ademas, estas cepas
han mostrado poseer genes que podrian contribuir a la patogenicidad de la cavidad
pulpar. (Lins RX. 2013)
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En relacion con la enfermedad periodontal, investigaciones recientes han demostrado
que el E. faecalis se detecta con frecuencia en la microbiota oral de pacientes con
periodontitis lo que sugiere que la infeccidn periodontal puede favorecer la colonizacion

en la cavidad oral por parte de esta especie. (Souto R. 2008)

El Enterococcus faecalis puede contribuir a la degradacion periodontal en sitios
subgingivales muy infectados, particularmente en los pacientes que responden
pobremente a las formas mecéanicas de la terapia periodontal. (Rams TE, 2013)

Farmacos eficaces utilizados en el tratamiento de enfermedad periodontal como la
tetraciclina, eritromicina, clindamicina, y metronidazol, han revelado pobre actividad in
vitro contra E. faecalis subgingivales clinicos humanos aislados, y probablemente serian
agentes terapéuticos ineficaces contra estas especies en las bolsas periodontales. (Rams
TE, 2013)

4.2 Nanotecnologia

La Nanotecnologia se refiere en general a un campo de la ciencia y la tecnologia
aplicada, cuyo hilo conductor es el control de la materia a escala atdbmica y molecular.
(Oza Goldie, 2012)

La nanotecnologia, que se refiere a las estructuras en la escala nanométrica (1-100 nm),
se considera como una tecnologia de corriente vital en el siglo XXI sobre la base de su

potencial econdémico y cientifico. (René Garcia Contreras, 2011)

Los recientes avances en la nanotecnologia han revolucionado todos los aspectos de la
vida, desde la ingenieria a los cosméticos. Una de las zonas méas dindmicas de desarrollo

es el de la nanomedicina. (Thorley AJ. 2013)

Una serie de productos basados en nanoparticulas para el diagndstico y la terapéutica
han sido aprobados para aplicaciones clinicas, e incluso varios mas estan actualmente en
ensayos clinicos. Sin embargo, el horizonte de la nanomedicina esta alin en fase de

rapida expansion.
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Una tendencia importante es el desarrollo de nanoparticulas que son capaces de lograr
varios objetivos, tales como formacion de imagenes y la terapia o la realizacion de una
sola funcién avanzada a través de la incorporacion de mdltiples unidades
multifuncionales. La aparicion de estas nanoparticulas se debe a los avances en las

técnicas de nanofabricacion. (Bao G, 2013)

Al controlar el tamafio, forma, superficie, y el estado de aglomeracién de las
nanoparticulas, perfiles especificos de liberacion de iones se pueden desarrollar para
cualquier aplicacién dada. Actualmente, las NP se forman en una amplia variedad de

diferentes formas y tamafios incluyendo esferas, placas, y los cables. (Sweet MJ, 2012)

Debido a su tamafio (de menos de 100 nm), las nanoparticulas muestran propiedades que
son diferentes a la del mismo material de tamafio mayor. (Thorley AJ. 2013) Las
nanoparticulas (NP) tienen una mayor relacion de superficie a volumen (masa por
unidad) que las particulas a no nanoescala del mismo material, y por lo tanto son mas

reactivas. (René Garcia Contreras, 2011)

4.3 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata han surgido como nuevos agentes antimicrobianos debido a
su alta relacion de superficie a volumen y sus propiedades Unicas fisicas y quimicas.
(Oza Goldie, 2012).

Numerosos métodos para la sintesis de nanoparticulas de plata se han reportado
incluyendo reduccién quimica, descomposicion térmica, ablacion por laser, y la sintesis
de sonoquimica. Entre éstos, el método de reduccion quimica y el método de ablacién

por laser son las rutas sintéticas mas comiunmente empleadas. (Ravindran A, 2013)

Tipicamente, las nanoparticulas de plata se sintetizan mediante la reduccion de una sal
de plata con un agente reductor como borohidruro de sodio en presencia de un
estabilizador coloidal. Los estabilizadores coloidales mas comunes utilizados son el
alcohol de polivinilo, polivinilpirrolidona), albimina de suero bovino (BSA), citrato, y

celulosa. Recientes métodos incluyen el uso de i-d-glucosa como un azucar reductor y
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un almidon como el estabilizador para desarrollar implantacion de iones de

nanoparticulas de plata utilizado para crear nanoparticulas de plata. (Moddy VV, 2010)

Debido a sus propiedades antimicrobianas, las nanoparticulas de plata (AgNP) son los
nanomateriales mas utilizados disefiados para su uso en una amplia gama de

aplicaciones de consumo y médicos. (Behra R, 2013)

4.4 Propiedad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata

Debido al brote de las enfermedades infecciosas causado por diferentes bacterias
patdgenas y el desarrollo de resistencia a los antibidticos de las compafiias
farmacéuticas, los investigadores se encuentran en busca de nuevos agentes
antibacterianos. (Oza Goldie, 2012)

A través de los afios, compuestos de plata y nanoparticulas han exhibido actividad
antibacteriana que ha resultado en el uso generalizado de las nanoparticulas de plata
(AgNP) en ropa de cama, maquinas de lavado, purificacion de agua, pasta de dientes, de
champu y enjuague, botellas de enfermeria, los desodorantes, los filtros de y utensilios

de cocina y los humidificadores. (René Garcia Contreras, 2011)

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) representan un importante avance en la
nanomedicina basado en la lucha contra las bacterias poliresistentes. (Fayaz AM, 2010)

La propiedad antimicrobiana de la plata esta relacionada con la cantidad de plata y la
tasa de la plata liberada. (Oza Goldie, 2012)

Las nanoparticulas de plata tienen un gran efecto bactericida sobre una gama de varios
microorganismos, y se sabe muy bien que su efecto bactericida depende del tamafio y la

forma de la particula. (L.F. Espinosa-Cristobal, 2013)

Las nanoparticulas de plata muestran eficiente propiedad antimicrobiana en comparacion
con otras sales debido a su extremadamente gran area de superficie, lo que proporciona

un mejor contacto con los microorganismos.
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El efecto de los iones de plata en las bacterias puede ser observado por los cambios
estructurales y morfoldgicos. Se sugiere que cuando las moléculas de ADN estan en un
estado relajado, la replicacion de ADN puede llevarse a cabo eficazmente. Pero cuando
el ADN esta en forma condensada, pierde su capacidad de replicacion, por tanto, cuando
los iones de plata penetran en el interior de la célula bacteriana de la molécula de ADN,
ésta se adopta la forma condensada y pierde su capacidad de replicacion lo que conduce

a la muerte celular. (Oza Goldie, 2012)
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Universo de estudio.
5.1.1 Poblacién de la cual se obtendra la muestra.

Cultivos de Enterococcus faecalis con aplicacion en solucion de nanoparticulas de plata
en tamafio de 10 nm y diluidas a diferentes concentraciones, comparando con un agente

antiséptico como el NaClO y un placebo que es el agua destilada.
5.1.2 Caracteristicas de la cepa.

Cepas de E. faecalis ATCC 29212 fueron activadas en la cdmara de anaerobiosis y
sembradas en caldo Mueller-Hinton. Se incubaron bajo condiciones de anaerobiosis a
37°C por 24 horas.

5.2 Tamarno de la muestra.

La muestra estara integrada por cultivos de bacterias que cumplieron con los requisitos

de inclusion, exclusion y eliminacion considerados en el estudio.

Los datos seran capturados en una base de datos en el programa IBM Statistics 19 con el
que se realizaran tablas de frecuencia de dos variables dentro de las cuales sera
considerada la variable principal (Concentracion minima inhibitoria) de cada uno de los
grupos experimentales (soluciones de nanoparticulas de plata de 10 nm diluidos en 0.2
mg/ml de agua o buffer) y del grupo control (hipoclorito de sodio) y el resto de las
variables establecidas en el instrumento de observacion. Para algunos procedimientos
estadisticos de clasificacion y manejo de base de datos serd empleado el programa
Microsoft Excel 2010.

El presente proyecto contara con un modelo estadistico de presentacion de datos que

consistira en la elaboracion y descripcion de tablas de frecuencias y porcentajes para las
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variables cualitativas y de intervalo, asi como un modelo descriptivo de medidas de
tendencia central y dispersion para las variables cuantitativas, ademas del uso de
gréficos para las tablas mayormente relacionadas con el analisis de los datos, posterior a

este disefio se realizara una descripcion detallada de los resultados.

5.3 Forma de asignacion de los casos a los grupos de estudio:

Aleatoria

5.4 Caracteristicas del grupo control y del (los) grupo(s) experimental(es)

5.4.1 Grupo control: cultivo de bacterias de E. faecalis en caldo Mueller- Hinton
donde se observe el crecimiento o proliferacion de las colonias sin la aplicacion de la
solucién de nanoparticulas de plata y utilizando solo agua destilada (control negativo).
Cultivo de bacterias de E. faecalis en caldo Mueller- Hinton donde se observe la
proliferacion o inhibicidn del crecimiento de las colonias sin la aplicacion de la solucion
de nanoparticulas de plata y utilizando hipoclorito de sodio en dos diferentes

concentraciones: 5.25% y 2.25% (control positivo).

5.4.2 Grupos experimentales: cultivo de bacterias de E. faecalis en caldo Mueller-
Hinton donde se aplique la solucion de nanoparticulas de plata de tamafio de 10 nm
segin el método de Microdilucién en miniplacas de 96 pocillos para observar la

disminucién o el cese del crecimiento bacteriano.

Se elaboraran diferentes diluciones de la solucion de nanoparticulas de plata para la

determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

5.5 Criterios de seleccion:

5.5.1 Criterios de Inclusion.

Cepa que sea viable y prolifere en un medio de cultivo caldo Mueller-Hinton.
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5.5.2 Criterios de exclusion.
Aquella cepa bacteriana que se encuentre caducada.
5.5.3 Criterios de eliminacion.

Aquella cepa no viable o que no muestre crecimiento en el medio de cultivo caldo

Mueller- Hinton. Aquella cepa que se contamine en el proceso de investigacion.

5.6 Procedimiento

Se realizd la activacion de la cepa de E. faecalis ATCC 29212 en la camara de
anaerobiosis y sembradas en caldo Mueller-Hinton. Se incub6 bajo condiciones de
anaerobiosis a 37°C por 24 horas.

Una vez obtenida la solucién de nanoparticulas de plata de tamafio de 10 nm a una
concentracion de 0.02 mg/ml (Laboratorios Sigma-Aldrich) se realizaron diluciones de
ésta concentracion para determinar la CMI. Partiendo del tubo inicial con contenido de 1

ml de las nanoparticulas en estado puro, se obtuvieron 9 diluciones.
Las diluciones fueron las siguientes:

a) Tubo 1: 750 pl de AgNP y 250 pl de agua destilada estéril.
b) Tubo 2: 500 ul de AgNP y 500 pl de agua destilada estéril.
c) Tubo 3: 250 ul de AgNP y 750 ul de agua destilada estéril.
d) Tubo 4: 125 pl de AgNP y 825 pl de agua destilada estéril.
e) Tubo 5: 62.5 ul de AgNP y 937.5 pl de agua destilada estéril.
f) Tubo 6: 31.5 pl de AgNP y 968.5 pul de agua destilada estéril.
g) Tubo 7:15.2 ul de AgNP 985 pul de agua destilada estéril.

h) Tubo 8: 7.5 ul de AgNP y 992.5 pl de agua destilada estéril.
i) Tubo 9: 3.5 ul de AgNP y 996.5 pl de agua destilada estéril.
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Figura 1. Campana de flujo laminar. Figura 2. Preparacion de las diluciones.

Una vez realizadas las diluciones se llevd a cabo la Técnica de Microdilucién en caldo,

en condiciones de anaerobiosis en campana de flujo laminar.
Técnica de Microdilucion en Caldo.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de cada una de las diluciones y de los controles
positivos y negativos, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) por
medio de la técnica de microdilucion en caldo. La CMI es la minima concentracién de

un antibidtico que inhibe el desarrollo visible de un microorganismo.

Se usaron placas de cultivo de 96 pozos (Costar 3595, Corning Inc.) aprovechando para
ensayar hasta 9 diluciones de las columnas 1-9 de las filas A-C. Las columnas 10, 11y

12 de las filas A, B y C se utilizaron para los controles.

Se prepararon tubos con caldo MH y una suspensién calibrada de microorganismos de
E. faecalis usando el 0.5 de la Escala Mc Farland que corresponde al 1.5x108 UFC/mL.
Dicha escala relaciona la turbidez de unos patrones de sulfato barico (mezcla de cloruro
de bario al 1% vy acido sulfdrico al 1%) con el nimero de bacterias presentes en una

muestra.

Se colocd el microorganismo con medio en los poros de las columnas A, B y C de las

filas 1-12 en una concentracion de 100 pl.

En la fila 1 se colocd el tubo 1 en las filas A, By C. E la fila 2 se coloco el tubo 2 en las

filas A, B y C. y asi sucesivamente hasta la columna 9 en las filas A, By C.
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En la columna 10, filas A, B y C se colocé como control positivo el NaCIO al 5.25% y
en la columna 11, filas A, B y C se colocé como control positivo también NaClO al 2%.
Como control negativo se utilizo la columna 12, filas A, B y C colocando agua destilada

estéril (200 pl) y 100 ul de microorganismo con medio.

Todas las diluciones de nanoparticulas en las columnas descritas anteriormente se

colocaron en una concentracion de 200 pl.

Figura 2. Inoculacién de las AgNP en los pocillos de la microplaca Figura 3. Inoculacién del Enterococcus faecalis en los
pocillos de la microplaca.

Figura 4. Microplaca antes de lectura inicial.



27

En las filas G y H de las columnas 1-9 se colocaron 100 pl de medio MH, 100 pl de las
diluciones del mismo modo descrito anteriormente para las filas A, By C; y 100 pl del

microorganismo E. faecalis.

Como blancos se utilizaron la fila D en las columnas 10, 11 y 12 con 100 pl del
microorganismo E. faecalis; la fila E en las columnas 10, 11y 12 con 100 pl de medio
MH; la fila F en las columnas 10, 11 y 12 con 200 pl de AgNP; la fila G en las columnas
10, 11y 12 con 100 pl de medio y 200 pul de AgNP.

Se realizé la primera lectura sin incubar la bacteria con el lector de microplacas para

absorbancia Biotek.

Figura 5. Lector de microplacas para absorbancia Biotek.

Posteriormente, las placas se incubaron a 37°C por 24h (anaerébicamente, de acuerdo a
los requerimientos de la cepa). Al término del periodo de incubacion, las placas de 96
pozos fueron examinados a simple vista con la finalidad de observar la turbidez que nos
indica que el crecimiento bacteriano ha sido inhibido por la concentracion de las AgNP
contenidas en el medio. La segunda lectura se realizo a las 24 horas, la tercera lectura se

realizé a las 48 horas y, la cuarta y ultima lectura a las 72 horas.

En una segunda microplaca se llevé a cabo el control de los blancos de cada una de las
diluciones y grupos controles (positivo y negativo). También se inocularon AgNP puras
(200 pl y 100 pl) con medio y microorganismo para estudiar su efectividad en este

estado.
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La distribucion fue llevada a cabo de la siguiente manera:

En la fila A, columnas 1, 2 y 3 se colocaron 200 pul de AgNP en estado puro y 100 pl de
bacteria E. faecalis con medio.

En las filas A, B y C, columnas 4-12 se colocaron los blancos de las diluciones: 200 pl
de cada una de las diluciones y 100 pl de medio sin bacteria.

En la fila C, columna 1,2 y 3 se colocaron 200 pl del blanco del control positivo
(hipoclorito de sodio al 5%) y 100 pl de medio sin bacteria. De mismo modo, en la fila
D, columna 1,2 y 3 se colocaron 200 pl del blanco del control positivo (hipoclorito de

sodio al 2.25%) y 100 pl de medio sin bacteria.

En las filas D, E y F, columnas de la 4-12 se colocaron como blanco 100 pl de las
diluciones de AgNP y 100 ul de medio sin bacteria.

En la fila E, columna 1, 2y 3 se colocaron como blanco 100 ul de AgNP y 100 pl de

medio sin bacteria.

En la fila G, columnas 1, 2 y 3 se colocaron 100 pl de AgNP puras, 100 pl de medio y
100 pl de bacteria E. faecalis.

En la fila G, columnas 4, 5y 6 se colocé el blanco de 200 ul de agua destilada y 100 pl

de medio sin bacteria.

En la fila G columnas 7, 8 y 9 se coloco el blanco de 200 pl de AgNP puras y 100 pl de

medio sin bacteria.

De igual manera se realizo la lectura de esta microplaca antes de incubar, a las 24, 48 'y
72 horas.



Los resultados que se muestran a continuacion fueron obtenidos en base a la

metodologia descrita anteriormente.

6. RESULTADOS
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Las tablas que se muestran representan los resultados obtenidos de la lectura inicial,

antes de incubar el microorganismo; y a las 24, 48 y 72 horas después de incubar el

microorganismo.

Tabla 1. Promedio de absorbancias iniciales y pruebas t, segn la concentracion, con el

control positivo

Prueba t (Control

Prueba t (Control

Prueba t (Control

E. Faecalis (200 pl) ¥) E. Faecalis (100 pl) ¥) S.S (200 pl) 4
Dilucione . . Medi

s Media D.E. 5% 2.50% Media D.E. 5% 2.50% 3 D.E. 5% 2.50%

Puras 0.148 0.008 0.000 0.000 0.166 0.012 0.000 0.002 0.157 0.;)1 0.000 0.002

750 0.164 0.004 0.000 0.000 0.186 0.010 0.000 0.001 0.171 O';)O 0.000 0.000
0.00

500 0.163 0.002 0.000 0.000 0.179 0.007 0.000 0.001 0.173 1 0.000 0.000

250 0.167 0.003 0.000 0.000 0.188 0.001 0.000 0.000 0.176 0.2)0 0.000 0.000
0.00

125 0.165 0.004 0.000 0.000 0.186 0.004 0.000 0.000 0.175 3 0.000 0.000

62.5 0.168 0.003 0.000 0.000 0.182 0.004 0.000 0.000 0.178 O.i)O 0.000 0.000
0.00

315 0.171 0.005 0.000 0.000 0.182 0.004 0.000 0.000 0.176 ) 0.000 0.000

15.2 0.169 0.006 0.000 0.000 0.189 0.001 0.000 0.000 0.177 O';)O 0.000 0.000
0.00

7.5 0.170 0.003 0.000 0.000 0.185 0.007 0.000 0.001 0.175 1 0.000 0.000

3.5 0.170 0.002 0.000 0.000 0.189 0.006 0.000 0.000 0.173 0.00 0.000 0.000

3
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Grafico 1. Promedio de absorbancias iniciales segun la concentracion,
Diciembre 2014
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En la lectura inicial (0 horas), la media para Enterococcus faecalis en la concentracion
de 200 pl, va desde 0.148+0.008 en estado puro, hasta la dltima dilucion de 3.5 pl con
una media de 0.170+0.002.

Para Enterococcus faecalis en concentracion de 100 pl, la media en estado puro va
desde 0.166+0.012 hasta 0.189+0.006 de la ultima dilucion de 3.5 pl.

En todos los resultados mostrados el valor P>0.05 por lo que no existe diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo experimental.



31

Tabla 2. Promedio de absorbancias a las 24 horas y pruebas t, segun la concentracion,
con el control positivo

Prueba t (Control Prueba t (Control Prueba t (Control

E. Faecalis (200 pl) +) E. Faecalis (100 pl) +) S.S (200 pl) +)
D"“‘;‘°”e Media  D.E. 5%  250% Media  D.E. 5%  2.50% M:d' DE. 5%  2.50%
Puras 0.094 0.003 0.000 0.000 0.096 0.001 0.000 0.000 0.126 0':?2 0.001 0.007
750 0.141 0.009 0.000 0.000 0.203 0.004 0.000 0.000 0.126 0.;)0 0.000 0.000
500 0.140 0.008 0.000 0.000 0.207 0.036 0.002 0.012 0.135 ofl 0.000 0.002
250 0.138 0.010 0.000 0.001 0.207 0.025 0.001 0.006 0.121 O'fl 0.000 0.001
125 0.129 0.018 0.001 0.004 0.204 0.007 0.000 0.001 0.118 O.;)O 0.000 0.000
62.5 0.131 0.005 0.000 0.000 0.220 0.016 0.000 0.002 0.121 0.(())1 0.000 0.001
31.5 0.134 0.012 0.000 0.001 0.211 0.006 0.000 0.000 0.121 O.;)O 0.000 0.000
15.2 0.118 0.006 0.000 0.000 0.243 0.057 0.003 0.019 0.140 0':1 0.001 0.003
7.5 0.113 0.005 0.000 0.000 0.241 0.076 0.008 0.034 0.126 O.;)O 0.000 0.001

0.00

3.5 0.113 0.006 0.000 0.000 0.238 0.073 0.008 0.032 0.109 3 0.000 0.001

Grafico 2. Promedio de absorbancias a las 24 horas, segun la
concentracién, Diciembre 2014
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En la lectura a las 24 horas, la media para Enterococcus faecalis en la concentracion de
200 pl, va desde 0.094+0.003 en estado puro, hasta la tltima dilucion de 3.5 pul con una
media de 0.113+0.006. La minima cantidad inhibitoria (MCI) se muestra en la dilucion
de 125 pl con 0.129+0.018.

Para Enterococcus faecalis en concentracion de 100 pl, la media en estado puro va
desde 0.096+0.001 hasta 0.238+0.073 de la ultima dilucion de 3.5 pl. La minima
cantidad inhibitoria (MCI) se muestra en la dilucion de 125 pl con 0.204+0.007.

En todos los resultados mostrados el valor P>0.05 por lo que no existe diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo experimental.

Tabla 3. Promedio de absorbancias a las 48 horas y pruebas t, segun la concentracion,
con el control positivo

E. Faecalis (200 Prueba t (Control E. Faecalis (100 Prueba t (Control Prueba t (Control
ml) +) ml) +) S.S (200 ml) +)
D"ucs"’”e Media  D.E. 5%  2.50% Media  D.E. 5%  2.50% M:d' DE. 5%  2.50%
Puras 0.074 0.002 0.000 0.000 0.152 0.010 0.000 0.002 0.089 0'20 0.000 0.000
0.00
750 0.117 0.011 0.000 0.001 0.181 0.011 0.000 0.002 0.096 5 0.000 0.000
500 0.100 0.010 0.000 0.002 0.198 0.023 0.001 0.006 0.098 0'20 0.000 0.000
250 0.097 0.010 0.000 0.003 0.182 0.009 0.000 0.001 0.094 0.;)1 0.001 0.004
125 0.092 0.010 0.000 0.003 0.181 0.009 0.000 0.001 0.094 0';)0 0.000 0.000
62.5 0.096 0.012 0.001 0.005 0.184 0.001 0.000 0.000 0.094 0'??0 0.000 0.000
0.00
31.5 0.091 0.006 0.000 0.001 0.182 0.000 0.000 0.000 0.093 1 0.000 0.000
15.2 0.089 0.005 0.000 0.001 0.186 0.006 0.000 0.000 0.093 0';)0 0.000 0.000
0.00
7.5 0.088 0.004 0.000 0.000 0.192 0.004 0.000 0.000 0.089 4 0.000 0.000
3.5 0.097 0.006 0.000 0.001 0.188 0.001 0.000 0.000 0.086 0.00 0.000 0.000

3
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Grafico 3. Promedio de absorbancias a las 48 horas, segun la
concentracién, Diciembre 2014
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En la lectura a las 48 horas, la media para Enterococcus faecalis en la concentracion de
200 pl, va desde 0.074+0.002 en estado puro, hasta la Gltima dilucion de 3.5 pl con una
media de 0.097+£0.006. La minima cantidad inhibitoria (MCI) se muestra en la dilucién
de 125 pl con 0.092+0.010.

Para Enterococcus faecalis en concentracion de 100 ul, la media en estado puro va

desde 0.152+0.010 hasta 0.188+0.001 de

cantidad inhibitoria (MCI) se muestra en la dilucion de 125 ul con 0.181+0.009.

la dltima dilucion de 3.5 pl. La minima

En todos los resultados mostrados el valor P>0.05 por lo que no existe diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo experimental.
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Tabla 4. Promedio de absorbancias a las 72 horas y pruebas t, segln la concentracion,
con el control positivo

E. Faecalis (200

Prueba t (Control

E. Faecalis (100

Prueba t (Control

Prueba t (Control

ml) +) ml) +) S.5(200ml)  +)
D"”‘;‘°“e Media  D.E. 5%  2.50% Media  D.E. 5%  2.50% Mzd' DE. 5%  2.50%
Puras 0.084 0.005 0000 0001 0.175 0016 0.000 0.004 0.110 0.004 0.00  0.000
750 0.149 0016 0000 0002 0.8 0.039 0.003 0018 0.087 0004 0.000  0.000
500 0.105 0015 0001 0006 0201 0.056 0.007 0.029 0.091 0005 0000  0.001
250 0.099 0.003 0000 0000 0.163 0016 0.000 0.005 0.90 0.004 0.00  0.000
125 0.094 0.009 0000 0002 0.160 0.001 0.000 0.000 0.087 0.002 0.000  0.000
62.5 0.095 0.013 0001 0006  0.162 0.008 0000 0.001 0.08 0.003 0000 0.000
315 0.091 0.009 0000 0003 0161 0.009 0000 0.002 0.087 0.02 0.000  0.000
15.2 0.087 0.003 0000 0000 0170 0.004 0000 0.000 0.087 0.07 0.000 0.002
7.5 0.086 0.005 0000 0001  0.166 0.009 0000 0.001 0.08 0.02 0000 0.000
3.5 0.098 0011 0001 0003 0.167 0.018 0000 0.005 0.08 0.001 0.000  0.000
0.180

Grafico 4. Promedio de absorbancias alas 72 horas, segun la
concentracién, Diciembre 2014
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En la lectura a las 72 horas, la media para Enterococcus faecalis en la concentracion de
200 pl, va desde 0.084+0.005 en estado puro, hasta la dltima dilucién de 3.5 ul con una
media de 0.098+0.011. La minima cantidad inhibitoria (MCI) se muestra en la dilucién
de 125 pl con 0.094+0.009.

Para Enterococcus faecalis en concentracion de 100 pl, la media en estado puro va
desde 0.175+0.016 hasta 0.167+0.018 de la ultima dilucion de 3.5 pl. La minima
cantidad inhibitoria (MCI) se muestra en la dilucion de 125 pl con 0.160+0.001.

En todos los resultados mostrados el valor P>0.05 por lo que no existe diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo experimental.

Tabla 5. Porcentajes de efectividad para E. Faecalis, segun la concentracién y el
momento de la evaluacion. (200 pl)

Diluciones 24 horas 48 horas 72 horas
Puras 53.82% 74.08% 64.45%
750 19.88% 40.05% 12.78%
500 19.76% 54.36% 50.58%
250 23.75% 58.01% 56.07%
125 30.85% 62.00% 60.28%
62.5 30.60% 59.56% 59.53%
315 30.13% 65.75% 65.20%
15.2 42.93% 67.51% 58.62%
7.5 46.61% 66.39% 68.29%
3.5 47.38% 60.60% 60.05%

Todas las concentraciones mostraron efectividad. Los mayores porcentajes se mostraron
a las 48 horas en todas las diluciones y a las 72 horas se mostro un decrecimiento de
todos los porcentajes.

El porcentaje mas alto obtenido fue a las 48 horas de las nanoparticulas en estado puro.
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Tabla 6. Porcentajes de efectividad para E. Faecalis, segun la concentracion y el
momento de la evaluacidon. (100 pl)

Diluciones 24 horas 48 horas 72 horas
Puras 0% 8.67% 0%
750 0% 3.67% 1.10%
500 0% 0% 0%
250 0% 4.31% 17.96%
125 0% 3.63% 19%
62.5 0% 0% 15.33%
31.5 0% 0% 16.28%
15.2 0% 2.13% 13.50%
7.5 0% 0% 14.30%
3.5 0% .70% 15.91%

A las 24 horas, ninguna de las diluciones de nanoparticulas, ni ain en su estado puro,
mostraron efectividad alguna antes al microorganismo E. faecalis.

A las 48 horas, el porcentaje de efectividad aumentd para la mayoria de las diluciones a
excepcion de 500ul, 62.5ul y 31.5ul. El valor més alto para las 48 horas fue en estado
puro con un 8.67% de efectividad, mas éste no se mantuvo hasta las 72 horas y decrecio
hasta 0%.

A las 72 horas, el porcentaje de efectividad aumentd para la mayoria de las diluciones, a
excepcioén del estado puro y la dilucion de 500 pl, que mostraron un 0% de efectividad.
El porcentaje mas alto registrado fue para la dilucion de 125ul de 19%.
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7. DISCUSION

Svensater G. et al (2004) afirmé que las caracteristicas fisiologicas de ciertos
microorganismos residentes puede dar proteccion a las bacterias o la resistencia contra
las influencias exdgenas nocivas, en particular agentes antimicrobianos.

Sava (2010) argumenta que la prevalencia nosocomial de los enterococcus ha
incrementado; esto debido al aumento de la resistencia a los antimicrobianos, la
adquisicion de factores de virulencia y la capacidad del enterococcus para formar
biofilms.

Los microorganismos son poco probables en desarrollar resistencia contra la plata en
comparacion con antibidticos. Las AgNP interactian con multiples objetivos en la célula
microbiana, como la membrana celular, enzimas y plasmidos, proporcionando al mismo
tiempo las bacterias menos capacidad para ganar resistencia, esto segin Rai (2012).

El tamafio de las AgNP utilizado en este trabajo fue utilizado segun lo citado por otros

autores relacionado con su efectividad en contra del crecimiento microbiano.

Segun lo citado por Espinosa-Cristdbal et al (2009), entre mas pequefa la nanoparticula,
mas se liberan iones de Ag+ y su efecto antibacteriano puede ser mejor. En base a esto
AgNP de 10 nm fueron utilizadas en estado puro y en 9 diluciones diferentes para

determinar su efectividad como antimicrobiano contra el E. faecalis.

Todas las diluciones de nanoparticulas de plata asi como en su estado puro, resultaron
agentes bactericidas activos y las actividades antimicrobianas fueron variadas segun su
concentracion en dilucién; esto para las pruebas donde se inocularon 200 pl del

antimicrobiano (AgNP) siguiendo el patrén sugerido por Espinosa-Cristobal et al (2009).

Los porcentajes de efectividad mas altos se registraron en estado puro en comparacion
con las diluciones y el porcentaje mas alto (74.08%) se registrd a las 48 horas de
incubacion de la microplaca. A las 72 horas el patron de efectividad se mostré con un

ligero decrecimiento (64.45%) pero aun asi se mantuvo la efectividad antimicrobiana.
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Esto coincide con los hallazgos reportados por Losasso et al (2014) donde se probd la
efectividad antimicrobiana de las AgNP contra varios serotipos de Salmonella, donde
dependiendo del serotipo y la concentracion, lograron mantener una efectividad hasta las
72 horas en uno de los serotipos, mientras que en otro, a las 72 horas hubo una
recuperacion del crecimiento bacteriano y por lo tanto un decrecimiento en la
efectividad de las AgNP.

Los resultados mostrados en las inoculaciones con una concentracion de 100 pl del
antimicrobiano, no mostraron efectividad significativa en estado puro ni en ninguna de
las otras diluciones. No obstante, el mayor porcentaje en estado puro (8.67%) se mostrd
hasta 48 horas después de la incubacion, recuperandose el crecimiento por completo a
las 72 horas. La dilucién de 125 pl de AgNP mostré una efectividad de hasta el 19% a

las 72 horas, siendo éste el porcentaje mas alto obtenido de la prueba con 100pl.

La MCI apreciada en este estudio se obtuvo en la dilucion de 125 pul de AgNP.

Respecto a los controles positivos, el NaOCI a una concentracion del 5% mostro la
efectividad mas alta (86%) hasta las 48 horas, manteniendo ésta efectividad hasta las 72
horas de haber sido incubado. El control positivo de NaOCI al 2% no mostré efectividad

significativa en ninguno de los periodos de tiempo examinado.

Esto parece concordar con Tirali et al (2013) donde probaron la efectividad del NaOCI
contra el E. faecalis y Candida Albicans, en este estudio utilizaron diferentes

concentraciones de NaOCI, donde la mas efectiva fue la concentracion del 5.25%
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8. CONCLUSIONES

Actualmente, el campo de la medicina enfrenta un nuevo reto, esto debido al aumento de
resistencia de algunos microorganismos ante determinados antibidéticos.

En odontologia, diversas bacterias presentes en patologias orales, han demostrado ser
multirresistentes a diversos tipos de farmacéuticos o antisépticos.

En afios recientes, el campo de la nanotecnologia ha ido desarrollando nuevas opciones
de tratamiento en el campo de la medicina.

Las nanoparticulas de plata surgen como una alternativa de tratamiento ante diferentes
patologias que pudieran involucrar microorganismos resistentes.

Ademaés con la ventaja que posee de que sea muy improbable el desarrollo de resistencia
de microorganismos a la plata, es una alternativa de tratamiento atractiva hoy en dia.

Se ha comprobado la efectividad de las nanoparticulas de plata en tamafio como en
concentraciones muy pequefias en contra del E. faecalis.

Esto representa un punto a favor en cuanto a la toxicidad de estas particulas ya que se ha
demostrado que no causan dafio alguno a estas concentraciones y cada dia surgen mas
técnicas para su elaboracion que las hacen menos dafiinas al ser humano y al medio
ambiente.

En el campo de la odontologia, podria ser un coadyuvante en tratamientos donde puede
ser utilizado como irrigante, o bien, como medicamento, ya que se ha demostrado que su
eficacia aumenta proporcionalmente al tiempo en que se encuentra expuesto.
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