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RESUMEN

La resistencia bacteriana, incrementada por el uso indiscriminado de antibidticos, constituye
una grave amenaza para la salud global. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) sefiala
a Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli como microorganismos
clave en infecciones humanas, con alta resistencia a tratamientos convencionales. En este
contexto, las nanoparticulas bimetalicas de plata y cobre (Ag-CuNPs) emergen como una
alternativa prometedora con potencial antimicrobiano; por ello se evalué su actividad
antibacteriana sobre aislados clinicos de estos tres microorganismos. Se procedié a la
sintesis y caracterizacion a través de espectrofotometria UV-Vis y microscopia electronica
de barrido (MEB). Se realizaron ensayos de 6 h para evaluar la proliferaciéon y viabilidad
celular mediante el método de reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolio (MTT) y ensayos de 24 h. Las Ag-CuNPs inhibieron significativamente el
crecimiento de S. aureus (CMI de aproximadamente 0,8 mg/mL). En contraste, K.
pneumoniae y E. coli presentaron hormesis a bajas concentraciones (0,2 y 0,4 mg/mL,
respectivamente), con valores de CMI cercanos a 1 mg/mL. La diferencia en la
susceptibilidad observada puede atribuirse a la estructura de la envoltura celular bacteriana.
Las Ag-CuNPs podrian representar una estrategia terapéutica innovadora y de baja toxicidad
para combatir infecciones por diversos patdégenos, apuntando a reducir la crisis de
resistencia microbiana.
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Pacheco F, et al. Nanoparticulas bimetélicas de Ag y Cu sobre aislados clinicos bacterianos

Effects of bimetallic silver-copper nanoparticles on the
proliferation and viability of clinical isolates of
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, and
Escherichia coli

ABSTRACT

Bacterial resistance, exacerbated by the indiscriminate use of antibiotics, poses a serious
threat to global health. The World Health Organization (WHO) identifies Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, and Escherichia coli as key microorganisms in human
infections that exhibit high resistance to conventional treatments. In this context, bimetallic
silver-copper nanoparticles (Ag-CuNPs) emerge as a promising alternative with antimicrobial
potential; therefore, their antibacterial activity was evaluated against clinical isolates of
these three microorganisms. Synthesis and characterization were performed using UV-Vis
spectrophotometry and scanning electron microscopy (SEM). Six-hour assays were
conducted to evaluate cell proliferation and viability using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction method, followed by 24-hour assays. The
Ag-CuNPs significantly inhibited the growth of S. aureus (MIC of approximately 0.8 mg/mL).
In contrast, K. pneumoniae and E. coli exhibited hormesis at low concentrations (0.2 and
0.4 mg/mL, respectively), with MICs close to 1 mg/mL. The difference in observed
susceptibility may be attributed to the structure of the bacterial cell envelope.The Ag-CuNPs
could represent an innovative and low-toxicity therapeutic strategy for combating infections
caused by various pathogens, aiming to reduce the antimicrobial resistance crisis.

Keywords: Nanoparticles, surface plasmon, antimicrobial activity, bacterial resistance.

INTRODUCCION

La eficacia de los antibidticos, se basa en la gran variedad de procesos dianas
de la biologia bacteriana sobre los cuales pueden actuar, entre los que destacan la
sintesis de la pared celular, la maquinaria traduccional y la replicacion de ADN(%2),
La resistencia a multiples antimicrobianos es producto de una combinacion de
mecanismos, algunos de ellos inherentes a la especie y otros adquiridos mediante
elementos genéticos siendo un fendmeno complejo que se manifiesta a través de
multiples mecanismos. Uno de los mas importantes es la inactivacion
farmacoldgica, donde las bacterias producen enzimas como las betalactamasas que
destruyen la estructura del antibiotico, impidiendo que se una a las proteinas
cruciales para la sintesis de la pared celular(®. Otros mecanismos incluyen las
bombas de expulsidén activa, que expulsan el farmaco de la célula, y la adaptacion
genética, donde las bacterias adquieren genes de resistencia a través de plasmidos
y transposones, modificando sus sitios de accion(®,

Cepas de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA) han modificado
sus proteinas fijadoras de penicilina, volviéndose extremadamente dificiles de
tratar. De igual forma, bacilos Gram-negativos como Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli han adquirido un amplio arsenal de betalactamasas de espectro
extendido*>), La profundizacion en el estudio de los efectos potenciales que estos
patdégenos causan en el organismo, ha impulsado el desarrollo y la aplicacion de
diversos nanomateriales con actividad antimicrobiana, entre las que destacan las
nanoparticulas metalicas, definidas como aquellas particulas en el rango de 0 a
100 nandmetros y propiedades fisico-quimicas que difieren de las propiedades de
las particulas a gran escala, debido a su tamano y su alta relacidon superficie-
volumen(®7),
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Las nanoparticulas (NPs) se dividen en dos categorias principales:
nanoparticulas monometalicas (MNPs) con un solo metal y nanoparticulas
bimetdlicas (BNP) con dos metales diferentes. Investigaciones recientes destacan
los atributos superiores de las BNP, impulsados por su mayor area superficial, lo
que las hace particularmente significativas(®. Las BNPs aprovechan las propiedades
distintivas de ambos metales, lo que resulta en atributos combinados Unicos y
diversas aplicaciones(®. Las nanoparticulas de plata (Ag) y cobre (Cu), sintetizadas
a partir de fuentes bioldgicas como plantas, hongos, bacterias y algas, exhiben
actividades antibacterianas, anticancerigenas, antibiofilm y antioxidantes. En tal
sentido surgen como candidatos prometedores en varios campos, especialmente
la biomedicina, medicamentos hidrofébicos, hipertermia y terapias contra el
cancer(1%-11) | a combinacion de Ag y Cu en nanoparticulas bimetalicas ha
despertado interés por su eficacia antimicrobiana contra diversos patdégenos y su
toxicidad preferencial para las células cancerosas, lo que la posiciona como una
herramienta valiosa para combatir la resistencia a multiples farmacos(®°11), por
tanto, la presente investigacion se enfocd en evaluar el efecto de este tipo de NP
sobre aislados clinicos de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae vy
Escherichia coli de alta importancia epidemioldgica.

MATERIALES Y METODOS

Muestra bioldgica

Para el presente estudio, se emplearon aislados clinicos de S. aureus, K.
pneumoniae y E. coli las cuales fueron proporcionadas por el “Laboratorio Clinico
Biounilab C.A”. y preservadas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr
Francisco Triana Alonso” de la Universidad de Carabobo, sede Aragua.

Es importante resaltar que estos aislados presentaron resistencia a una familia
de antibidticos:

S. aureus resistencia a la meticilina, K. pneumoniae y E. coli productoras de
Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

Optimizacion de la sintesis de las nanoparticulas bimetalicas (Ag-Cu NP)

La sintesis de las Ag-CuNPs se realiz6 en tres fases(®:

1. Se establecieron las condiciones adecuadas para obtener el mejor
rendimiento de sintesis de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) y
nanoparticulas de plata (AgNPs) por separado para ello se utilizd
concentraciones de sulfato de cobre y nitrato de plata (0,4; 0,8; 1,2
mM), las cuales se combinaron en relaciéon 1:1; 1:2 y 2:1 con una
concentracion fija de 2 Mm de acido glutamico (Glu), manteniendo el
pH®), y la temperatura de reaccion constante (50 °C) y completandose
a un volumen final de 8 mL con agua destilada.

2. Los 8 mL fueron centrifugados a 4500 r.p.m por 5 minutos para luego
descartar todo el volumen y proceder a secar a temperatura ambiente
el sedimento correspondiente a cada una de las nanoparticulas (NPs).

3. Ambas NPs fueron resuspendidas con 2 mL de una nueva solucién de
Glu para luego combinar ambas NPs en un tubo cénico de 15 mL e
incubar a 37 °C por 10 min. Transcurrido este tiempo, se procedio a
realizar las respectivas caracterizaciones.
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Estimacion de la formacion de las Ag-CuNPs, por espectrofotometria UV-
Vis (Plasmon superficial)

La formacién 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 400 a 620 nm. Para el analisis de las nanoparticulas, se
tomaron 2 mL de cada sintesis y se diluyeron con agua destilada hasta un volumen
final de 4 mL. Se agregd 1 mL de la dilucién anterior en una celda de 1 cm de
camino optico y se realizo el barrido espectral(213),

Determinacion del tamaifo de las nanoparticulas por microscopia
electronica de barrido (MEB).

El tamano de las Ag-CuNPs sintetizadas se analizé utilizando el equipo JEOL/EO
JSM-5600 SEM a 200 pm, 10 ym y 2 ym. Las peliculas delgadas de la muestra se
prepararon en una rejilla de cobre recubierta con carbéon dejando caer 20-50 pL
de muestra en la rejilla y luego se observaron bajo el analizador. EI material
extrafio se limpid con papel de seda y luego se dejoé secar bajo una lampara de
mercurio durante 4 a 5 minutos?®,

Evaluacion de la actividad antibacteriana de las Ag-CuNPs sobre aislados
clinicos de S. aureu, K. pneumoniae y E. coli

Para comenzar los estudios de crecimiento bacteriano de los aislados clinicos de
S. aureus, K. pneumoniae y E. coli, se procedid a su cultivo en condiciones
aerdbicas 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)(13),

Posteriormente, a partir de este pre-indculo, se determiné la cantidad necesaria
para inocular 0,05 U/mL de densidad o6ptica a 600 nm (DO 600) en el cultivo
utilizado para la curva de crecimiento. De esta manera, cada ensayo de la curva
de crecimiento inicio con la misma cantidad de bacterias en el medio de cultivo
LB(1%), Las soluciones de acido sulftrico al 1% y cloruro de bario al 1% para los
estandares de McFarland se prepararon en agua ultrapura y se mezclaron segun
correspondiera para obtener diferentes estandares de 0,5 a 10.(16),

El efecto de la Ag-CuNPs sobre el crecimiento bacteriano, se determind en
ausencia (control) y en presencia de diferentes concentraciones de las Ag-CuNPs
(0,2-0,4-0,6-0,8 y 1 mg/mL). En una placa de 96 pocillos de fondo en U, se coloco
2 uL de las soluciones correspondientes a las nanoparticulas y 198 pL de cultivo
de bacterias. En todos los ensayos se empled un control de crecimiento constituido
por 200 pL medio de cultivo. Seguidamente, el crecimiento bacteriano se
determind mediante la densidad 6ptica a 600 nm para cada concentracion, cada
60 min hasta por 6 horas. Con los datos obtenidos se graficé las lecturas de DO
600 en funcidon de la concentracion de las diferentes concentraciones utilizadas.
Para finalizar, se realiz6 una lectura a las 24 horas para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI)®&:13),

Determinacion de la viabilidad celular de S. aureus K. pneumoniae y E. coli
mediante el método de reduccion del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT)

La viabilidad celular de S. aureus K. pneumoniae y E. coli fue determinada
empleando la técnica de reduccién de una sal de tetrazolio, en este caso Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT), el cual se fundamenta en
la reduccidn del MTT por las deshidrogenasas bacterianas para reducir el formazan,
un compuesto soluble soélo en disolventes organicos como el etanol y el
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isopropanol. La cantidad de formazan producido es directamente proporcional al
numero de células viables”),

Previo a la aplicacion de la técnica del MTT, fue necesario calcular la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para reportar la viabilidad en presencia y
ausencia de las diferentes drogas. En este sentido, se siguié el protocolo de
incubacién descrito en el punto anterior y se procedié a aplicar el método de
reduccion del MTT.

Una vez cumplido el tiempo de incubacién, se agitdé la microplaca durante 30
minutos a 960 rpm, luego se trasvasé 100 pL a cada pocillo de una microplaca de
fondo plano para luego realizar lecturas de absorbancia a 595 nm. De esta manera,
se obtuvieron las lecturas de absorbancia de las diferentes muestras. Una vez
registrada la absorbancia, se adicioné 10 uL de MTT a una concentracion de 5
mg/mL, y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos protegido de la
luz. Luego se agregd 100 pL de solucion detergente de MTT, se mezclé a 250 rpm
para disolver los cristales de formazan y finalmente se realizé la lectura de
absorbancia a 550 nm{7),

RESULTADOS

Sintesis de las Ag-CuNPs con acido glutamico

En la tabla 1, se observan las condiciones adecuadas que permitieron el mayor
rendimiento en la sintesis de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) y nanoparticulas
de plata (AgNPs) por separado manteniendo una concentracién fija de 2 mM de
acido glutamico, pH®), y temperatura de reaccién constante (50°C). Bajos estas
condiciones se procedié a su combinacion con Glu para la obtencién de las Ag-
CuNPs vy realizar su posterior plasmoén superficial.

Tabla 1. Optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) y cobre (CuNPs)

Concentracion Relacion Concentracion Relacion
AgNOs (mM) Sal/Glu CuS04 (mM) Sal/Glu
0,4 1/1 0,4 1/1
0,8* 2/1 0,81 2/11
1,2 1/2% 1,2 1/2

Nota: *volumen de sal de nitrato de plata (AgNO3) 2 mL y 4 mL de acido glutdmico (Glu). 4 mL de
sulfato de cobre (CuS0O4) y 2 mL de Glu.

Plasmoéon superficial de las AgNPs, CuNPs y las Ag-CuNPs por
espectrofotometria UV-Vis

Para la estimacion de la formacién de las NPs se procedié a medir la absorbancia
en un amplio rango de longitudes de onda, originando asi el plasmon caracteristico.
En la Figura 1 se observa el plasmoén correspondiente a cada sintesis, con su
respectivo maximo de absorcion.
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Figura 1. Resonancia del plasmon superficial de las AgNPs, CuNPs y Ag-CuNPs

Tamano de las nanoparticulas por microscopia electréonica de barrido
(MEB)

Para determinar el tamafio mdas exacto de las NPs se utilizd Microscopia
Electronica de Barrido (MEB). En este sentido con la informacién arrojada por esta
metodologia se elabord un grafico de distribucion del tamafio de las NPs (figura 2).
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Figura 2. Distribucién del rango de tamafio de las Ag-CuNPs simbolizadas por
colores mediante los datos obtenidos por MEB.
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Efecto de las Ag-CuNPs sobre la proliferacion de los aislados de S. aureus,
K. pneumoniae y E. coli

Para determinar los efectos de las Ag-CuNPs sobre la proliferacién de los
aislados bacterianos, se realizaron ensayos de 6 horas que cubrieron rangos muy
amplios de concentraciones de las Ag-CuNPs. En la figura 3, que muestra los
resultados de los ensayos, en el que se puede apreciar que para todo el rango de
concentraciones de las Ag-CuNPs evaluadas, hubo inhibicién del crecimiento en los
aislados bacterianos de S. aureus. Al analizar el efecto sobre los aislados
bacterianos de K. pneumoniae y E. coli, se evidencid que en las contracciones de
0,2 y 0,4 hubo estimulacién en el crecimiento bacteriano.

S. aureus K. pneumoniae
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Figura 3. Efecto de las Ag-CuNPs sobre la proliferacion de los aislados bacterianos de S.
aureus, K. pneumoniae y E. coli en ensayos de 6 horas.

Efecto de las Ag-CuNPs sobre la viabilidad celular de S. aureus. K.
pneumoniae y E. coli mediante el método de reduccién del Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT)

En la Figura 4, se observan los efectos individuales de las Ag-CuNPs sobre la
viabilidad bacteriana en ensayos de 24 horas. El crecimiento bacteriano disminuye
progresivamente a medida que aumenta la concentraciéon de las Ag-Cu NPs. La
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se alcanza notablemente a una
concentracion cercana a 0,8 mg/mL frente a S. aureus, donde la densidad 6ptica
(D.0.) se reduce a 0,2. En contraste, en las figuras B (E. coli) y C (K. pneumoniae)
se observa que los aislados clinicos de las bacterias Gram-negativas muestran una
menor reduccidn de la viabilidad celular en el rango de concentraciones ensayadas,
con una CMI mayor, cercana a 1 mg/mL.
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Figura 4. Efectos de las Ag-CuNPs sobre viabilidad celular de los aislados bacterianos de
(@) S. aureus, (b) K. pneumoniae y (c) E. coli en ensayos de 24 horas.

DISCUSION

El desarrollo de nanomateriales como las NPs bimetalicas ha originado un gran
interés gracias a sus caracteristicas y excelentes propiedades tanto fisicas como
guimicas, producto del tamano nanomeétrico, la morfologia de la superficie de las
mismas y el area superficial. Las nuevas tendencias en la sintesis de
nanomateriales estan enfocadas en la “sintesis verde”, es decir, en el uso de
productos naturales o de moléculas aisladas como flavonoides, aminoacidos,
azucares y antocianinas(18:19),

Con respecto a la optimizacion de la sintesis de las Ag-CuNPs, se observd que
bajo todas las concentraciones ensayadas de sales de nitrato de plata y sulfato de
cobre y de relacion de volumen sal y Glu se obtuvieron las NPs, esto atribuido al
efecto que ejerce el Glu, de reducir el metal y originar la formacion de las NPs
correspondientes, contribuyendo al mismo tiempo a su estabilizacién por medio
interacciones tipo Van der Waals(?%21), Asi mismo el plasmén superficial (barrido
espectral), coincide con lo reportado en diversas investigaciones que sefialan que
el maximo de absorcidn para este tipo de NPs bimetalica formadas por plata y
cobre esta alrededor de los 525 nm y con una mayor distribucion de tamafio de 60
a 63 nm®, Por otro lado, diversos investigadores han logrado la sintesis de
nanoparticulas bimetdlicas de Cu-Ni, las cuales se obtuvieron a partir de
suspensiones de carbonato de niquel y carbonato de cobre, y soluciones de nitrato
de niquel y nitrato de cobre en etilenglicol, como disolvente y agente reductor,
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obteniendo en dicha sintesis de nanoparticulas de CuNiz y CusNi un de tamafio
uniforme en un rango de 20-30 nm, lo que indica que la distribucion del tamano
de las NPs es dependiente de la ruta de sintesis(®3),

Diversos estudios destacan que las Ag-CuNPs han demostrado poseer
propiedades bacteriostaticas y bactericidas asociadas con un incremento en el area
de contacto, aumentando sus actividades fisicas y quimicas, las cuales
desencadenan una serie de eventos moleculares en la cual las especies reactivas
de oxigeno desempefian un rol fundamental con dafio al ADN bacteriano(®22), En
este sentido, la evaluacién del efecto antimicrobiano de las Ag-CuNPs, para todo
el rango de concentraciones ensayadas, permitido evidenciar inhibiciéon en la
proliferacién de los aislados bacterianos de S. aureus con una concentracion
minima inhibitoria cercana a los 0,8 mg/mL. Sin embargo, cuando se detallan los
efectos de las Ag-CuNPs sobre los aislados bacterianos de K. pneumoniae y E. coli,
es notable el fendomeno denominado hormesis, ya que en las dos concentraciones
mas bajas de las Ag-CuNPs (0,2 y 0,4 mg/mL), hubo crecimiento por encima del
control. El fendmeno hormesis representa una estrategia evolutiva central que esta
restringida por los limites de la plasticidad bioldgica?324), El hecho de que dichas
respuestas integrativas y adaptativas compartan caracteristicas cuantitativas
similares en general en todos los filos sugiere que se adopté un compromiso
evolutivo clave entre el grado en que se produce el rendimiento biolédgico (es decir,
la amplitud de la estimulacién) y el coste de dicho rendimiento mejorado en el
contexto de la gestion de recursos bioldgicos limitados(?®), Basandose en la
enormidad y diversidad de respuestas horméticas en los reinos vegetal, microbiano
y animal, el rango estimulatorio consistentemente modesto de la hormesis (entre
30 y 60% por encima de los controles) representa y realmente define los limites
de la plasticidad bioldgicat®). Aunque algunos estudios describen que los
antibidticos pueden estimular una respuesta hormética en bacterias Gram-
negativas, no parece haber ningln estudio que haya investigado las respuestas
horméticas inducidas por NP metdlicas relacionadas con bacterias Gram-
negativas(?”), Estudios sobre las respuestas horméticas en bacterias expuestas a
antibidticos sugieren que dichas respuestas comprenden mecanismos de
supervivencia especializados y facilitan el crecimiento exponencial a bajas
concentraciones de agentes antimicrobianos. Se han realizado estudios que
exploran la forma en que las nanoparticulas pueden iniciar respuestas
horméticas(?829), Sin embargo, aun no se han dilucidado los mecanismos mediante
los cuales las nanoparticulas pueden lograr dicha respuesta en las células
bacterianas(39:31), Respecto a las CMI, éstas estuvieron cercanas a 1 mg/mL, una
concentracion mayor si la comparamos con la de S. aureus. Esta diferencia puede
estar atribuida a la estructura bacteriana (Figura 5).
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Fuente: Sagulenko et al. (2014)(32).
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Figura 5. Comparacion de las envolturas celulares bacterianas. Arriba: Bacteria Gram
positiva. 1-membrana citoplasmatica, 2-peptidoglicano, 3-fosfolipidos, 4-proteinas, 5-acido
lipoteicoico. Abajo: Bacteria Gram negativa. 1-membrana citoplasmatica (membrana
interna), 2-espacio periplasmatico, 3-membrana externa, 4-fosfolipidos, 5-peptidoglicano,
6-lipoproteina, 7-proteinas, 8-lipopolisacaridos, 9-porinas.

Los efectos observados con otro tipo de NPs bimetalica, demuestran inhibicion
en la proliferacion de S. aureus con una CMI cercana a 0,9 mg/mL al emplear
nanoparticulas estructuradas de hierro y plata en la investigacion realizada por
Elkashif y Seleem, (2020)33), asociando este efecto a las condiciones de sintesis.
De igual manera, destaca el estudio realizado por Gabriel et al., 202234, quienes
evaluaron la eficiencia antimicrobiana de las NPs de cobre y oro obtenidas con
Allium sativumleaf sobre diversos patdégenos entre ellos S. aureus y K.
pneumoniae. Sin embargo, la CMI obtenida por estos investigadores estuvo
cercana a 1,8 mg/mL, lo que podria atribuirse al mayor tamafio de las CuNPs
(74nm).

En conclusion, las Ag-CuNPs exhibieron un prometedor efecto antimicrobiano
selectivo contra la bacteria Gram-positiva S. aureus, inhibiendo su crecimiento de
forma dependiente de la dosis. Asi mismo la actividad fue menor contra los aislados
clinicos de bacterias Gram-negativas (K. pneumoniae y E. coli). La baja actividad,
sumado a la evidencia del fendmeno de Hormesis a bajas concentraciones, sugiere
una resistencia determinada por la estructura de su envoltura celular.
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