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Resumen

La resistencia bacteriana, incrementada por el uso indiscriminado de antibióticos, constituye una grave amenaza para la salud global. La Organización Mundial de la Salud (OMS) señala a Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli como microorganismos clave en infecciones humanas, con alta resistencia a tratamientos convencionales. En este contexto, las nanopartículas bimetálicas de plata y cobre (Ag-CuNPs) emergen como una alternativa prometedora con potencial antimicrobiano; por ello se evaluó su actividad antibacteriana sobre aislados clínicos de estos tres microorganismos. Se procedió a la síntesis y caracterización a través de espectrofotometría UV-Vis y microscopía electrónica de barrido (MEB). Se realizaron ensayos de 6 h para evaluar la proliferación y viabilidad celular mediante el método de reducción 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 podrían representar una estrategia terapéutica innovadora y de baja toxicidad para combatir infecciones por diversos patógenos, apuntando a reducir la crisis de resistencia microbiana.






INTRODUCCIÓN

La eficacia de los antibióticos, se basa en la gran variedad de procesos dianas de la biología bacteriana sobre los cuales pueden actuar, entre los que destacan la síntesis de la pared celular, la maquinaria traduccional y la replicación de ADN1,2. La resistencia a múltiples antimicrobianos es producto de una combinación de mecanismos, algunos de ellos inherentes a la especie y otros adquiridos mediante elementos genéticos siendo un fenómeno complejo que se manifiesta a través de múltiples mecanismos. Uno de los más importantes es la inactivación farmacológica, donde las bacterias producen enzimas como las betalactamasas que destruyen la estructura del antibiótico, impidiendo que se una a las proteínas cruciales para la síntesis de la pared celular3. Otros mecanismos incluyen las bombas de expulsión activa, que expulsan el fármaco de la célula, y la adaptación genética, donde las bacterias adquieren genes de resistencia a través de plásmidos y transposones, modificando sus sitios de acción4.

Cepas de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA) han modificado sus proteínas fijadoras de penicilina, volviéndose extremadamente difíciles de tratar. De igual forma, bacilos Gram-negativos como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli han adquirido un amplio arsenal de betalactamasas de espectro extendido4,5. La profundización en el estudio de los efectos potenciales que estos patógenos causan en el organismo, ha impulsado el desarrollo y la aplicación de diversos nanomateriales con actividad antimicrobiana, entre las que destacan las nanopartículas metálicas, definidas como aquellas partículas en el rango de 0 a 100 nanómetros y propiedades físico-químicas que difieren de las propiedades de las partículas a gran escala, debido a su tamaño y su alta relación superficie-volumen6,7.

Las nanopartículas (NPs) se dividen en dos categorías principales: nanopartículas monometálicas (MNPs) con un solo metal y nanopartículas bimetálicas (BNP) con dos metales diferentes. Investigaciones recientes destacan los atributos superiores de las BNP, impulsados por su mayor área superficial, lo que las hace particularmente significativas8. Las BNPs aprovechan las propiedades distintivas de ambos metales, lo que resulta en atributos combinados únicos y diversas aplicaciones9. Las nanopartículas de plata (Ag) y cobre (Cu), sintetizadas a partir de fuentes biológicas como plantas, hongos, bacterias y algas, exhiben actividades antibacterianas, anticancerígenas, antibiofilm y antioxidantes. En tal sentido surgen como candidatos prometedores en varios campos, especialmente la biomedicina, medicamentos hidrofóbicos, hipertermia y terapias contra el cáncer10,11. La combinación de Ag y Cu en nanopartículas bimetálicas ha despertado interés por su eficacia antimicrobiana contra diversos patógenos y su toxicidad preferencial para las células cancerosas, lo que la posiciona como una herramienta valiosa para combatir la resistencia a múltiples fármacos8,9,11. Por tanto, la presente investigación se enfocó en evaluar el efecto de este tipo de NP sobre aislados clínicos de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli de alta importancia epidemiológica.




MATERIALES Y MÉTODOS


Muestra biológica

Para el presente estudio, se emplearon aislados clínicos de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli las cuales fueron proporcionadas por el "Laboratorio Clínico 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 antibióticos: S. aureus resistencia a la meticilina, K. pneumoniae y E. coli productoras de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE)



Optimización de la síntesis de las nanopartículas bimetálicas (Ag-Cu NP)

La síntesis de las Ag-CuNPs se realizó en tres fases8:

Se establecieron las condiciones adecuadas para obtener el mejor rendimiento de síntesis de las nanopartículas de cobre (CuNPs) y nanopartículas de plata (AgNPs) por separado para ello se utilizó concentraciones de sulfato de cobre y nitrato de plata (0,4; 0,8; 1,2 mM), las cuales se combinaron en relación 1:1; 1:2 y 2:1 con una concentración fija de 2 Mm de ácido glutámico (Glu), manteniendo el pH(5), y la temperatura de reacción constante (50 °C) y completándose a un volumen final de 8 mL con agua destilada.

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 nanopartículas (NPs).

Ambas NPs fueron resuspendidas con 2 mL de una nueva solución de Glu para luego combinar ambas NPs en un tubo cónico de 15 mL e incubar a 37 °C por 10 min. Transcurrido este tiempo, se procedió a realizar las respectivas caracterizaciones.



Estimación de la formación de las Ag-CuNPs, por espectrofotometría UV-Vis (Plasmón superficial)

La formación de las nanopartículas fue determinada mediante espectrofotometría UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU), realizando un barrido espectral de cada síntesis obtenida, en un rango de longitudes de onda de 400 a 620 nm. Para el análisis de las nanopartículas, se tomaron 2 mL de cada síntesis y se diluyeron con agua destilada hasta un volumen final de 4 mL. Se agregó 1 mL de la dilución anterior en una celda de 1 cm de camino óptico y se realizó el barrido espectral12,13.



Determinación del tamaño de las nanopartículas por microscopia electrónica de barrido (MEB)

El tamaño de las Ag-CuNPs sintetizadas se analizó utilizando el equipo JEOL/EO JSM-5600 SEM a 200 μm, 10 μm y 2 μm. Las películas delgadas de la muestra se prepararon en una rejilla de cobre recubierta con carbón dejando caer 20–50 μL de muestra en la rejilla y luego se observaron bajo el analizador. El material extraño se limpió con papel de seda y luego se dejó secar bajo una lámpara de mercurio durante 4 a 5 minutos14.



Evaluación de la actividad antibacteriana de las Ag-CuNPs sobre aislados clínicos de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli

Para comenzar los estudios de crecimiento bacteriano de los aislados clínicos de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli, se procedió a su cultivo en condiciones aeróbicas a 37 ºC con agitación constante (250 rpm), durante 24 horas (Pre-inóculo) en 30 mL de medio líquido 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)15.

Posteriormente, a partir de este pre-inóculo, se determinó la cantidad necesaria para inocular 0,05 U/mL de densidad óptica 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 LB15. Las soluciones de ácido sulfúrico al 1% y cloruro de bario al 1% para los estándares de McFarland se prepararon en agua ultrapura y se mezclaron según correspondiera para obtener diferentes estándares de 0,5 a 1016.

El efecto de la Ag-CuNPs sobre el crecimiento bacteriano, se determinó 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 colocó 2 µL de las soluciones correspondientes a las nanopartículas y 198 µL de cultivo de bacterias. En todos los ensayos se empleó un control de crecimiento constituido por 200 µL medio de cultivo. Seguidamente, el crecimiento bacteriano se determinó mediante la densidad óptica a 600 nm para cada concentración, cada 60 min hasta por 6 horas. Con los datos obtenidos se graficó las lecturas de DO 600 en función de la concentración de las diferentes concentraciones utilizadas. Para finalizar, se realizó una lectura a las 24 horas para determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI)8,15.



Determinación de la viabilidad celular de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli mediante el método de reducción 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 reducción 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 reducción del MTT por las deshidrogenasas bacterianas para reducir el formazán, un compuesto soluble sólo en disolventes orgánicos como el etanol y el isopropanol. La cantidad de formazán producido es directamente proporcional al número de células viables17.

Previo a la aplicación de la técnica del MTT, fue necesario calcular la concentración mínima inhibitoria (CMI) para reportar la viabilidad en presencia y ausencia de las diferentes drogas. En este sentido, se siguió el protocolo de incubación descrito en el punto anterior y se procedió a aplicar el método de reducción del MTT.

Una vez cumplido el tiempo de incubación, se agitó la microplaca durante 30 minutos a 960 rpm, luego se trasvasó 100 µL 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 adicionó 10 µL de MTT a una concentración de 5 mg/mL, y se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos protegido de la luz. Luego se agregó 100 µL de solución detergente de MTT, se mezcló a 250 rpm para disolver los cristales de formazán y finalmente se realizó la lectura de absorbancia a 550 nm17.





RESULTADOS


Síntesis de las Ag-CuNPs con ácido glutámico

En la Tabla 1, se observan las condiciones adecuadas que permitieron el mayor rendimiento en la síntesis de las nanopartículas de cobre (CuNPs) y nanopartículas de plata (AgNPs) por separado manteniendo una concentración fija de 2 mM de ácido glutámico, pH(5), y temperatura de reacción constante (50 °C). Bajos estas condiciones se procedió a su combinación con Glu para la obtención de las Ag-CuNPs y realizar su posterior plasmón superficial.



Optimización de la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) y cobre (CuNPs)





	Concentración AgNO3 (mM)
	Relación Sal/Glu
	Concentración CuSO4 (mM)
	Relación Sal/Glu





	0,4
	1/1
	0,4
	1/1



	0,8*
	2/1
	0,8
	2/1



	1,2
	1/2*
	1,2
	1/2





Nota: *volumen de sal de nitrato de plata (AgNO3) 2 mL y 4 mL de ácido glutámico (Glu). 4 mL de sulfato de cobre (CuSO4) y 2 mL de Glu.





Plasmón superficial de las AgNPs, CuNPs y las Ag-CuNPs por espectrofotometría UV-Vis

Para la estimación de la formación de las NPs se procedió a medir la absorbancia en un amplio rango de longitudes de onda, originando así el plasmón característico. En la Figura 1 se observa el plasmón correspondiente a cada síntesis, con su respectivo máximo de absorción.


[image: ]

Resonancia del plasmón superficial de las AgNPs, CuNPs y Ag-CuNPs



Tamaño de las nanopartículas por microscopia electrónica de barrido (MEB)

Para determinar el tamaño más exacto de las NPs se utilizó Microscopia Electrónica de Barrido (MEB). En este sentido con la información arrojada por esta metodología se elaboró un gráfico de distribución del tamaño de las NPs (Figura 2).


[image: ]

Distribución del rango de tamaño de las Ag-CuNPs simbolizadas por colores mediante los datos obtenidos por MEB.



Efecto de las Ag-CuNPs sobre la proliferación de los aislados de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli

Para determinar los efectos de las Ag-CuNPs sobre la proliferación 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 inhibición del crecimiento en los aislados bacterianos de S. aureus. Al analizar el efecto sobre los aislados bacterianos de K. pneumoniae y E. coli, se evidenció que en las contracciones de 0,2 y 0,4 hubo estimulación en el crecimiento bacteriano.
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Efecto de las Ag-CuNPs sobre la proliferación 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 reducción 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 concentración de las Ag-Cu NPs. La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se alcanza notablemente a una concentración cercana a 0,8 mg/mL frente a S. aureus, donde la densidad óptica (D.O.) se reduce a 0,2. En contraste, en las figuras B (E. coli) y C (K. pneumoniae) se observa que los aislados clínicos de las bacterias Gram-negativas muestran una menor reducción de la viabilidad celular en el rango de concentraciones ensayadas, con una CMI mayor, cercana a 1 mg/mL.
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Efectos de las Ag-CuNPs sobre viabilidad celular de los aislados bacterianos de (a) S. aureus, (b) K. pneumoniae y (c) E. coli en ensayos de 24 horas.





DISCUSIÓN

El desarrollo de nanomateriales como las NPs bimetálicas ha originado un gran interés gracias a sus características y excelentes propiedades tanto físicas como químicas, producto del tamaño nanométrico, la morfología de la superficie de las mismas y el área superficial. Las nuevas tendencias en la síntesis de nanomateriales están enfocadas en la "síntesis verde", es decir, en el uso de productos naturales o de moléculas aisladas como flavonoides, aminoácidos, azucares y antocianinas18,19.

Con respecto a la optimización de la síntesis de las Ag-CuNPs, se observó que bajo todas las concentraciones ensayadas de sales de nitrato de plata y sulfato de cobre y de relación de volumen sal y Glu se obtuvieron las NPs, esto atribuido al efecto que ejerce el Glu, de reducir el metal y originar la formación de las NPs correspondientes, contribuyendo al mismo tiempo a su estabilización por medio interacciones tipo Van der Waals20,21. Así mismo el plasmón superficial (barrido espectral), coincide con lo reportado en diversas investigaciones que señalan que el máximo de absorción para este tipo de NPs bimetálica formadas por plata y cobre esta alrededor de los 525 nm y con una mayor distribución de tamaño de 60 a 63 nm22. Por otro lado, diversos investigadores han logrado la síntesis de nanopartículas bimetálicas de Cu-Ni, las cuales se obtuvieron a partir de suspensiones de carbonato de níquel y carbonato de cobre, y soluciones de nitrato de níquel y nitrato de cobre en etilenglicol, como disolvente y agente reductor, obteniendo en dicha síntesis de nanopartículas de CuNi3 y Cu3Ni un de tamaño uniforme en un rango de 20-30 nm, lo que indica que la distribución del tamaño de las NPs es dependiente de la ruta de síntesis23.

Diversos estudios destacan que las Ag-CuNPs han demostrado poseer propiedades bacteriostáticas y bactericidas asociadas con un incremento en el área de contacto, aumentando sus actividades físicas y químicas, las cuales desencadenan una serie de eventos moleculares en la cual las especies reactivas de oxigeno desempeñan un rol fundamental con daño al ADN bacteriano8,22. En este sentido, la evaluación del efecto antimicrobiano de las Ag-CuNPs, para todo el rango de concentraciones ensayadas, permitió evidenciar inhibición en la proliferación de los aislados bacterianos de S. aureus con una concentración mínima 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 fenómeno denominado hormesis, ya que en las dos concentraciones más bajas de las Ag-CuNPs (0,2 y 0,4 mg/mL), hubo crecimiento por encima del control. El fenómeno hormesis representa una estrategia evolutiva central que está restringida por los límites de la plasticidad biológica23,24. El hecho de que dichas respuestas integrativas y adaptativas compartan características cuantitativas similares en general en todos los filos sugiere que se adoptó un compromiso evolutivo clave entre el grado en que se produce el rendimiento biológico (es decir, la amplitud de la estimulación) y el coste de dicho rendimiento mejorado en el contexto de la gestión de recursos biológicos limitados25. Basándose 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 límites de la plasticidad biológica25. Aunque algunos estudios describen que los antibióticos pueden estimular una respuesta hormética en bacterias Gram-negativas, no parece haber ningún estudio que haya investigado las respuestas horméticas inducidas por NP metálicas relacionadas con bacterias Gram-negativas27. Estudios sobre las respuestas horméticas en bacterias expuestas a antibióticos 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 nanopartículas pueden iniciar respuestas horméticas28,29. Sin embargo, aún no se han dilucidado los mecanismos mediante los cuales las nanopartículas pueden lograr dicha respuesta en las células bacterianas30,31. Respecto a las CMI, éstas estuvieron cercanas a 1 mg/mL, una concentración mayor si la comparamos con la de S. aureus. Esta diferencia puede estar atribuida a la estructura bacteriana (Figura 5).

Fuente: Sagulenko et al. (2014)32.
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Comparación de las envolturas celulares bacterianas. Arriba: Bacteria Gram positiva. 1-membrana citoplasmática, 2-peptidoglicano, 3-fosfolípidos, 4-proteínas, 5-ácido lipoteicoico. Abajo: Bacteria Gram negativa. 1-membrana citoplasmática (membrana interna), 2-espacio periplasmático, 3-membrana externa, 4-fosfolípidos, 5-peptidoglicano, 6-lipoproteína, 7-proteínas, 8-lipopolisacáridos, 9-porinas.

Los efectos observados con otro tipo de NPs bimetálica, demuestran inhibición en la proliferación de S. aureus con una CMI cercana a 0,9 mg/mL al emplear nanopartículas estructuradas de hierro y plata en la investigación realizada por Elkashif y Seleem, (2020)33, asociando este efecto a las condiciones de síntesis. 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 sativum leaf sobre diversos patógenos entre ellos S. aureus y K. pneumoniae. Sin embargo, la CMI obtenida por estos investigadores estuvo cercana a 1,8 mg/mL, lo que podría atribuirse al mayor tamaño de las CuNPs (74nm).

En conclusión, 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. Así mismo la actividad fue menor contra los aislados clínicos de bacterias Gram-negativas (K. pneumoniae y E. coli). La baja actividad, sumado a la evidencia del fenómeno de Hormesis a bajas concentraciones, sugiere una resistencia determinada por la estructura de su envoltura celular.
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