


- Habiendo determinado las capacidades
antimicrobianas intrinsecas de las nano-
particulas y sus excipientes, se procedid
a investigar el potencial en aplicaciones
comerciales. Se buscd determinar las
capacidades antimicrobianas del coloide
de nanoparticulas de cobre con un
tamano aproximado de 3nm producido
en Aintech y validar la efectividad de un
método de aplicacion en telas por spray
utilizando una maquina de lavado con
vapor. Para este experimento se utiliza-
ron las mismas 2 cepas de bacterias, E.
coli (Gram -) y S. aureus (Gram +), para
evaluar la efectividad de las nanoparticu-
las en las 2 configuraciones de membra-
na citoplasmatica que distinguen a gran-
des rasgos a las distintas especies bacte-
rianas. Se probo distintas condiciones
para el analisis de capacidad antimicro-
biana: Sensidiscos, telas funcionalizadas
y cultivo liquido sometido a contacto
con telas funcionalizadas.




METODOLOGIA

PREPARACION DE BACTERIAS.

- Se tomé una suspension de
cepa criopreservada y se culti-
vo en 10mL de caldo LB duran-
te 20 a 24 hrs.

- Se realiz6é un segundo pasaje
de cultivo en caldo Luria-Ber-
tani (LB) de 20 a 24 hrs.

- Es caso no de especificarse en
la descripcion de método por
norma general, todas las
bacterias se incubaron duran-
te 16 a 24 horas a 37°C a
humedad ambiental.




- Se utiliz6 suspension coloide de nanopar-
ticulas de cobre, en factores de dilucion
1:40, 1:20y 1:10, y se aplicé en las muestras
de superficie con una maquina vaporizado-
ra industrial destinada al lavado de vehicu-
los.

- Se realiz6 una aplicacion de vapor por un
periodo de 5 minutos, las muestras fueron
secadas 72 horas a ambiente antes de
hacer analisis de su actividad antimicrobia-
na.

- Los materiales de las muestras tratadas
fueron superficies de caucho y alfombra,
ambos representativos de las superficies
encontradas en medios de transporte
publico.

- Las muestras de coloide de nanoparticu-
las de cobre fueron utilizadas en distintos

- Las muestras NO fueron esterilizadas métodos:
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METODO DE SENSIDISCOS.

- Utilizando papel whatman N°1 autocla-
vado se prepard sensidiscos cargando
10ul de diluciones 1:5, 1:10 y 1:20.

aureus fueron sembrados directamente en
placas de agar LB sin aditivos. Estos se
dejaron reposar durante 60 min. a tempe-
ratura ambiente.
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- Los discos fueron colocados sobre el
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METODO DE
TRAZADO DE LINEA.

- Se utilizé el método AATCC 147 con
cepas de E. coliy S. aureus.

- Un cultivo de bacterias fresco de cada
cepa fue inoculado, como se menciona
anteriormente, en caldo LB.

- Los cultivos se incubaron durante 24
horas a 37°C. Tras esto, utilizando un asa
metalica se tomd una fraccion y se espar-
cié en 5 lineas consecutivas paralelas
separadas por una distancia de 10 mm,
sin volver a inocular el asa.

- Luego de reposar por 15 minutos a
temperatura ambiente, en cada placa se
colocd un rectangulo de muestra de
material tratado o no tratado, de forma
gue atraviese las 5 lineas.

- Las placas fueron incubadas durante 24
horas a 37°C y luego observadas para
determinar la presencia de zonas de
inhibicion.

METODO DE DETERMINACION
DE CAPACIDAD ANTIMICROBIANA
POR CONTACTO CONCULTIVO LIQUIDO.

- Se tomo 20ul de cultivo liquido satura-
do de E. coli y S. aureus, y se inoculé
50mL de medio liquido caldo LB.

- Se tom6 una muestra de 250ul de cada
cultivo y se plaque6 en medio agar LB.

- 25ml de cada cultivo se separaré como
control experimental de cada cepa
bacteriana.

- Los 25ml restantes fueron sometidos a
0,1gr de tela, tratada previamente como
se describié con una solucién 1:10 de
sobrenadante.

- Todas las muestras se incubaron
durante 18 horas a 37°C.

- Posteriormente los cultivos liquidos se
plaguearon en diluciones 1:1.000 y
1:1.000.000 para determinar CFU/mL,
utilizando 250ul como volumen de
plaqueo.

- El conteo de colonias se realizé con el
programa “OpenCFU".




lIl. RESULTADO

SENSIDISCOS

Ambas cepas bacterianas mostraron fronte

- S. aureus mostré una sensibilidad
mayor por la formulacién de nano-
particulas que vari6 de forma no
proporcional a lo largo de todas las
diluciones, mostrando mayor inhibi-
cion en la concentracion 1:10

- E. coli mostré menor sensibilidad
por la formulacién de nanoparticulas,
que varié de forma proporcional al
incremento de concentracién de
nanoparticulas en el sensidisco (Figu-
ra 1) (Tabla 1).

Figura 1. Sensidiscos con diluciones de izq.
a der: 1:20; 1:10, 1:5. En césped bacteriano
de S. aureus. (fila superior) y E. coli (fila infe-
rior).




S.aureus
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2.038 3.369 0.433 0.433
1.999 3.515 0.387 0.498




- S. aureus mostré una marcada
inhibiciéon de crecimiento. en el
material de caucho. tratado con
nanoparticulas (Figura 3;Fila supe-
rior), y una inhibicién modesta en
material‘de alfombra tratada con
nanoparticulas (Figura 3, Fila infe-
rior).
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CONTACTO CON CULTIVO LiQUIDO

Figura 4. Cultivos liquidos de S. aures (izq.) y E. coli (der.) expuestos a tela de alfombra
tratada con formulacidon de nanoparticulas diluciéon 1:10, versus su control sin tratar
marcado (-).




#‘; Figura 5. Sembrado dilucién 1:1.000.000 de cultivos liquidos de S. aures y E. coli. expuestos a tela de
.pﬂl"' alfombra tratada con formulacién de nanoparticulas dilucion 1:10 (fila inferior), versus su control sin

tratar marcado (-) (fila superior). [
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS.

- Al igual que en experimentos anteriores, se
observo actividad bacteriostética en la formu-
lacién coloide de nanoparticulas de cobre en
discos de celulosa, siendo mas efectiva en S.
aureus en comparacion con E. coli. Esta activi-
dad bacteriostatica intrinseca del coloide,
pudo ser debidamente transmitida y medida
en las muestras de superficies tratadas con la
formulacion de nanoparticulas. Las telas trata-
das mantuvieron sus capacidades antimicro-
bianas tras 3 dias (72 horas) de reposo en
condiciones ambientales, sin precauciones
adicionales, ni esterilizacién. Existe la posibili-
dad de que el periodo de efectividad sea mas
prolongado que lo probado en este estudio.

- Los resultados experimentales sugieren una
mayor efectividad del tratamiento antimicro-
biano, cuando el contacto entre la tela y el
germen ocurre en un ambiente humedo. Esto
se condice con la evidencia bibliografica, que
sugiere el actuar de las nanoparticulas media-
do por la liberacion de iones. Este hallazgo no
parece ser contraproducente con el objetivo
del tratamiento, puesto que la mayoria de los
vectores de contagio, son secreciones hume-
das (Ej: mucosa, aerosol de estornudos,
vomito).

- Existe un efecto de halo que impide el
avance de la bacteria en regiones de tela
tratadas, como se evidencia en el experimen-
to de trazado de lineas. Este efecto puede
ayudar a disminuir la contaminacién de
superficies en contacto directo con la piel.



