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Resumen

Este estudio se centr6 en la formulacion y caracterizacion de nanoparticulas de plata (AgNP)
funcionalizadas con d-limoneno. Las nanoparticulas se funcionalizaron por inversion de fase y la sintesis
de las nanoparticulas se realizo in situ; se determiné el tamafo de particula por difraccion laser, potencial
zeta y estabilidad coloidal 6ptica utilizando Multiscan 20 por un periodo de 24 horas a 37 °C; se determino
la concentracién minima inhibitorio (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB) del material
formulado sobre las bacterias Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Klebsiella oxytoca ATCC 700324, Enterococcus casseliflavus ATCC 700327, Escherichia coli BLEE+,
Pseudomona aeruginosa resistente a carbapenémicos. Las nanoparticulas presentaron estabilidad
coloidal a una concentracion de d-limoneno del 3,93 %, iones plata al 1,61x0 %, coadyuvante no iénico
al 24 % vy &cido ascorbico al 5,88 %; como sistema regulador se utilizé acido citrico/citrato (1:1) 0,48M
para un pH de 4,5. La formulacion se clasific6 como un sistema polidisperso (PD = 0,0851), con una
potencial zeta de -11,6 mV y tamafo promedio de particula de 81,5 + 0,9 nm. Se evidencio una velocidad
de migracion de particula de -0,199 + 0,006 mm h', un perfil de transmisiéon constante y perfil de
retrodispersién con variaciones del 10 %, lo que representa una formulacién estable. Las nanoparticulas
presentaron una CMI y una CMB de 28 ug mL" (5,6x102 % d-limoneno y 4,7x10° % AgNP) contra todas
las bacterias probadas.

Palabras clave: Nanoparticulas de Plata; Inversion de Fases; Resistencia Bacteriana;, Concentracion Minima
Inhibitoria.
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Silver nanoparticles functionalized
in situ with D-Limonene: effect

on antibacterial activity

Abstract

This study focused on the formulation and characterization of silver nanoparticles (AgNP) functionalized
with d-limonene. The nanoparticles were functionalized by phase inversion and the synthesis of the
nanoparticles was performed in situ; the particle size was determined by laser diffraction, zeta potential
and colloidal optical stability using Multiscan 20 for a period of 24 hours at 37 °C; the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (CMB) of the formulated material on the
bacterias Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella oxytoca ATCC
700324, Enterococcus casseliflavus ATCC 700327, Escherichia coli BLEE, Pseudomona aeruginosa
resistant to carbapenems. The nanoparticles showed colloidal stability at a concentration of 3.93 %
d-limonene, 1.6x102% silver ions, 24 % non-ionic adjuvant and 5.88 % ascorbic acid, citric acid/citrate was
used as a regulatory system (1:1) 0.48 M for a pH of 4.5. The formulation was classified as a polydispersed
system (PD = 0.0851), with a zeta potential of -11.6 mV and average particle size of 81.5 £ 0.9 nm. A particle
migration rate of -0.199 + 0.006 mm h' was evidenced, a constant transmission profile, a backscatter
profile with variations of 10 %, which represents a stable formulation. The nanoparticles presented an MIC
and an MIB of 28 ug mL" (5.6x102 % limonene, 4.7x10° % AgNP) against all the bacteria tested.

Keywords: Silver Nanopatrticles; Phase Inversion; Bacterial Resistance; Minimal Inhibitory Concentration.

Nanoparticulas de prata funcionalizadas
in situ com D-Limoneno: efeito

na atividade antibacteriana

Resumo

Este estudo focou na formulagéo e caracterizagdo de nanoparticulas de prata AGNP funcionalizadas com
d-limoneno. As nanoparticulas foram funcionalizadas por inversao de fase e a sintese das nanoparticulas
foi realizada in situ; o tamanho das particulas foi determinado por difracdo a laser, potencial zeta e
estabilidade optica coloidal usando o Multiscan 20 por um periodo de 24 horas a 37 °C; a concentracao
inibitéria minima (CMI) e a concentragédo bactericida minima (CMB) do material formulado na bactéria
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella oxytoca ATCC 700324,
Enterococcus casseliflavus ATCC 700327, Escherichia coli BLEE, Pseudomona aeres. As nanoparticulas
apresentaram estabilidade coloidal na concentragao de 3,93 % de d-limoneno, 1,6x10°% de ions de prata,
24 % de adjuvante nao ibnico e 5,88 % de acido ascoérbico, acido citrico/ citrato (1:1) 0,48 M foi usado
como sistema regulador para um pH de 4,5. A formulagao foi classificada como um sistema polidisperso
(PD = 0,0851), com um potencial zeta de -11,6 mV e tamanho médio de particula de 81,5 + 0,9 nm.
Era evidente uma taxa de migragédo de particulas de -0,199 + 0,006 mm h-', um perfil de transmisséo
constante, um perfil de retroespalhamento com variagées de 10 %, 0 que representa uma formulacao
estavel. A nanoparticulas apresentou CIM e MIB de 28 ug mL™" (d-limoneno 5,6x102 %, AgNP 4,7x10° %)
contra todas as bactérias testadas.

Palavras-chave: Nanoparticulas de Prata; Inversdo de Fase; Resisténcia Bacteriana, Concentragéo Inibitéria Minima.
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Introduccion

Debido al uso indiscriminado de compuestos
quimicos  artificiales como  antibidticos y
desinfectantes, para el tratamiento de
enfermedades infecciosas en el ser humano y
otras especies, para la produccion pecuaria, para
la limpieza y desinfeccién de ambientes, para la
produccion y conservacion de alimentos, muchos
de los microorganismos expuestos desarrollan
rapidamente resistencia a estos compuestos,
convirtiéendose en un problema de salud
publica a nivel mundial al generar infecciones
que no se pueden tratar; adicionalmente, los
compuestos artificiales pueden causar directamente
enfermedades al ser humano y otros seres vivos y
contaminar el medio ambiente.

La Organizacién Mundial de la Salud OMS, en el
afo 2017 sefalod que la bateria de antimicrobianos
disponibles para combatir bacterias
multirresistentes como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Mycobacterium
tuberculosis 'y Staphylococcus aureus, es
insuficiente para mitigar su proliferacion y causar
infeccion en seres humanos; se requiere de manera
urgente el disefio de productos innovadores, que
permitan controlar microorganismos causantes
de enfermedad, que ponen en peligro la vida
del ser humano y incrementan los costos de los
tratamientos [1-6]. Existe una creciente tendencia
a la investigacion y utilizacion de extractos
naturales o aceites esenciales (AE) que han
demostrado in vitro la capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias de importancia clinica,
como agentes antibidticos o desinfectantes [4,
5,44]. Adicionalmente, ha cobrado importancia
el desarrollo de nuevas formulaciones utilizando
compuestos inorganicos, siendo protagonistas los
iones metalicos, conocidos por ser muy toxicos
para las células bacterianas [3,7]. nanoparticulas
metalicas presentan un mejor desempefio para
eliminar bacterias al aumentar el area de superficie
para reaccionar [3,7,8]. La comunidad cientifica
debe aportar a la solucién de la problematica
mediante la investigacion y la seleccidn cuidadosa
de agentes activos y formulaciones que se dirigen
a multiples sitios bacterianos y presenten modos
de accién menos propensos a conferir resistencia
cruzada.

La resistencia a los antimicrobianos se define
como la adquisiciéon de resistencia por parte de un
microorganismo a un medicamento antimicrobiano
al que anteriormente era sensible. La adquisicion
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de resistencias por parte de las bacterias supone
una amenaza para la salud publica; la mayor
preocupacion es la creciente propagacion de
bacterias patdogenas multirresistentes a nivel
mundial, debido al mal uso y abuso de los
antibidticos [9,10]. Dentro de los mecanismos
que expresan las bacterias para resistir a los
varios grupos de antibioticos, esta la produccion
de enzimas como las betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) que les confiere resistencia
a oximino-cefalosporinas y a monobactamicos
(aztreonam), antibioticos que actian inhibiendo
la sintesis de la pared celular bacteriana. Cuando
una bacteria se identifica como productora de
BLEE, como alternativa terapéutica se utilizan un
grupo de antibioticos denominados carbapenems;
estos actuan sobre la pared celular y poseen una
gran resistencia a la hidrolisis frente a las BLEE
[11]. Pero las bacterias también han creado
multiples mecanismos para evitar la accion de los
carbapenems, convirtiéndose en una amenaza
para la salud mundial, ya que por muchos afos
han sido los antibiéticos mas estables y activos
contra bacterias con resistencia multiple [12].

Las plantas del genero Citrus tienen altas
concentraciones de AE en la cascara de sus frutos;
su principal componente es el terpeno d-limoneno,
molécula con reconocido poder inhibitorio del
crecimiento de bacterias in vitro. En Colombia,
los citricos son considerados como la segundad
especie fruticola que se produce después del
banano, existiendo en Colombia suficiente materia
prima para la obtencion de AE de alto contenido en
limoneno [4, 13-16]. Se ha reportado la actividad
antimicrobiana de d-limoneno sobre el crecimiento
in vitro de Streptococcus uberis, Sthapylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas fragi, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia  coli, Salmonella
typhimurium, Salmonella enteritidis y Listeria
monocytogenes [13, 15, 17-20]. Estos resultados
demuestran las ventajas potenciales del uso de
d-limoneno como antimicrobiano de origen natural.
De los compuestos metalicos, la plata “Ag(s)”, un
elemento comun en la naturaleza, ha sido utilizada
por el ser humano como agente desinfectante [3,
21-23]. Las Las nanoparticulas de plata (AgNP)
tienen un fuerte potencial bactericida debido a su
mayor relaciéon superficie-volumen, presentando
en promedio un tamano de 10-100 nm, y al
ser moléculas altamente reactivas se pueden
incorporar como principio activo de medicamentos
y desinfectantes, ofreciendo ventajas distintivas



rev. ion. 2020;33(1):79-92. Bucaramanga (Colombia).

como la reduccién de la toxicidad, la superacion
de la resistencia y la reduccién del costo en
comparacion con los antibioéticos convencionales
[2-4,7,24]. Las AgNP pueden actuar como
agentes antimicrobianos contra casi 650 especies,
incluidas bacterias resistentes a antibidticos [5,
21], presentan un buen desempeiio in vitro frente
a bacterias Gram positivas como Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes y Bacillus subtilis
y Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Salmonella typhi [2, 3, 7, 21 -
25]. Los mecanismos de accion de las AgNP sobre
las bacterias inician con la union a la membrana
celular, proteinas de membrana y los &acidos
nucleicos cargados negativamente, bloquean
las cadenas respiratorias, generando especies
reactivas de oxigeno, que conducen a cambios
funcionales en la célula, hasta destruirla [4, 3, 21-
23, 25]. Por otro lado, algunos autores reportan
cepas bacterianas que presentan mecanismos de
adaptacion y/o resistencia a AgNP [21, 23].

En recientes estudios, se ha demostrado que
las nanoparticulas funcionalizadas con aceites
esenciales aumentan su efecto antibacteriano
y su biocompatibilidad [4,5,7,41]; se han
evaluado los efectos antibacterianos de AgNP
en combinacion con el AE de la planta Zataria
muiltiflora, observando que las AgNP con AE
presentan efecto sinérgico contra el crecimiento
de Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
aureus. Sin embargo, no se encontraron reportes
que indiquen el potencial inhibitorio del crecimiento
de bacterias, de formulados que combinen el
d-limoneno y AgNP; en este estudio se propone
producir una nanoemulsién que contenga AgNP
funcionalizadas con d-limoneno y evaluar su
efecto sobre actividad antibacteriana, esperando
obtener un formulado que ofrezca una alternativa
para el control y erradicacion de agentes
bacterianos de importancia clinica, especialmente
microorganismos que manifiestan mecanismos
para evitar la accion de los antibidticos y
desinfectantes que se usan en la actualidad.

Metodologia

A continuacion se describeel proceso de
formulacién, caracterizacién y evaluacién
microbiolégica de las AgNp funcionalizadas con
d-linomeno.

Formulacion
Nitrato de plata (>99 %), acido ascoérbico (>99 %),
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acido citrico (>99,5 %), citrato de sodio (>99 %) y
Tween 20® (para sintesis) fueron importados por
Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO); la Glicerina al
87 % por Merck y el alcohol etilico industrial al 96 %
por Quimicos JM S.A. El d-limoneno fue donado
por la Fundaciéon de Apoyo a la Investigacién en el
Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares—
FUNDAGIEM de la Universidad de Antioquia.
Las formulaciones fueron preparadas en tubo
Falcon de 50 mL, adicionando coadyuvante no
iénico (Tween 20®; Glicerina y alcohol etilico)
y d-limoneno con agitacion continua; luego, se
adiciond lentamente solucidon de nitrato de plata
y la mezcla solida compuesta por acido citrico/
citrato de sodio. Posteriormente se adiciono
lentamente acido ascorbico con agitacion continua
en Vortex (Thermo Scientific) para la reduccion
del ion plata; se completo el volumen a 50 mL con
agua desionizada.

La formulacion F1 representa las AgNP
funcionalizadas con d-limoneno, la formulacion
F2 representa AgNP sin adicion de limoneno y la
formulacion F3 representa las nanoemulsion con
d-limoneno y ausencia de AgNP.

Analisis de tamaino de particula y potencial z

Las formulaciones fueron diluidas 1:10 con agua
estéril inyectable. Posteriormente se analizaron
en el NanoSight 300 de Malvern, el cual usa una
técnica ideal para sistemas polidispersos y arroja
un analisis por rastreo de particulas, permitiendo
caracterizar nanoparticulas de 10 nm a 2000 nm.

Andlisis de estabilidad coloidal

La estabilidad coloidal de las nanosuspensiones
fue evaluada por el Multiscan 20 de DataPhysics.
Se almacend cada formulacion en botellas
cerradas de vidrio transparentes de 40 mm, donde
los productos se sometieron a analisis periddicos a
37 °C durante 24 horas. El objetivo fue de acelerar
los procesos de desestabilizacion y para detectar
productos potencialmente inestables en la etapa
mas temprana posible para, en consecuencia,
reducir el tiempo para el desarrollo de nuevos
productos.

Analisis microbiolégico

Para las pruebas de la actividad antibacteriana
se utilizaron las bacterias Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Klebsiella oxytoca ATCC 700324, Enterococcus
casseliflavus ATCC 700327, Escherichia coli
productora de BLEE, Pseudomona aeruginosa que
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presenté impermeabilidad a los carbapenémicos,
estas dos ultimas aisladas a partir de muestras de
orina. Todas cepas fueron proporcionadas por el
Laboratorio Clinico Hematolodgico. Las bacterias
crioconservadas en agar Infusién cerebro corazén
BHI, glicerol y suero bovino fetal, se descongelan
y los bacilos Gram negativos se siembran por
agotamiento en agar MacConkey (Biomériux)
y los cocos Gram positivos en agar Columbia
CNA Biomériux. Se incubaron durante 24 horas a
37 °C; se identifico el género y la especie de cada
crecimiento por medio del equipo Vitek 2 Compac
Biomériux. Una vez confirmado el género y la
especie, se procedioé a la determinacién de la CMI.

Método de dilucién en agar

Este método permitié cuantificar la actividad in vitro
de un antimicrobiano por medio de la determinacion
del crecimiento de un microorganismo en una serie
de diluciones del antibidtico en mezcla con medio
de cultivo. El método de diluciéon en agar permitio
determinar la concentracion minima bactericida
CMB, definida como la concentracion mas baja del
agente antimicrobiano necesaria para eliminar el
99 % del inoculo inicial y la concentracion minima
inhibitoria CMI, definida como la concentracion mas
baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento
visible de un microorganismo. Para realizar las
diluciones del producto antibacteriano en estudio
se dispersaron en un Erlenmeyer la cantidad del
agente antibacteriano a analizar, posteriormente
es agregada una cantidad conocida de agar
estéril aun fundido (50 °C); se suele utilizar el agar
Mdueller-Hinton que permite el desarrollo de bacilos
Gram negativos y de cocos Gram positivos. Se
homogeniza la mezcla y se vierte en una placa
de Petri estéril vacia, obteniendo de esta manera
una placa de agar Mueller-Hinton con el antibiético
diluido a una determinada concentracién lista
para ser inoculada [11, 26-29]. La CMI fue aquella
dilucién en la cual no se observa crecimiento
de la bacteria probada. La CMB se establece
tomando una muestra con un hisopo estéril de la
superficie del agar sélido que contiene la diluciéon
que permitié establecer la CMI y se procede a
cultivar la muestra en un agar Mueller-Hinton. Se
incuba durante 48 horas a 37 °C, esperando que
no se observe crecimiento bacteriano [26]. El Agar
Mdaeller-Hinton es un medio sdélido, no selectivo,
que permite la realizacion de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana en bacterias
aerobia, anaerobias y microaerofilicas [28]. Tiene
un poder inhibitorio bajo y alta reproducibilidad;
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debe estar preparado a un pH entre 7,2y 7,4 que
puede ser ajustado con Ca?* (20-25 mg L") y Mg?*
(10-12,5 mg L") [29].

Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI)

La CMI de los formulados F1, F2, F3 se determind
por el método de dilucion en agar descrito en la guia
CLSI M-7 2018 [30], con algunas modificaciones;
después de 24 horas de incubacién a 37 °C, se
toman tres a cuatro colonias de cada bacteria con
un palillo de madera estéril y se suspenden en
solucion salina al 0,85 %, hasta alcanzar un patrén
de turbidez de 0,5 McFarland (1,5x108 UFC mL™").
Se comprueba cada suspensién con el equipo
Densichek (Biomériux). Se utilizé agar Mueller-
Hinton (Becton Dickinson, USA) para realizar las
diluciones, incorporando la cantidad determinada
de la nanoemulsién en el agar cuando aun se
encuentra en fase liquida (50 °C), conservando
siempre un volumen final de 10 mL; la primera
dilucion contiene 1 mL de formulado + 9 mL de
agar, la dilucién final contiene 100 pl de formulado
+ 900 ul de agua destilada estéril + 9mL de agar.
Se deposita la mezcla en placas Petris plasticas
estériles y se deja enfriar para que se gelifique el
medio de cultivo. Una vez la mezcla se encuentra
en su fase sdlida se procede a la inoculacion en la
superficie, se toman 10 pL de cada suspension 0,5
McFarland, los cuales son depositados en forma
de punto sobre el medio; se incuba durante 24
horas a 37 °C. Se realiza un control de crecimiento
inoculando 10 pL de cada suspendido bacteriano
sobre una placa Petri con 10 mL de agar Mueller-
Hinton (Becton Dickinson, USA); un control de
esterilidad dejando en incubacion durante 24 horas
a 37 °C una placa Petri con 10 mL del agar Mueller-
Hinton previamente preparado sin sembrar. Como
control del método se utiliza el antibiético de uso
comercial Amoxicilina (SIGMA) partiendo de la
concentracion 512 ug mL-" hasta la concentracion
de 2 yg mL"'segun la «Preparacion de diluciones
de agentes antimicrobianos para su uso en pruebas
de susceptibilidad a la dilucién de agar», disponible
en la guia CLSI M100 E28 [31]. Se realiza cada
analisis por triplicado.

Se determiné la CMI de dos detergentes
desinfectantes de uso comercial producidos por la
empresa Spartan Chemical Campany, Inc., Clean
By Peroxy a base de peroxido de hidrégeno y Super
HDQ Neutral a base de amonios cuaternarios
para ser comparada con la CMI de F1. Primero
se prepararon los desinfectantes comerciales en
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la dilucién recomendada en la etiqueta, 1:32 para
Clean By Peroxy y 1:250 para Super HDQ Neutral;
se utilizé como agente diluyente agua destilada. Se
realizan la dilucion en agar para determinar la CMI
de cada producto sobre el mismo grupo de bacterias
anteriormente probadas. Para evaluar el efecto de
la temperatura sobre las formulaciones, teniendo
en cuenta que se anaden al agar en fase liquida
qgue se encuentra a 50 °C, se determind el efecto
directo de la nanoemulsion a una temperatura de
30 °C sobre las bacterias seleccionadas.
Determinacion de concentracion minima
bactericida (CMB)

A partir de la placa Petri que contiene el agar con
la dilucién de formulado que permitié establecer la
MIC, se toma una muestra de la superficie de agar
con un hisopo estéril y se siembra en un nuevo
agar Mueller-Hinton estéril; se incuba durante 48
horas a 37 °C y se realiza la lectura.

Anadlisis estadistico

Para la sistematizacién de la informacion y analisis
de los resultados se utilizd el software estadistico
SPSS versién 24, licenciado por la Universidad
de Antioquia. En este se construyeron las tablas
descriptivas de la informacién. Para cada uno de

los formulados y desinfectantes comerciales se
aplicé la prueba de Chi-cuadrado para observar
la relacion entre la concentracion del producto y
el crecimiento de las bacterias, encontrandose en
todos los experimentos el valor de la concentracion
que permitié el no crecimiento de las bacterias
en las tres repeticiones realizadas, sin presentar
crecimiento en las concentraciones probadas
mayores a la CMI, lo que demuestra estabilidad
de los formulados. Posteriormente, se aplico la
prueba t de Student, teniendo como referencia la
concentracion promedio a la que actud el formulado
F1 (con AgNP y d-limoneno) y se establecié si
existian diferencias estadisticamente significativas
con las medias de los otros productos evaluados.
Se tomaron los valores “p” menores o iguales a
0,05 como estadisticamente significativos en
ambas pruebas.

Resultados

Estabilidad de particulas

En la tabla 1 se presentan los resultados de
caracterizacion coloidal de las formulaciones. F1
(5,6x102 % d-limoneno, 4,7x10% % AgNP) present6
menor tamafo promedio de particula, menor
polidispersidad y mayor estabilidad electrostatica.

Tabla 1. Caracterizacion coloidal de formulaciones evaluadas.

F1 F2 F3
Diametro promedio (nm) 81,5+0,9 116,4+ 9,2 133,7+ 1.5
Moda (nm) 69,5+1,7 81,8+4,8 94+27
D10 (nm) 60,5+05 72,1+56 86,5+0.8
D50 (nm) 751+0,8 99,7+8,6 121+3
D90 (nm) 107,8+2,4 186,3+18,2 198,4+4,38
Polidispersidad 0,0851 0,495 0,0928
Potencial Zeta (mV) -11,6 £0,3 -8,3+0,4 -5,1+0,5

Enlasfiguras 1,2y 3; se presentanlasdistribuciones
de tamano de particula de las formulaciones, y
se observa el efecto de la funcionalizacion del
d-limoneno in situ en el proceso de sintesis de las
AgNP.

Para la estabilidad coloidal de la formulacion
1, se observa una transmisién que permanece
constante a lo largo de la altura del vial (Figura 4a)
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lo que significa que no se evidencia la migracion
de particulas (cremacion o sedimentacion) durante
las 24 horas de analisis de la muestra. Por otro
lado, la figura 4b muestra el perfil de retrodispersion
en forma absoluta; aunque no se observa punto
isosbéstico, no hay variacién del tamafio de la
particula ya que el perfil de retrodispersion esta
dentro del intervalo de + 2 %.
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Figura 4. Estabilidad coloidal de la formulacion F1

Microbioldgicos

Identificacion Bacteriana. Los resultados arrojados
por el Vitek 2 Compac indican que todas las
identificaciones de las cepas bacterianas alcanzan
en promedio un 96 % de probabilidad.

Resultado de la CMIl y CMB de los Formulados.
La formulacion F1 que contiene AgNP
funcionalizadas con d-limoneno presenté una CMI
y CMB de 28 yg mL" con una concentracion de
d-limoneno y AgNP de 5,6x102 % y 4,7 x10° %,
respectivamente, frente a todas las bacterias
analizadas; la CMI y CMB para Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Klebsiella oxytoca ATCC 700324,

Bucaramanga (Colombia).

[=2
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: a) Perfil de transmision; b) Perfil de retrodispersion.

Escherichia coli productora de betalactamasas de
espectro extendido BLEE fue de 28 ug mL-', contra
Pseudomona aeruginosa fue de 22 ugmL-'y contra
Enterococcus casseliflavus fue de 24 ug mL'. En
la tabla 2 se encuentran los resultados de cada
formulado sobre las bacterias probadas. El control
de crecimiento arroj6é un resultado positivo en las
tresrepeticionesy el control delmétodo se reprodujo
en el rango esperado de CMI de la Amoxicilina
sobre cada bacteria. Los desinfectantes de uso
comercial a base de perdxido de hidrégeno Clean
By Peroxy y de amonios cuaternarios Super HDQ
Neutral presentaron una CMI de 68 ug mL"' y de
36 ug mL", respectivamente.

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria/bactericida de los formulados sobre las bacterias probadas.

Bacteria — CMI CMB pug mL"

Desinfectante formulado E.coli

K. oxytoka S. aureus

E.coli  P. aeruginosa E. casseliflavus
ATCC ATCC ATCC

25922 BLEE R Carb 700324 29213 ATCC 700327
F1 AgNP+ d-limoneno 28 28 22 28 28 24
F2 Solo AgNP 30 30 22 34 34 26
F3 Solo d-limoneno 40 40 32 46 50 34
Peroxido de hidrégeno (A) 68 68 46 46 46 44
Amonio cuaternario (B) 20 20 18 36 20 18

A: Detergente desinfectante a base de perdxido de hidrogeno, Clean by Peroxy, Spartan.
B. Detergente desinfectante a base de amonios cuaternarios para dispositivos médicos, Super HDQ Neutral, Spartan.

* Media de los resultados de tres experimentos diferentes.

El porcentaje de AgNP y d-limoneno en la CMB de
los formulados, teniendo en cuenta que la minima
cantidad del producto ensayado para eliminar el

total de las bacterias probadas fue de 28 ug mL"
para F1, 34 uyg mL-" para F2 y 50 uyg mL™" para F3,
se reporta en la tabla 3.
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Tabla 3. Porcentaje de d-limoneno y AgNP en la CMB.

F1 F2 F3
d-limoneno (%) 5,6x10° n/c’ 0,1
AgNP (%) 4,7x10%  5,7x10° n/c

‘n/c: no contiene

En la tabla 4 se puede observar los estadisticos
descriptivos para el comportamiento de cada
desinfectante. Aquel que tuvo el rango mas
amplio fue el desinfectante a base de perdxido
de hidrégeno, con un valor de 2,4 yg mL". La
concentracion maxima utilizada en este fue de
68 ug mL". Aquel que tuvo un rango de accion
mas pequefio fue la combinacion de AgNP vy

Tabla 4. Estadisticos descriptivos para

d-limoneno, presentando un valor minimo de 22
Mg mL' y maximo de 28 uyg mL™, lo cual muestra
una mayor estabilidad entre los agentes evaluados.
Al observar el comportamiento de la media, se
encuentra que los desinfectantes que requirieron
en promedio menos volumen para inhibir los
agentes evaluados son los desinfectantes a base
de amonios cuaternarios, con una media de
22 ug mL', seguido de F1 (AgNP y d-limoneno)
26,3 ug mL". Los dos desinfectantes que tuvieron
una CMI mayor fueron F3 (d-limoneno) y el
desinfectante a base de perdéxido de hidrégeno
con medias de 40,3 uyg mL' y 53 pug mL"
respectivamente.

el volumen formulado del desinfectante.

Formulacién N (Bacterias Rango Minimo Maximo Media Desviacion
evaluadas)  (ugmL") (ugmL") (ugmL") (ugmL")  (ug mL")
F1 AgNP + d-limoneno 6 0,6 22 28 26,3 2,6
F2 Solo AgNP 6 1,2 22 34 29,3 4,7
F3 Solo d-limoneno 6 1,8 32 50 40,3 6,9
A. De’sn.1fectantt'a a’base de 6 24 44 68 53 12
peroxido de hidrogeno
B. Desinfectante a base de 6 1.8 18 36 22 7

amonios cuaternarios

Al tener el comportamiento de las concentraciones
promedio necesarias para inhibir el crecimiento
de las diferentes bacterias, se realizd la prueba
t de Student teniendo como referencia la media
dada para la formulacién F1 (AgNP y d-limoneno)
26,3 ug mL".

Al realizar la prueba t de Student con este
parametro (ver tabla 5), se encuentran diferencias
estadisticamente significativas al comparar F1

con F3, la formulacion de solo d-limoneno, (valor
p = 0,004) y el desinfectante a base de perdxido
de hidrégeno (valor p = 0,002). Contrariamente,
las formulaciones F2 de solo AgNP vy los
desinfectantes a base de amonio cuaternario
tuvieron un comportamiento que no presenta
diferencias estadisticamente significativas frente a
la formulacién de de AgNP+d-limoneno.

Tabla 5. Prueba t de Student de las medias.

Valor de prueba = 26,3

Formulacién

Pruebat gl Sig. (bilateral) Diferencia de medias
AgNP + limoneno 0,000 5 1,000 0,0
Solo AgNP 1,571 5 0,177 3,0
Solo limoneno 4,999 5 0,004 14,0
Desinfectante a base de perdxido de hidrégeno 5,609 5 0,002 26,7
Desinfectante a base de amonios cuaternarios -1,532 5 0,186 -4,3
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Discusion

Las bacterias analizadas en este estudio son
consideradas agentes patdégenos para el ser
humano; se incluyen cepas de referencia

proporcionadas por la empresa American Type
Culture Collection ATCC y bacterias que han
manifestado in vivo e in vitro mecanismos de
resistencia a los antibidticos, como Escherichia
coli productora de BLEE, enzimas producidas por
las bacterias con la capacidad de inactivar las
cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona,
cefotaxima, ceftazidima) y el aztreonam [11],
Pseudomona aeruginosa con resistencia a los
carbapenémicos, grupo de antibidticos que
se utilizan para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias productoras de BLEE [12].
Las mezclas utilizadas para preparar las
nanoemulsiones permitieron lograr una formulacion
final denominada F1, cuyas propiedades fisicas y
quimicas demuestran que es una mezcla estable,
conteniendo particulas con un tamafo promedio
de 81,5 £ 0,9 nm, caracteristicas que potencian el
efecto de la AgNP y el d-limoneno en las pruebas
microbiolégicas; F1 presenté el mismo efecto
sobre E. coli silvestre y E. coli multirresistente y
una CMI frente a P. aeruginosa resistente a los
carbapenémicos, menor que la obtenida contra
las otras 5 bacterias analizadas; esto sugiere
que las AgNP funcionalizadas con d-limoneno se
desempeiian con el mismo poder sobre bacterias
sin resistencia y bacterias multirresistentes a los
antibidticos. La combinacion de AgNP con aceites
esenciales ya ha demostrado un efecto sinérgico
contra bacterias multirresistentes [7].

Se considera la CMI como aquella cantidad de
antimicrobiano que, en todos los ensayos, permitio
la inhibicion completa de crecimiento de todas las
bacterias probadas. La formulacién denominada F1
demostrd una destacada actividad antimicrobiana
de amplio espectro ya que actué de manera
similar sobre cocos Gram positivos y bacilos Gram
negativos, eliminando el crecimiento in vitro de
todas las bacterias probadas con una CMI y CMB
de 28 ug mL" con una media de 26,3 uyg mL™"; la
formulacion denominada F2 presento una CMI y
una CMB de 34 ug mL"y la formulacion F3 mostro
una CMI y una CMB de 50 ug mL"; estos datos
indican que las AgNP funcionalizadas in situ con
d-limoneno en un formulado tipo nanoemulsion
presenta un efecto aditivo antimicrobiano, siendo
necesario menos cantidad de la formulacion F1
para eliminar el 99,9 % de las bacterias probadas,
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comparado con F2 y F3. Elementos como Plata
(Ag), Oro (Au), Cinc (Zn), Platino (Pt), Hierro (Fe)
y Cobre (Cu) se han utilizado en combinacién
con AE para evaluar su actividad antimicrobiana,
evidenciandose un efecto sinérgico [33]. Segun el
analisis estadistico, F1 presenta valores de CMI
significativamente diferentes comparado con F3,
formulado que solo contiene d-limoneno, lo que
indica que F1 actua mejor a menor concentracion
frente a F3; con F2, que solo contiene AgNP,
no se presentan diferencias estadisticamente
significativas. A pesar de esto, como se evidencia
en la Tabla 4, es necesario menor cantidad del
formulado al combinar las AgNP con d-limoneno
para inhibir el crecimiento de 5 de las 6 bacterias
probadas; el porcentaje de AgNP necesario para
inhibir el 100 % de las bacterias probadas en F1
fue de 4,7x10° % y el de F2 fue de 5,7x10° %,
lograndose una disminucion del 1x10°%
al combinar las AgNP con d-limoneno. Esta
disminucién baja de una unidad puede significar
una reduccion en la toxicidad del producto para las
células eucariotas, lo que refleja que el limoneno
actua como estabilizante de las nanoparticulas de
platay, alcombinarlos dos agentes antibacterianos,
no se ve afectado su poder de inhibir crecimiento.
El efecto de F1 (AgNP con d-limoneno) comparado
con el formulado F2 (solo AgNP) es mas notorio
sobre K. oxytoka y S. aureus, bacterias conocidas
por su alta patogenicidad y capacidad de generar
y transmitir resistencia a los antibacterianos. Este
hallazgo es importante pues comprueba el efecto
adictivo que genera el limoneno sobre las AgNP.

En las pruebas comparativas del efecto
antibacterial de los desinfectantes versus Ia
formulacion F1, el desinfectante a base de
amonios cuaternarios presentd el mejor efecto
inhibitorio frente a las bacterias Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
2921, Enterococcus casseliflavus ATCC 700327,
Escherichia coli BLEE+, Pseudomona aeruginosa
resistente a carbapenémicos, comparado con la
formulacion F1 y el desinfectante Clean By Peroxy.
Pero la CMI (36 g L) frente a Klebsiella oxytoca
ATCC 700324 fue mayor que la CMI (28 g L") que
presenté laformulacién F1 sobre la misma bacteria.
Segun este dato el formulado F1 se considera
con mayor estabilidad en su efecto sobre el total
del grupo bacteriano probado, presentando una
diferencia significativa con ambos desinfectantes,
ya que para eliminar los 6 géneros bacterianos se
necesarita minimo 28 yg mL" de F1, 36 yg mL"'
del amonio cuaternario y 68 ug mL" de peroxido
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de hidrégeno. El desinfectante a base de perdxido
de hidréogeno presenté menor efecto inhibitorio
que la formulaciéon F1 sobre todas las bacterias
probadas. Estos hallazgos permiten sugerir que F1
tiene una accion de amplio espectro como agente
desinfectante al actuar de modo parejo y en bajas
concentraciones sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Al analizar los valores minimos
y maximos, se nota que el formulado que tuvo un
rango de accién mas pequefio fue la combinacion
de AgNP vy d-limoneno, presentando un valor
minimo de 22 yg mL"' y maximo de 28 uyg mL",
lo cual muestra una mayor estabilidad entre los
agentes evaluados. F1 se comporté de manera
muy similar al desinfectante comercial a base de
amonio cuaternario; este producto es utilizado en
lugares como laboratorios, unidades de cuidados
intensivos, industrias alimentarias entre otros
para controlar patdégenos peligrosos, por lo cual,
se concluye que F1 presenta un potencial como
agente desinfectante que esta a la altura de
los desinfectantes de ultima generaciéon con la
ventaja que su efecto es mas parejo sobre un
grupo heterogéneo de bacterias comparado con el
amonio cuaternario.

La combinacion de AgNP con AE para alcanzar
mayor efecto antimicrobiano contra bacterias ha
sido probada en varios estudios. Se ha reportado
el efecto aditivo entre AgNP y el terpeno timol
para desinfectar el tejido vegetativo de planta
Bermudagrass [34]. Las AgNP combinadas
con el aceite esencial de Oreganum spp
presentaron un efecto adictivo contra bacterias
multirresistentes [32]. La mezcla de AgNP con
el AE de Oreganum spp. presenté estabilidad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas
[35]; AgNP funcionalizadas con aceites esenciales
de las plantas Cymbopogon citratus, C. martini,
Eucalyptus globules, Azadirachta indica, Ocimum
sanctum presentaron efecto contra la bacteria S.
aureus [36]. Este es el primer reporte del efecto
antibacteriano in vitro de una mezcla de AgNP y
d-limoneno; los resultados sugieren que el efecto
aditivo de las AgNP funcionalizadas con d-limoneno
puede ser usado para evitar el crecimiento de
bacterias incluyendo multirresistentes que son
consideradas patégenas para el ser humano y
otras especies; se hace necesario llevar a cabo
investigaciones adicionales sobre combinaciones
de AgNP con productos de origen natural para
brindar mas alternativas contra el fenomeno de
multirresistencia bacteriana.

Los mecanismos de accion de los AE sobre
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las células bacterianas varian dependiendo
de su composicion y de la cepa bacteriana
expuesta; los AE tienen como caracteristicas
su hidrofobicidad y la naturaleza lipofilica, que
les permite interactuar facilmente con los acidos
grasos de la membrana celular microbiana; actuan
sobre la integridad de la membrana celular al
cambiar la permeabilidad, lo que conduce a fugas
de electrolitos y pérdida de contenido intracelular
vital como proteinas, reduciendo azucares,
mientras que inhibe la generacion de energia,
conduciendo a la destruccion de las células [37-40].
El d-limoneno derivado del aceite esencial de los
citricos actua sobre las membranas citoplasmaticas
de los microorganismos, causando una pérdida
de integridad de la membrana, la inhibicion de las
enzimas respiratorias y disipacién de la fuerza
motriz de protones [41].

El mecanismo de accién de las AgNP sobre las
bacterias inicia con la unién a la membrana celular,
aumentando la permeabilidad, produciendo Ila
liberacion de lipopolisacaridos, proteinas de
membranay la unién posterior alos acidos nucleicos,
bloquean las cadenas respiratorias, generando
especies reactivas de oxigeno, que conducen a
cambios funcionales en la célula llevandola a la
muerte [3,5,21-23,25,33,42]. El efecto depende del
area de superficie que se encuentra aumentada por
la presentacion en tamafio nanométrico, pudiendo
interactuar en mayor proporcion con moléculas
como enzimas y acidos nucleicos, causando
mayores cambios estructurales y deformacién en
las paredes y membranas bacterianas [2,21,43].
Por otro lado, algunos autores reportan cepas
bacterianas que presentan mecanismos de
adaptacion y o resistencia a AgNP [21, 23], por
lo que es importante continuar evaluando si la
mezcla de AgNP con aceites esenciales con poder
antibacteriano con el d-limoneno contrarresta el
efecto de resistencia que se ha presentado sobre
las AgNP. Sin embargo, los resultados evidencian
que, la adicién de d-limoneno a la formulacion
requiere menor cantidad de AgNP lo que disminuye
la toxicidad por presencia de plata en células
eucariotas.

Segun los mecanismos de accién de los AE vy las
AgNP, se puede sugerir que la nanoemulsion F1
presenta un mecanismo de accion combinado y de
sinergia; el d-limoneno por su naturaleza lipofilica
interactia facilmente con los acidos grasos de la
membrana celular microbiana, dafiando laintegridad
de la membrana, las AgNP también afectan la
membrana, permitiendo el facil ingreso de las AQNP
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y del limoneno al citoplasma celular, alli interrumpen
el proceso de transporte de electrones inhibiendo la
secrecion de toxinas al medio ambiente, causando
disfuncion de los ribosomas, interactian con
el material genético hasta degradarlo y lograr,
finalmente, la lisis celular [33].

Conclusiones

El problema de Ila resistencia bacteriana
crece de manera alarmante, aumentando
considerablemente las tasas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. El nivel de evolucion
de las bacterias para sobrevivir y multiplicarse en
ambientes conaltas concentraciones de antibidticos
y desinfectantes disponibles comercialmente, en
la ultima década, sucede a una tasa mucho mayor
que la evolucién en el desarrollo de antimicrobianos
por parte de los cientificos. Es necesario el
desarrollo de nuevos productos que demuestren
un efecto microbicida sobre todo tipo de bacterias
patdgenas, especialmente las que presentan
mayores mecanismos de resistencia. Las AgNP
son consideradas como una real alternativa para
el desarrollo de antimicrobianos contra bacterias
multirresistentes por su alta toxicidad para
las células bacterianas. Sin embargo, se han
reportado bacterias que presentan mecanismos
de resistencia a las AgNP y se hace importante,
entonces, probar mezclas de las AgNP con otros
agentes que presentan potencial microbicida en
bausqueda de sinergia, para alcanza un mejor
efecto antibacteriano y contrarrestar la resistencia.
Algunos derivados de AE han demostrado efecto
antibacteriano de amplio espectro; el d-limoneno
como componente principal del AE de los citricos
presenté un buen efecto bactericida a bajas
concentraciones, convirtiéndose en una alternativa
para combatir gérmenes de importancia clinica.
La formulacién que contiene AgNP funcionalizadas
con d-limoneno produce un efecto aditivo para
eliminar el crecimiento de bacterias patégenas,
comparada con la nanoemulsiéon que contenia
solo AgNP o la nanoemulsién que solo contenia
limoneno. F1 presentd un efecto similar al
obtenido con desinfectantes de uso comercial; lo
anterior sugiere que las AgNP se pueden potenciar
al mezclarse con aceites esenciales y asi ofrecer
mejores efectos contra la integridad de la célula
bacteriana.
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