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Recibido:
15/julio/2021 RESUMEN
En este trabajo se estudi6 la preparacién del material hibrido tipo brucita, conocido
como hidréxido doble laminar de Zn y Al, capaz de albergar una molécula activa
AN T conocida como estreptomicina, inhibiendo la sintesis de proteinas y las subunidades
23/octubre/2021 ’

30s y 16s del ribosoma, también se estudid la interaccién entre el material y la
bacteria patégena Shigella sonnei, puesto que genera resistencia ante los antibioticos
comunes y representa ser un peligro mundial. Los Hidréxidos Dobles Laminares
(HDL) actian como camuflantes, debido a que la bacteria los identifica como
. cofactores, sin embargo, para poder ser estables ocupan tener un anién de soporte
Palabras clave: s ;
Bacteria como lo es el grupo NOs. Los analisis del material fueron llevados a cabo por FTIR-
s ATR y DRX, mientras que las pruebas biolégicas se llevaron a cabo mediante la
Material hibrido, e . ; < : .
difusion del material en el agar y su respectiva observacion en el microscopio. Se

Inhibicion logré la inhibicién y eliminacién de S. sonnei usando 500 mg/mL de material hibrido
con habilidad de ser recuperado y ser nuevamente usado con la misma efectividad.

Keywords:

Bacteria, ABSTRACT

Hybrid Material,

Inhinibition In this work, the preparation of hybrid material type brucite was studied, known as

double laminar hydroxide of Zn and Al, capable of harboring an active molecule
known as streptomycin, inhibiting protein synthesis while attacking the 30s and 16s
subunits of the ribosome, the interaction was also studied between the material and
the pathogenic bacteria Shigella sonnei, since it generates resistance to common
antibiotics and represents a global danger. HDL’s act as camouflages, because the
bacteria identifies them as cofactors, however, in order to be stable, they need to have
a support anion such as the NO3 group. The analyzes of the material were carried out
by FTIR-ATR and XRD, while the biological tests were carried out by means of the
diffusion of the material on the agar and its respective observation under the
microscope. Inhibition and elimination of S. sonnei was achieved using 500 pg / mL
of hybrid material, with the ability to be recovered and used again with the same
effectiveness.
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Introduccion

Actualmente existe una demanda muy activa para lograr
avances en la liberacién de firmacos sin que las bacterias
presenten resistencia ante éstos. Las dreas biomédicas
han sido enfoque de exhaustivas investigaciones y dada
la reciente pandemia ocasionada por COVID-19, se han
estado apoyando atin mas dichas investigaciones.

Shigella es una bacteria Gram negativa patdgena,
perteneciente a la familia Entereobacteriaceae, y se
divide en 4 especies diferentes. Siendo Shigella sonnei la
Unica especie en tener 1 solo serotipo, que ha afectado la
salud de los humanos en paises poco desarrollados que
carecen de un sistema de salud apropiado, ya que el
tratamiento suele ser costoso para tratar la Shigelosis
(enfermedad gastrointestinal asociada con diarrea
sangrienta que ha causado alta mortalidad). En afos
recientes, se ha presentado atin méas debido a su facilidad
de resistir antibiéticos principalmente por plasmidos
(Ranjbar ]. y Farahani A, 2019; Qiu S et al, 2013;
Tanajena N. y Mewara A., 2016; Kidane A. et al,, 2015;
Shad, A.A y Shad, W.A, 2021; Chatterjee S. y H. Raval I,
2019).

La estreptomicina es un antibiético aminoglucdsido que
ataca a las subunidades ribosomales de la célula
bacteriana y modifica el mRNA. Sin embargo, cepas
Shigella y Salmonella generan la enzima aminoglucésido
adeniltransferasa, generada por el gen addl, como
respuesta inmune ante el firmaco (G.B. M y Schwarz S.,
2016)

Los Hidréxidos Dobles Laminares (HDL) con férmula
quimica [M(II)1x M(III)x(OH)z2(A™)n/x]m-H20, son arcillas
aniodnicas tipo brucita, que poseen la habilidad de retener
moléculas biolégicamente activas (MBA) o farmacos,
cuya funcién permite ser altamente viable para la
liberaciéon controlada y prolongada, al mismo tiempo
(Martinez D. R et al., 2012), que también funcionan como
vehiculos atrayentes al engafiar a la bacteria que
consume los cofactores (metales inorganicos) que son
requeridos como activadores de las enzimas que
aceleran y favorecen las reacciones quimicas que toman
lugar dentro de la célula, asi mismo su configuraciéon
electronica permite que existan reacciones de O6xido
reduccion (Fischer et al,, 2010).

El método de sintesis del HDL se lleva a cabo por la
hidroélisis de urea, que permite obtener un material mas
homogéneo a diferencia del método clasico (baja coo-
precipitacion) con relacién molar de Zn/AL = 2 (Liu | et
al, 2013). Los HDL’s estan formados por laminas
apiladas infinitas simétricas donde los cationes Zn*2
(MII) y AlI** (MII) se encuentran coordinados
octaédricamente por 6 grupos OH- lo que le otorga
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puentes de hidrégeno al material. Para adentrar la
Molécula Biolégicamente Activa (MBA) dentro de la
region interlaminar, serd necesario usar el método de
intercambio i6nico, que de acuerdo a Yasaei M, es mas
factible usar un HDL con nitratos (NO3) por que puede
admitir una mayor cantidad de farmaco que usando
aniones tipo carbonato (COs) (Yasaei M y Khakbiz M et
al, 2019), esto es para compensar el exceso de cargas
positivas dentro del espacio interlaminar (A™).

Metodologia

Los HDL que se sintetizaron fueron ZnAINO3
principalmente por su alta capacidad de ser dezplazado
por los aniones.

Sintesis de hidréoxidos dobles laminares ZnAl-NO3

Para esta sintesis, se utilizé un matraz 3 bocas de 500 mL,
en el que se disolvieron 0.335 mol de Zn(NO3)2:6H20 y
0.165 moles de Al(NO3)3-9H20 en 500 mL de agua
descarbonatada y desionizada a temperatura ambiente.
Posteriormente se adiciond 1.65 moles de urea y 1 mol
de NH4NOs en exceso. Los cationes se precipitan en forma
de HDL debido a la hidroélisis de urea.

El sistema se mont6 en adicién a un sistema de reflujo y
un sistema de burbujeo de gas argén el cual estuvo en
contacto con el liquido por 1 h. Se dejé en atmosfera
inerte (con el motivo de evitar la oxidaciéon del CO2
atmosférico, el cual se transforma en CO3) y se procedid
a dejar por 10 h a 90°C.

Al finalizar este tiempo, obtuvo un precipitado de color
blanco, el cual fue separado del liquido mediante
centrifugaciéon de 15 min a temperatura ambiente, el
sobrenadante fue removido, para poder realizar una
serie lavados con agua libre de CO: y desionizada.
Finalmente fue secado en un desecador por 12 h y
posteriormente fue secado a 75°C (Santana-Cruz A et al.,
2014; Sharma, M.K,, y Melesse, S. F., 2011; Inayat A et al.,
2011). Este material fue rotulado como ZANOs.

El material fue llevado a caracterizar mediante DRX y
FTIR.

Sintesis de materiales hibridos

Para generar el material hibrido, se ocup6 un matraz de
3 bocas de 125 mL, en el que se depositd 4.8 mM de
estreptomicina y se mezclé con 25 mL de H20
descarbonatada y desionizada para poder obtener la sal,
la cual se obtuvo al mezclar con 0.1 M de NaOH,
ajustando la solucién a un pH 9.5 con un medidor de pH
previamente calibrado.
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A continuacion, se instald el sistema de burbujeo de
Argén y se dejo purgando por 10 min mientras se
monitoreaba el pH usando agitacién magnética a 1100
RPM.

Una vez pasado el tiempo, se procedié a destapar el
matraz para adicionar 0.546 g de ZANOsz al matraz
mientras. A continuacion, se introdujo nuevamente el
argon. Se monitore6 el pH y el burbujeo, por 30 min.

Una vez finalizado este tiempo, se removié el medidor de
pHy se procedid a sellar mientras continuaba el burbujeo
de Ar por otros 30 min mas. Finalmente, después de este
tiempo se sellé todo el sistema, dejando tnicamente la
entrada de Ar. El material permanecié en agitacion y
afiejamiento por 7 dias.

Al término del séptimo dia, se traspasé el liquido con
ayuda de una pipeta Pasteur de plastico de 5 mL y se
procedio transferirlo en tubos falcon que posteriormente
se centrifugaron a temperatura ambiente a 4000 RPM
por 15 min. Una vez terminada la centrifugacidon, se
procedi6 a descartar el sobrenadante y a realizar lavados
con H20 descarbonatada y desionizada.

Posteriormente se transfirié a una caja Petri de vidrio,
usando como tapa papel aluminio, se secaron a 45°C en
una estufa convencional de 24 a 48 h.

Al final se obtuvo el material hibrido ZANOs-
Estreptomicina (ZANOs-EST), que tenia una apariencia
de polvo blanco sin aroma.

Caracterizacion de los sélidos
Difraccién de rayos X

El andlisis de DRX se obtuvo en el equipo D9 Advance,
fabricado por Bruker. Los Rayos x (RX) se produjeron a
partir de un tubo de cobre, la longitud de onda (1) de los
RX es 1.5418 A. El barrido fue de 3.5° a 60°, el incremento
fue de 0.02° con tiempo de integracion de 0.6 s/paso, el
tiempo total de barrido por muestra fue de 28.5 min.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier de reflectancia atenuada (FTIR-ATR)

El espectro IR se obtuvo mediante un espectrémetro
Nicolet is10 con un intervalo espectral de 4000-650 cm!
a temperatura ambiente, mediante la técnica de ATR con
una resolucion de 2 cm1.,
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Evaluacion de la actividad antibacterial

La preparacién de las muestras microbioldgicas se llevd
a cabo en una botella Duran Schott en la cual se
prepararon 500 mL de agar MacConkey (AMC) al mezclar
25 g de agar con 500 mL de agua desionizada y se
esterilizé a 121°C psi por 15 min.

Por otra parte, en las cajas Petri, se colocaron 0.05 g del
material obtenido sin intercalar como control y
adicionalmente en otra caja conteniendo 0.5 g de ZANOs3-
EST, como control se coloc6 una tercera placa
conteniendo 0.05 g de estreptomicina.

Posteriormente se vertié el AMC a 40°C con 1 mL de
espesor, agitando ligeramente en circulo y posterior a su
solidificacién, se sembroé en forma de extension por toda
la placa con un hisopo estéril que contenia la cepa S.
sonnei, la cual se prepar6 tomando 1 mL de 0.5
McFarland (MF) y diluyendo 1:100 de caldo soya
tripticaseina (CST) al 4%, (etiquetada como solucién A)
CLSI (2018).

Se determind la concentracién minima inhibitoria de
ZAN-EST a través de la cinética de inhibicién en medio
liquido, primeramente, se pes6 0.05, 0.01 y 0.015 g de
material hibrido para cada ensayo, se mezcl6 con 9 mL de
CST al 4% y con 1 mL de solucién A.

Cada ensayo se llevd a la incubadora NB-T205 de la
marca N-BIOTEK® a 37°C a 140 RPM, donde fue puesto
de forma semi-horizontal. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos (0, 15, 30, 60, 120 y 180 min), las
cuales se sembraron por la técnica de estriado masivo
con ayuda de hisopos estériles en 3 distintas direcciones
en cajas Petri que contenian 10 mL de AMC previamente
solidificado.

Posteriormente se incubaron a 37°C por 48 h en forma
invertida. Finalmente se procedio al conteo de colonias.
Adicional a esto se colocaron como control 2 tubos que
contenfan la misma solucién de los tubos anteriores, uno
sin material hibrido y otro con estreptomicina, para
ambos tubos se tomaron muestras en los mismos
tiempos registrados para cada ensayo, de igual forma se
sembro, incubd y se contd colonias al igual que los tubos
que contenian a los materiales hibridos. Toda la
evaluacién se realiz6 por triplicado.

Para comprobar la efectividad de los materiales después
de haber realizado la cinética de inhibicion, los tubos son
drenados y puestos a secar por 24 h a 45°C.
Posteriormente se vuelve a impregnar la placa de agar
con la solucién A. y se deposita el material en el agar
Mueller Hinton y se incuba a 36°C por 24 h, si existe halo
de inhibicién quiere decir que el material sigue siendo
efectivo.
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Resultados y discusion
Caracterizaciones de ZnAl- NO3

En la Figura 1 se muestra el difractograma de ZnAl
intercalado con iones NOsz. Por comparacién con el
patrén de difraccion tipico de la hidrotalcita se observa
que no existen fases ajenas al material; es decir, que se
obtuvo HDL puro. Resultado de la misma comparacién se
puede observar claramente las reflexiones de los planos
(003), (006) y (009) muy caracteristicos de este tipo de
materiales.

| | | |
T T T T
9.85°

(003) ZnAINO,

3000

2500

2000 19.83°

(006)

1500

Intensidad (u.a)

1000 4 34.25°
(009)

500

10 20 30 40 50
Pos °(20)

Figura 1. Difractograma de rayos-X del ZnAl-NOs.

Con el fin de obtener las distancias interplanares doos, asi
como los parametros de red c, calculados al multiplicar 3
por doos, cuyos valores se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Distancia interplanar y parametro de red c de
ZnAINOs.

20 doos Parametro
HDL ., . deredc

A A i
ZnAINO3 9.86 8.96 26.89

Las distancias interplanares obedecen a la tendencia
esperada segun el tamafio de cada anion presente en la
region interlaminar como se describid previamente.

Por otra parte, el espectro de infrarrojo mostrado en la
Figura 2, muestra vibraciones en 3444.4 cm! por parte
de los estiramientos de O-H, tanto por los 6 grupos OH
como por las moléculas de H20 dentro de la region
interlaminar, esto se confirma por el estiramiento de los
hidrégenos con el oxigeno (H-O-H) en las regiones de
3600 a 3100 cm! y la flexiéon en 1650-1615 cm, que
también confirmaria la presencia de puentes de
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hidrégeno. Asi mismo el grupo NOs muestra una banda
intensa y muy caracteristica entre 1390 - 1340 cm'L.

70 ZnAINO,

60

1614
50

40 -

Transmitancia (%)

30

20
34444

10 1384

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm™)

Figura 2. Andlisis FT-IR de ZnAINO3

Caracterizaciones
estreptomicina

de materiales hibridos con

El material hibrido ZANOs3-EST fue preparado como se
mencion6 en la metodologia y posteriormente
caracterizado mediante DRX y FT-IR. El difractograma de
ZANOs3-EST muestra 3 picos de difraccion situados como
se observa en la Figura 3. El andlisis muestra que la EST
estd intercalada en la posiciéon 6.37° (003) y en sus
respectivos armonicos 12.74° (006) y 19.41° (009), asi
mismo el grupo nitrato se encuentra en la posicién 9.98 °
que, de acuerdo a Adam, esté posee un angulo de 9
aproximadamente (Adam N. et al., 2019).

—— ZAN-E

ZnAINO,

9.92°
(003)

Intensidad (u.a)

5 10 15 20 25 30 35 40
Pos °(26)

Figura 3. Analisis de DRX de ZAN-E comparativo con ZnAl-NO3
sin intercalar.
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Una vez identificadas las reflexiones caracteristicas, se
usé la ecuacidn de Scherrer (Ecuacion 1).

_ K
- BcosO

Ecuacién 1

Obteniendo para ZANO3-EST un tamafo de cristal
promedio de 72.7 nm. Usando los mismos datos del DRX
es posible sacar el pardmetro d, usando la ecuacion de
Bragg.

nA = 2dsen®  Ecuacion 2

Resultando para ZANOs-EST el valor de d = 8.74 A, que
representa la distancia interplanar, asi mismo se puede
calcular los parametros de red a y c, los cuales son
calculados con las reflexiones (110) y (003), donde a =
2d110 y ¢ = 3doos, obteniendo asi 3.36 A y 26.24 A para el
plano 003.

Lamina tipo
brucita = 484

d=874A

Figura 4. Estructura del ZnAl-NO3-EST

Para obtener la altura de galeria de la estreptomicina, se
resta el tamarfio de la lamina de 4.8 A (Martiez, D.R et al,,
2012) menos la distancia interplanar 8.74 A, resultando
en 3,94 A como se observa en la Figura 4.

Caracterizacion FTIR-ATR

Para poder corroborar que se encuentra la EST dentro
del material, el sélido fue sometido a analisis de FTIR-
ATR donde muestra que efectivamente se encuentra EST
en ZANOs-EST como se observa en la Figura 5, donde
debajo de 1000 cm! se encuentra la region de interacciéon
de los grupos NH y N con mayor intensidad por los
grupos NOs del material y por 7 grupos NHx de la
estreptomicina. Al situarse en la region entre 730y 710
cm! se pueden observar sefiales que corresponden a n
24 cadenas de (CH2)-n, los espectros de sdélidos con
cadenas largas y grupos polares terminales de las aminas
entre 13502 1180 cm.
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De acuerdo con Llanos Rodriguez, en 1351 cm-1 existe
una banda que se atribuye al NO3 que el HDL guarda en
su espacio interlaminar (Llanos Rodriguez et al., 2018).
Lo que explica la intensidad de la banda en esa zona al
estar tanto los NO3 como los grupos N-H de la EST.

Por otra parte, en 1635 cm-! se puede observar una sefial
intensa de estiramiento, caracteristica del grupo nitrato.
Ademas, enlaregion de 3200-3650 cm 1 hay presencia de
aminas (NHz) que son muy caracteristicas de la
estreptomicina, as{ mismo, en la regién 1690-1640 cm-!
existe estiramiento de C=N, las aminas primarias y
secundarias en laregién 900-650 cm! debido a la torsiéon
y que confirman que el material hibrido posee la
estreptomicina.

En la region de 3400-3200 cm? (debido a su forma
ancha) existen puentes de hidrégeno del tipo polimérico,
asi mismo podria confirmarse la presencia de agua
intercalada en la regién interlaminar con el estiramiento
de los hidrégenos con el oxigeno H-O-H en las regiones
de 3600 a 3100 cm ! y la flexién en 1650-1615 cmL.

ZnAINO,-EM
——EST

1358
3333.1 1657
1632

1072

Transmitancia (u.a)

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm™)

Figura 5. Analisis de FTIR de ZAN-EST.

Asi mismo en 3340 cm! esta banda corresponde al
estiramiento del grupo N-H caracteristico de la
estreptomicina, en 1634 cm! se encuentran enlaces C=N.
Por otra parte, en 1740 a 1645 cm'! se puede observar
una sefial intensa de estiramiento, caracteristica del
grupo nitrato.

Pruebas bioldgicas de los materiales hibridos
Pruebas microbioldgicas usando ZANO3-EST

Finalmente se procedi6 a probar los materiales hibridos
en contra de S. sonnei como se observa en la Figura 6,
corresponde al HDL sin EM que fue usado como blanco
para corroborar la accién bacteriana sobre dicho
material.
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Figura 6. Material ZANOs sin EST (foto tomada a simple vista).

Entonces, se observa que no hay presencia de halos de
inhibicion sobre las laminas. Por lo que se procede a usar
el material hibrido para verificar su inhibicién. Usando el
material ZAN-EST se observa en la Figura 7, que
evidentemente hay inhibicién de la bacteria en la zona
cercana al material, ZAN-EST, ademdas se muestra en
color amarillo, esto es debido a que adquirid el color al
ser mezclado con el AMC. Por otra parte, S. sonnei,
cambia de color las placas de AMC porque no fermenta
lactosa y por la reduccién de pH. La difusion en agar es
un buen método para probar los materiales hibridos.
Debido a la alta hidrofobicidad de los materiales, estos no
pueden ser probados ni impregnados en sensidiscos
(para su difusién en agar).

Figura 7. ZAN-EST (foto tomada a 20x).
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Por otra parte, observando los resultados mostrados en
la Tabla 2, que son parte de la cinética de ZAN-E usando
0.05 g de material es muy notorio como en el minuto 0
empieza a existir inhibicién de crecimiento, asi como
algunas colonias que empiezan a cambiar su morfologia,
esto es por la interaccion de la estreptomicina sobre la
subunidades 30s, 16s ribosomal al inhibir la biosintesis
de proteinas al alentar el movimiento de los ribosomas e
interaccionar con mRNA (Luzzatto L et al. 1969), en el
min 120 se observa que solamente sobrevivieron 2
colonias amorfas de S. sonnei, para el minuto 180,
(después de 3 h), no se observaron mas colonias de S.
sonnei. Los polisacaridos microbianos son productos
metabdlicos producidos a partir de polisacaridos
capsulares (CPS) y de EPS (Brune A et al., 2013; Alvarado
Martinez V et al.,, 2015) como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Parte de la cinética de ZAN-EST contra S. sonnei en el
min 30

Pese a que los EPS y CPS son parte de la estructura
celular, también forman parte de la colonia de la bacteria
puesto a que crea una capa protectora de peligros
potenciales, €j. bacteriéfagos o antibioticos. De hecho, es
culpa de los CPS y EPS de que la bacteria pueda
mantenerse aferrada a los materiales, ya que por
cuestion de cargas la barrera permite el paso de atomos
o moléculas positivas y repele a las negativas (Cescutti P,
2010). Ademas, forman parte del sistema inmune de las
bacterias, es decir, son las responsables de detectar y
producir enzimas degradadoras del antibi6tico como se
observa en la Figura 9. Asi mismo los materiales poseen
la ventaja de ser camufladores. Al poseer cargas positivas
en su mayoria, se depositan entre la membrana externa y
los EPS a nivel colonia o lipopolisacaridos (LPS) a nivel
celular (Romero Hurtado S. y Iregui C, A., 2010). Los LPS
son los causantes de enfermedades en el humano a causa
de bacterias Gram negativas, ya que, al soltarse de la
membrana, se unen con receptores TLR4 que generan
respuestas inflamatorias en el organismo o huésped
infectado (Romero Hurtado S. e Iregui C, A., 2010; Cohen
], 2002; Watson et al.,, 2019).
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Endstaxina
Lpepeliackndo

2] e

:| e

Ligido A

Figura 9. Parte de la membrana celular de la bacteria.

Cabe recalcar que no existen actualmente estudios de
materiales hibridos interaccionando con la bacteria y
siendo observados en microscopio en la literatura.

Tabla 2. Parte de la cinética realizada en contra del material
hibrido ZAN-EST contra S. sonnei.

Blanco -
ZAN-EST 0 min ZA_N EST 120
(sin HDL ni EST) min

Figura 10. Usando 0.005 g de ZAN-EST, después de 3 h no se
observa crecimiento.
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Enla Figura 10, se observa que después de 3 h de haberse
inoculado el tubo conteniendo al material, ya no existe
crecimiento de la bacteria usando 0.005 g de ZAN-EST.

Figura 11. Colonia de S. sonnei fotografiada a partir de AMC en
el min 0 contra ZAN-EST a 20x.

Observando en el microscopio invertido a 20x como se
observa en la Figura 11, del min 0, se empieza denotar
deformidad ocasionada por la ruptura de la capsula y
liberando exopolisacaridos (EPS), de acuerdo con Brune
y Alvarado.

Cinética de inhibicién de S. sonnei usando el material
hibrido ZnAINO;z con EST.

La curva de inhibicién de la bacteria usando ZAN-E
muestra una tendencia a la baja entre el min 15 y el min
30. Como se observa en la Figura 12. A continuacién un
ndmero menor de colonias empiezan a estar presentes a
partir del min 60 y que conlleva a la eliminacion total en
el min 180 (después de 3 h), asi mismo se encontr6 que

La concentracion minima inhibitoria de ZAN-E fue de 500
png/mL (0.05 g).

—=—7nAINO.
5 —e— Control

3-0.005g

Log10 (CFU/mL)

T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (min)

Figura 12. Curva de inhibicién de Shigella sonnei usando
ZANO3-EST.
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Asi como se vio anteriormente sobre el efecto de los LPS
y EPS, se analizd una secciéon del agar y se encontr6 que
esta teoria es cierta, como se ve a continuacién en la
Figura 13, observado a 45x, donde las células estan
efectivamente adheridas al material, asi mismo en la
Figura 14 se muestran fragmentos de material y
bacterias vista a 100x usando la tincién de Gram. En la
Figura 15 donde la colonia se encuentra con menor carga
celular al entrar en contacto con una particula de
material observada a 10X, mientras aquellas que estan
un poco mas alejadas del material, en el momento de
tomar la foto, estan perdiendo la cipsula extracelular y
empiezan a soltar miles de células en el agar y en la
Figura 16, se observa el EPS inundando el agar a 20x.

- -

Figura 15. Shigella sonnei consumiendo el material hibrido
intercalado con EST.

Figura 13. Shigella sonnei consumiendo el material sin MBA sin Figura 16. Derrame de EPS de S. sonnei sobre AMC de ZANO3-
tincién de Gram. EST a 20x.

Cinética de inhibicion de S. sonnei wusando
estreptomicina pura.

La estreptomicina se usé en las mismas cantidades que el
material hibrido, por lo que usando 0.05 g (500 ng)
revelo que no existe crecimiento desde el min 0, como se
observa en la Figura 17. Sin embargo, como es
completamente soluble en el liquido, estd no se puede
recuperar a diferencia de los materiales sé6lidos, donde
después de drenar el liquido y ser secados a 45°C por 24
h, fueron puestos nuevamente sobre AMC impregnado
con la solucién A y puestos en la incubadora a 37°C por
48 h como se observa en la Figura 18.

Figura 14. Tincién Gram de S. sonnei con el material sin EST.
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Figura 17. Cinética de inhibicién usando 0.005 g de
estreptomicina pura contra S. sonnei.

Figura 18. Comprobacién de efectividad tras recuperacién del
material en agar Mueller Hinton.

Conclusiones

El material hibrido de ZnAINOs-Estreptomicina (ZANOs-
EST) muestra analisis de DRX y FTIR contundentes que
demuestran haber intercalado la molécula dentro de la
regién interlaminar por el método de intercambio idnico.

El material hibrido ZnAINO3-EST inhibe el crecimiento
de la bacteria a partir de 120 min de exposicién usando
0.05 g, que representa su concentracion minima
inhibitoria

Dichos materiales se pueden recuperar y aun logran
tener efecto bactericida, lo que conllevaria a que son
materiales liberadores de farmaco controlado vy
paulatino.

La concentracién minima inhibitoria de ZANOs-E (500
ng/mL) en contra de S. sonnei, mientras que la CMI para
la estreptomicina pura fue menor a 300 pg/mL, sin
embargo, estd no se puede recuperar y tiende a
degradarse con facilidad.

El andlisis por microscopio arrojo resultados favorables
para saber como acttan las bacterias frente a este tipo de
materiales y comprobar de que los EPS tienen una gran
participacién en la interaccién material-bacteria.
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