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RESUMEN

Introduccion: La resistencia bacteriana a antibidticos es un problema mundial. En
Latinoamérica es frecuente encontrar enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido. La plata posee propiedades
antimicrobianas, pero faltan estudios sobre su uso como alternativa en infecciones
por dichas bacterias.

Objetivo: Determinar la actividad bactericida de una formulacién acuosa de plata
frente a cepas bacterianas intrahospitalarias de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae aisladas de un servicio de cirugia en Lambayeque durante 2023.
Métodos: Estudio descriptivo-experimental, de corte longitudinal. Se obtuvieron 15
cepas (14 Escherichia coli y 1 Klebsiella. pneumoniae productoras de enzimas
betalactamasas de espectro extendido+), de secreciones de heridas de pacientes
hospitalizados. Se sintetizd solucién de plata mediante electrdlisis a
concentraciones de 10 ppm a 0,625 ppm. Se determinaron: Concentracién Minima
Inhibitoria, Concentracién Bactericida Minima y curvas de mortalidad bacteriana (0-
24 horas). Se aplicé ANOVA y prueba de Tukey (p < 0,5).
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Resultados: La CMI y CBM de la solucion de plata fueron 2,5 ppm para ambas
bacterias. La curva de mortalidad inicié a las cuatro horas con 10 ppm (100 % de
muertes bacterianas). La solucién acuosa de plata evidencié un efecto bactericida
concentracion-tiempo dependiente sobre Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
betalactamasas de espectro extendido + (p < 0,05).

Conclusiones: La solucién de nanoparticulas de plata obtenida por electrdlisis
demostro una potente actividad bactericida a bajas dosis sobre Escherichia coli 'y
Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro extendido.

Palabras clave: solucion de plata; cepas bacterianas productoras de
betalactamasas de espectro extendido; betalactamasas.

ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance to antibiotics is a global problem. In Latin America,
extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae are frequently
encountered. Silver possesses antimicrobial properties, yet studies regarding its use
as an alternative treatment for infections caused by these bacteria are lacking.

Objective: To determine the bactericidal activity of an aqueous silver formulation
against hospital-acquired strains of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
isolated from a surgery department in Lambayeque during 2023.

Methods: A descriptive, experimental, longitudinal study was conducted. Fifteen
strains (14 Escherichia coli and 1 Klebsiella pneumoniae, all extended-spectrum
beta-lactamase-producing) were obtained from wound secretions of hospitalized
patients. A silver solution was synthesized via electrolysis at concentrations ranging
from 10 ppm to 0.625 ppm. The Minimum Inhibitory Concentration, Minimum
Bactericidal Concentration, and bacterial kill curves (0—-24 hours) were determined.
ANOVA and the Tukey test were applied (p < 0.05).

Results: The Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal
Concentration of the silver solution were 2.5 ppm for both bacteria. The kill curve
showed the onset of activity at four hours with 10 ppm (100% bacterial kill). The
aqueous silver solution demonstrated a concentration- and time-dependent
bactericidal effect against extended-spectrum beta-lactamase-producing
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae (p < 0.05).

Conclusions: The silver nanoparticle solution obtained via electrolysis
demonstrated potent bactericidal activity at low doses against extended-spectrum
beta-lactamase-producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae.
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Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos constituye una amenaza global de extrema
gravedad. Las infecciones causadas por bacterias resistentes provocaron casi
cinco millones de fallecimientos, equivalentes a 13,00 muertes diarias.('). Un
estudio exhaustivo realizado por el Instituto de Métricas y Evaluacion de la Salud
de la Universidad de Washington, que abarcé 204 paises, revelé que mas de la
mitad de estas muertes fueron atribuibles a cinco patégenos principales:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado la resistencia
microbiana entre las diez amenazas mas criticas para la humanidad.® Se proyecta
que para 2050, podria ocasionar hasta 10 millones de muertes anuales.® Esta cifra
alarmante se increment6 aun mas, debido al impacto de la pandemia de COVID-
19. Un aspecto particularmente preocupante es la proliferacion hospitalaria y
comunitaria de bacterias productoras de enzimas betalactamasas de espectro
extendido (BLEE). Estos microorganismos, pertenecientes principalmente a la
familia Enterobacteriaceae,® del orden Enterobacterales(® son responsables de
una amplia variedad de infecciones graves, entre ellas bacteriemias, neumonias,
flebitis e infecciones de la piel y tejidos blandos, asi como de las vias urinarias y
respiratorias altas.

Las infecciones causadas por enterobacteriales productores de BLEE, como
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Proteus, representan un desafio
terapéutico significativo. Estas cepas no solo limitan la eficacia de las
cefalosporinas de amplio espectro, sino que también desarrollan resistencia
cruzada a otros antibioticos. Las consecuencias son devastadoras: mayor
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morbilidad, mortalidad elevada y un aumento sustancial en los costos de atencién
médica.

La prevalencia de estas infecciones presenta importantes variaciones geograficas.
Latinoamérica registra la mayor frecuencia (35 %), seguida por Europa (20 %) y
Norteamérica (10 %). Dentro de Latinoamérica, varios paises presentan
prevalencias superiores al promedio regional.®”8) En Perd, la situacion es
particularmente alarmante: el 41,2 % de las bacteriemias por enterobacterias
resultaron mortales, con un 54,3 % de cepas productoras de BLEE.®) En la region
de Lambayeque, la prevalencia oscila entre 20,83 % y 42,30 %.(10)

Estudios locales han revelado datos preocupantes. En un hospital se identificaron
E. coliy K. pneumoniae BLEE positivas en el 39 %y 6,5 % de las infecciones urinarias
intrahospitalarias, respectivamente. Ademas, el 31,03 % de las E. coli comunitarias
causantes de estas infecciones fueron BLEE positivas.(1%') En otro hospital local,
se observo un incremento alarmante de infecciones por enterobacterias BLEE en
heridas: de cinco cepas BLEE+ en 2007 a 167 en 2017.("Y) La situacion actual refleja
una resistencia generalizada a multiples antibidticos, entre ellos las
cefalosporinas, las quinolonas, los aminoglucésidos y el trimetoprim-
sulfametoxazol. En 2018, se detectaron 219 casos de E. coli BLEE+ y 13 de K.
pneumoniae BLEE+ en urocultivos,'? lo que evidencia la necesidad de fortalecer
las estrategias para enfrentar este problema de salud publica.

Historicamente, la plata ha demostrado poseer un amplio espectro bactericida,
antifungico y viricida.('3'% Su aplicacion topica en heridas mediante cremas,
unglentos y apositos es frecuente, debido a sus potentes efectos inhibitorios y
bactericidas.('9 Las infecciones quirlrgicas presentan una compleja interaccién
de factores de riesgo (extrinsecos, como la hospitalizacién y el uso de antibiéticos;
e intrinsecos, entre ellos, las comorbilidades, la obesidad y la edad avanzada.(1617)
Estas infecciones no solo ponen en riesgo vidas, sino que también se asocian con
una mayor mortalidad y resistencia bacteriana en comparacion con las infecciones
no quirdrgicas.('8)

Las betalactamasas, enzimas cromosdomicas o plasmidicas presentes
principalmente en bacterias gramnegativas, en especial en Enterobacterales, se
conocen en mas de 300 tipos. Entre ellas, las BLEE, la AmpC y las carbapenemasas
tienen el mayor impacto clinico-epidemioldgico.(' Las BLEE hidrolizan el anillo -
lactamico de las penicilinas, lo que las inactiva y genera resistencia a penicilinas,
a cefalosporinas de amplio espectro y a monobactamicos. Sin embargo, estas
enzimas son susceptibles a la inhibicion por acido clavulanico, tazobactam y
sulbactam.(20)
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La naturaleza plasmidica de las BLEE facilita la rapida propagacion de resistencia
entre diferentes especies bacterianas. Estas enzimas se asocian frecuentemente
a integrones y transposones, que portan genes adicionales de resistencia a
tetraciclinas, aminoglucésidos y trimetoprim-sulfametoxazol, lo que resulta en la
formacion de superbacterias altamente resistentes.(1®)

Diversos factores incrementan el riesgo de colonizacion por bacterias productoras
de BLEE, entre los que se incluyen la edad avanzada, la gravedad del cuadro clinico
del paciente, el uso de catéteres, la ventilacion mecanica, la presencia de ulceras,
el uso de inmunosupresores, las hospitalizaciones prolongadas, las
comorbilidades como la diabetes o la insuficiencia renal, y las deficiencias en las
medidas de bioseguridad hospitalaria.29) En este contexto de creciente resistencia
antimicrobianay de la necesidad de alternativas terapéuticas efectivas, se propuso
como objetivo determinar la actividad bactericida de una formulacion acuosa de
plata frente a cepas bacterianas intrahospitalarias de E. coli y K. pneumoniae
aisladas de un servicio de cirugia en Lambayeque durante el afio 2023.

Métodos

Obtencioén y tratamiento de la muestra

El presente trabajo es un estudio descriptivo-experimental de corte longitudinal,
enfocado en evaluar la eficacia bactericida de soluciones de plata contra cepas
resistentes. La muestra estuvo constituida por 75 unidades, correspondientes a
la evaluacién de 15 cepas bacterianas (14 de E. coli BLEE y 1 de K. pneumoniae
BLEE) y cinco concentraciones de solucion de plata (10; 5; 2,5; 1,25y 0,625 ppm).
Con tres repeticiones, se alcanzo un total de 225 unidades experimentales, lo que
dio lugar a una base sélida para el analisis. Para la determinacion de la curva de
muerte bacteriana, la muestra se expandié a 450 cepas, que abarcé las mismas 15
cepas bacterianas y cinco concentraciones de solucion de plata, pero se
incorporaron seis tiempos de exposicién (0, 2, 4, 6, 8 y 24 horas). Esta expansion,
con tres repeticiones, resulté en 1350 unidades experimentales, con un analisis
exhaustivo de la cinética bactericida.

Los criterios de seleccion fueron adecuadamente definidos. Se incluyeron
pacientes hospitalizados en los servicios de cirugia con una estancia minima de 48
horas, lo que garantizé la relevancia clinica de las muestras. Se excluyeron
pacientes de los servicios de emergencia y consultorios externos para mantener la
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homogeneidad de la poblacién estudiada. Esto durante el periodo de atencién del
afno 2023.

El procedimiento de obtencién y tratamiento de las muestras siguié un protocolo
pertinente. Las cepas de E. coli BLEE y K. pneumoniae BLEE se aislaron de
secreciones de heridas superficiales de pacientes hospitalizados en el servicio de
cirugia, adhiriéndose estrictamente al protocolo microbiolégico del hospital. El
proceso de cultivo se realizd en etapas secuenciales, con una primera fase de
siembra en agar tripticasa de soya y una incubacion de 24 horas. Posteriormente,
se seleccionaron colonias aisladas que se suspendieron en caldo tripticasa de soya,
seguidas por una incubacién precisa a 35 °C durante seis horas.

Para la preparacion del in6culo se requirié ajustar cuidadosamente la turbidez con
solucién salina fisiolégica para coincidir con la escala 0,5 de McFarland, lo que
equivale a una densidad poblacional de 1,5 x 108 UFC/ml, conforme a la Norma
Técnica N° 30 INS 2002. Este paso fue fundamental para asegurar la consistencia
en la concentracion bacteriana inicial. Finalmente, se realizaron diluciones seriadas
hasta alcanzar una concentracion de 1,5 x 10* UFC/ml, y se proporciond asi un
rango adecuado para el estudio de la actividad bactericida.

Obtencion de la solucion acuosa de plata

Se empled un método de electrélisis refinado para obtener la solucién de plata. En
un vaso de precipitacion estéril, se vertieron 200 ml de agua destilada de grado
inyectable. Dos varillas de plata pura, de calibre 0,2 x 17 cm, se sumergieron y
conectaron a las pinzas de un transformador de 20 voltios, con el establecimiento
de un polo positivo y otro negativo. La electrdlisis se llevd a cabo con tiempos
precisos para obtener concentraciones especificas: 180 minutos para 10 ppm, 90
minutos para 5 ppm, 45 minutos para 2,5 ppm, 15 minutos para 1,25 ppmy 7
minutos para 0,625 ppm. La cuantificacién exacta de nanoparticulas se verificd
mediante un sofisticado lector de particulas.

Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)

A partir de una adaptacioén de la Norma Técnica N° 30 INS 2002, se establecié un
protocolo meticuloso. Se prepararon siete tubos esterilizados (13 x 100 mm)
etiquetados como Control (+), Control (-), y las concentraciones de 10; 5; 2,5; 1,25 y
0,625 ppm. Se distribuyeron 0,5 ml de solucién acuosa de plata en los tubos
correspondientes, entre ellos el Control (-) utilizado como control de esterilidad. El
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tubo Control (+) se dejo sin solucién de plata. Posteriormente, se inocularon todos
los tubos con 0,5 ml de la cepa bacteriana preparada. La incubacion se realiz6 a 35
°C durante 24 horas. La CIM se determiné visualmente, lo que permitioé identificar la
menor concentracion que inhibié completamente el crecimiento microbiano en
comparacién con el control positivo. Cada prueba se realizé por triplicado para
garantizar la reproducibilidad.

Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)

Sobre la base de los protocolos de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC, 2000), se realizé un subcultivo de los
tubos sin crecimiento visible durante la determinacién de la CIM. Con un asa
calibrada, se sembraron muestras en placas de agar tripticasa de soya, que se
incubaron a 35 °C por 24 horas. La CBM se defini6 como la menor concentracion de
solucidén acuosa de plata capaz de eliminar el 99,9 % del indculo original.

Determinacion de la curva de muerte bacteriana

Se evalué la viabilidad celular a intervalos precisos (0, 2, 4, 6, 8 y 24 horas) tras la
exposicion e incubacién de las bacterias con diversas concentraciones de solucién
acuosa de plata (10; 5; 2,5; 1,25y 0,625 ppm). De cada tubo, en cada punto temporal
y de concentracidn, se extrajo una alicuota de 0,1 ml que se sembro uniformemente
en placas de TSA. Estas se incubaron a 35 °C durante 24 horas, lo que permitié una
evaluacion detallada de la cinética bactericida. Después se procedié a realizar el
recuento de bacterias viables mediante la siguiente férmula:

N° colonias x dilucion
UFC/mL =

volumen de la muestra

Las pruebas se realizaron por triplicado para cada tubo de dilucion y cepa
bacteriana.

Procesamiento y analisis estadistico de datos
El analisis de datos se llevo a cabo mediante una metodologia estadistica robusta
y multifacética. Los datos recopilados se procesaron y sintetizaron en tablas y
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graficos informativos, mediante modelos avanzados de distribucion de
frecuencias. Los resultados de la CIM y la CBM se expresaron con alta precision, y
se presento el valor de la media * el error estandar de la media. Estos calculos se
realizaron a través del sofisticado programa estadistico SPSS v23.0, con un analisis
de datos de vanguardia.

Para evaluar la significancia estadistica de las diferencias en la accion bactericida
de la solucién acuosa de plata frente a E. coli BLEE positiva y K. pneumoniae BLEE
positiva, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) seguido de pruebas post hoc de
Tukey. La combinacién de técnicas estadisticas permitié identificar diferencias
significativas entre los grupos y determinar especificamente donde residian estas
diferencias. Mostr6 una comprension profunda y matizada de la eficacia
bactericida de la solucién de plata contra estas cepas resistentes.

Aspecto ético

La ejecucion de los analisis se fundamenté en un riguroso diagndstico clinico y se
realizé bajo estricta orden médica. Esta investigacion, con fines exclusivamente
cientificos, se adhirié meticulosamente a las directrices establecidas por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS). Ademads, se
cumplié escrupulosamente con las normas de Buenas Practicas y la Ley General de
Salud N° 26842 (MINSA) en lo referente a investigaciones que involucran muestras
humanas. Este enfoque ético garantizé la proteccion de los derechos y el bienestar
de los participantes, asi como la integridad y validez de la investigacion.

Resultados

La tabla 1 presenta los hallazgos cruciales sobre la CIM de una solucion acuosa de
plata, evaluada frente a cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE,
aisladas del Servicio de Cirugia de un hospital. Se examiné un espectro de cinco
concentraciones de la solucién de plata: 0,625 ppm, 1,25 ppm, 2,5 ppm, 5 ppmy 10
ppm. Los resultados revelan un patrén consistente para ambas especies
bacterianas BLEE positivas. Se observé persistencia del crecimiento bacteriano a
las concentraciones mas bajas de 0,625 ppm y 1,25 ppm. Sin embargo, a partir de
2,5 ppm, se evidencioé una inhibicion completa del crecimiento, efecto que se
mantuvo en las concentraciones superiores a 5 ppmy 10 ppm. Consecuentemente,
se determindé que la CIM de la solucion de plata necesaria para suprimir el
crecimiento de ambas cepas productoras de BLEE fue de 2,5 ppm. Es notable que
concentraciones superiores a este umbral mantuvieron su eficacia inhibitoria. Estos
hallazgos subrayan el potencial bactericida significativo de la solucidon acuosa de
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plata contra estas bacterias multirresistentes, incluso a concentraciones
relativamente bajas. Este descubrimiento sugiere importantes implicaciones para el
desarrollo de estrategias antimicrobianas efectivas contra patégenos resistentes a
los antibidticos convencionales.

Tabla 1 - Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de una solucién acuosa de plata sobre E.
coli BLEE y K. pneumoniae BLEE aisladas en el Servicio de Cirugia

Concentraciones de solucién acuosa de plata

Especie

bacteriana 0,625 ppm 1,25 ppm 2,5 ppm 5 ppm 10 ppm
E. coli BLEE Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo
K. pneumoniae BLEE Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo

Nota: Instrumento de recoleccion de datos, Positivo: Crecimiento visible, Negativo: Sin crecimiento visible.

La tabla 2 presenta los resultados cruciales de la CBM de la solucion acuosa de
plata sobre cepas de E. coliy K. pneumoniae productoras de BLEE. Esta tabla detalla
meticulosamente la supervivencia y mortalidad bacteriana tras la exposicién a un
espectro de concentraciones de plata (10 ppm, 5 ppm, 2,5 ppm, 1,25 ppm y 0,625
ppm), a partir de un inéculo bacteriano inicial estandarizado. Los hallazgos revelan
un patron de eficacia bactericida notable. A las concentraciones mas altas de 10
ppm y 5 ppm, se observé una erradicacién completa de ambas especies
bacterianas, sin supervivientes detectables. Este resultado demuestra un efecto
bactericida absoluto a estas concentraciones. En las concentraciones inferiores a
2,5 ppm, 1,25 ppm y 0,625 ppm, aunque se detectdé un minimo porcentaje de
bacterias supervivientes, la eficacia bactericida se mantuvo extraordinariamente
alta, con tasas de mortalidad bacteriana que oscilan entre 99,82y 99,90 %.
Consecuentemente, se determiné que la CBM de la solucién acuosa de plata, capaz
de eliminar el 99,9 % de ambas cepas productoras de BLEE, era de 2,5 ppm. Es
destacable que concentraciones superiores a este umbral lograron una eliminacién
bacteriana completa.

Tabla 2 - Concentracion Bactericida Minima (CBM) de una solucién acuosa de plata sobre
E. coli BLEE y K. pneumoniae BLEE aisladas en el Servicio de Cirugia

. 10 ppm 5 ppm 2,5 ppm 1,25 ppm 0,625 ppm
Especie
bacteriana Sobrevi- | Sobrevi- | Sobrevivientes Muertas Sobrevivientes Muertas Sobrevivientes Muertas
vientes vientes (0,0974 %) (99,9026 %) (0,1503 %) (99,8497 %) (0,1781 %) (99,8212 %)
IE:;'L(I:E(I)EII 0 0 1,461X10° 1,4985X10° 2,254x10° 1,497746X10° 2,671x10° 1,497329X10°
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. 10 ppm 5 ppm 2,5 ppm 1,25 ppm 0,625 ppm
Especie
bacteriana Sobrevi- | Sobrevi- | Sobrevivientes Muertas Sobrevivientes Muertas Sobrevivientes Muertas
vientes | vientes (0,0978 %) (99,9026 %) (0,1353 %) (99,864%) (0,1698 %) (99,8302 %)
K.
pneumoniae 0 0 1,467x10° 1,498533X10° 2,203x10° 1,49797X10° 2,547x10° 1,497453X10°
BLEE

Nota: Instrumento de recoleccién de datos.

La tabla 3 ofrece un analisis exhaustivo de la supervivencia de E. coli productora de
BLEE frente a una solucién acuosa de plata. Este estudio cinético, que abarca
concentraciones de plata desde 0,625 ppm hasta 10 ppm y tiempos de exposicién
de 0 a 24 horas, revela patrones fascinantes de interaccion antimicrobiana. En el
grupo control, desprovisto de plata, las bacterias exhiben el crecimiento exponencial
caracteristico durante las primeras ocho horas, seguido por una fase de
estabilizacidn. Este patron contrasta marcadamente con los grupos expuestos a la
solucién de plata, donde se observa una disminucion progresiva en la viabilidad
bacteriana, correlacionada directamente con el aumento en la concentracion de
plata y el tiempo de exposicién. La potencia bactericida de la solucidn se manifiesta
de manera mas pronunciada en las concentraciones mas altas. A 10 ppm, se logra
una inhibicion completa del crecimiento bacteriano en tan solo cuatro horas,
mientras que, a 5 ppm, este efecto se alcanza a las ocho horas. La concentracion
de 2,5 ppm presentd su mayor eficacia a las 24 horas, evidenciada por una
reduccion significativa de las UFC/ml. Incluso las concentraciones mas bajas de
1,25 ppm y 0,625 ppm demuestran una considerable actividad bactericida, aunque
con una cinética mas lenta.

Estos resultados subrayan de manera contundente la eficacia bactericida de la
solucién acuosa de plata contra E. coli BLEE, y se evidencia una relacién directa
entre la concentracion de plata, el tiempo de exposicion y la mortalidad bacteriana.
La capacidad de eliminar completamente esta bacteria multirresistente,
especialmente a concentraciones de 10 ppm y 5 ppm, destaca el potencial
significativo de esta solucién como una herramienta antimicrobiana innovadora.
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Tabla 3 - Impacto de la concentracion de solucién acuosa de plata y tiempo de exposicion

Control +
E o
o -
L. [=2]
=} o
[ =
1,46
104 41643
8,46
< 105 5,9245
1,72
6 6,237
x 106
8,48
<105 5,9284
5,52
<105 | 57428
2,84
105 5,4545

en la sobrevivencia de E. coli BLEE aislada en el Servicio de Cirugia

10 ppm

E o
o -
L (=2
=] K]

=
7)’(4 3,869
108 2
47 3,672

X 1
108

0 0

0 0

0 0

0 0

Concentraciones de solucién acuosa de plata

n UFC/ml

1,06
x 104

0,9
x 104

0,66
x 104

0,35x
104

Nota: Instrumento de recoleccién de datos.

5 ppm

log 10

4,0253

3,9542

3,8195

3,544

2,5 ppm
E o
o -
L (=2}
=] o
=
1,25
« 104 4,0969
4,266
x 105 563
6,969
105 5,8432
3,768
105 5,5761
2,34 x
105 5,3707
1,461
105 5,1647

1,25 ppm
E o
o -
LL (=]
o o
o
1,36
« 104 41335
7,18
105 5,8566
1,251
106 6,0974
6,88 x
105 5,5891
3,91 x
105 5,5922
2,25 x
105 5,3529

n UFC/ml

1,44
x 104

8,21
x 105

1,696
x 100

8,228 x
105

5,23 x
105

2,671 x
10°

0,625 ppm

log 10

4,1584

59143

6,2297

59153

57185

54267

La tabla 4 presenta un analisis detallado de la supervivencia de K. pneumoniae
productora de BLEE frente a una solucidn acuosa de plata. Este estudio cinético,
que abarca un espectro de concentraciones de plata desde 0,625 ppm hasta 10 ppm
y tiempos de exposicidn de 0 a 24 horas, revela patrones significativos de actividad

antimicrobiana.
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En el grupo control, desprovisto de plata, K. pneumoniae BLEE exhibe el
caracteristico crecimiento exponencial durante las primeras ocho horas, seguido
por una fase de estabilizacion. Este patréon contrasta notablemente con los grupos
expuestos a la solucion de plata, donde se observa una disminucidén progresiva en
la viabilidad bacteriana, correlacionada directamente con el aumento en la
concentracion de plata y el tiempo de exposicion.

La eficacia bactericida de la solucion se manifiesta de manera mas pronunciada en
las concentraciones mas altas. A 10 ppm, se logra una inhibicion completa del
crecimiento bacteriano en tan solo cuatro horas, mientras que a 5 ppm, este efecto
se alcanza a las ocho horas. La concentracion de 2,5 ppm también demuestra una
actividad bactericida significativa, lo que evidencia una reduccién notable en las
UFC/ml desde las primeras dos horas de exposicion. Estos resultados subrayan de
manera contundente la potente actividad bactericida de la solucién acuosa de plata
contra K. pneumoniae BLEE y muestran una clara relacion dependiente entre la
concentracion de plata, el tiempo de exposicion y la mortalidad bacteriana. La
capacidad de eliminar completamente esta bacteria multirresistente, especialmente
a concentraciones de 10 ppm y 5 ppm, destaca el potencial significativo de esta
solucién como una herramienta antimicrobiana innovadora.

Tabla 4 - Impacto de la concentracion de solucidén acuosa de plata y tiempo de exposicion
en la sobrevivencia de K. pneumoniae BLEE aislada en el Servicio de Cirugia

Concentraciones de solucién acuosa de plata

Control+ 10 ppm 5 ppm 2,5 ppm 1,25 ppm 0,625 ppm
E © £ ° £ o £ ° £ = £ °
o b O - O - O - 3 b 3 -
[re o re o e o e o e =) e o
=) S =) K<) =) o =) ° =) o =] K=}
= o = o = =
1,49 74 0,94 1,16 1,39 1,47
< 10 51732 103 3,8751 104 3,9731 10 4,0645 104 4143 104 41673
8,8 4,3 0,77 3,7 7,567 8,633
< 105 5,9444 « 103 3,6335 < 104 3,8865 <105 5,5682 <105 5,8789 105 5,9362
1,897 0,53 6,333 1,173 1,853
<106 6,2781 0 0 <104 3,7243 %105 5,8016 106 6,0693 106 6,2679
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8,81 03
05 | 59451 | 0 0 | o | 34771
)(7'115’5 58553 | 0 0 0 0
2,77

Shgs | 54436 0 0 0 0

2,29
x 10°

1,5
x 105

1,467
x 10°

5,3604

51761

51664

Nota: Instrumento de recoleccion de datos.

7,06
hos | 58489
)(3'17:5 5,5732
2,20

Shgs | 5343

8,63
x 105

6,56
x 105

2,54
x 105

5,9362

58174

5,406

La tabla 5 muestra el analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto bactericida
de la solucién acuosa de plata sobre E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE.
Se analizaron tres factores: tiempo de exposicion, tipo de cepa bacteriana y
concentracion de la solucién de plata. Como el valor p es < 0,05 para los tres
factores evaluados, se rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias, lo cual
indica que existen diferencias significativas para el factor tiempo, para la cepa
bacterianay parala concentracion de plata por separado. Ademas, las interacciones
dobles y triples entre los factores también muestran diferencias significativas (p <
0,05). Por lo tanto, el efecto bactericida de la solucién acuosa de plata depende del
tiempo de exposicion y de la concentracién usada y varia segun el tipo de bacteria
(E. coli o K. pneumoniae BLEE).

Tabla 5 - Andlisis de Varianza (ANOVA) del efecto de una solucién acuosa de plata sobre
las cepas de E. coli BLEE y K. pneumoniae BLEE

Fuente de variacion SC
Tiempo 1288551
Cepa 3741

Concentracion (CC) | 1423849

Tiempo*Cepa 12683
Tiempo*CC 843524
Cepa*CC 9656

GL
5
14
5
70
25
70

CM
257710
267
284770
181
33741
138

F

Decision

6800,87 | Rechaza Ho

7,05

Rechaza Ho

751496 | Rechaza Ho

4,78
890,41
3,64

Rechaza Ho
Rechaza Ho

Rechaza Ho

@) e |
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Tiempo*Cepa*CC 21872 350 62 1,65 Rechaza Ho
Error 40925 1080 38 - -

Leyenda: SC: Suma de Cuadrados, GL: Grados de libertad, CM: Cuadros medios, F: Frecuencia, p < 0,05: Diferencia
estadistica significativa.

Nota: Instrumento de recoleccién de datos.

Los resultados de la prueba post-hoc de Tukey revelaron diferencias significativas
en la supervivencia bacteriana tras la exposicion a una solucion de plata durante
diversos periodos (0, 2, 4, 6, 8y 24 horas). Se observé la mayor tasa de supervivencia
al inicio del experimento (0 horas), mientras que la mortalidad maxima se alcanzé a
las cuatro horas de exposicion. Es notable que no se detectaran diferencias
significativas entre las medias de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) a las dos
y seis horas, ni entre las ocho y 24 horas. Estos hallazgos demuestran que el efecto
bactericida de la solucién acuosa de plata esta directamente relacionado con el
tiempo de exposicion, al incrementarse la mortalidad bacteriana a medida que se
prolonga el contacto con la solucién. Adicionalmente, se evalud el impacto de
diferentes concentraciones de la solucién de plata (0 ppm, 0,625 ppm, 1,25 ppm, 2,5
ppm, 5 ppm y 10 ppm). Los resultados, indicados por letras distintas, evidencian
diferencias estadisticamente significativas entre todas las concentraciones (p <
0,05). Las concentraciones mds elevadas (10 ppm y 5 ppm) resultaron en una
eliminacién casi total de las bacterias, mientras que el control sin plata (0 ppm)
presento la mayor cantidad de UFC. Interesantemente, no se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones de 0,625 ppmy 1,25 ppm.

Discusion

Actualmente existen varios métodos para obtener nanoparticulas de plata, como
los fisicos, electroquimicos y bioldgicos. En esta investigacion se usé electrolisis,
mediante oxidacion-reduccion en electrodos de plata. Este método es sencillo 'y
no requiere equipos costosos; produce eficientemente iones de plata con
actividad antimicrobiana mediante la aplicacion de un voltaje eléctrico.*7)Se ha
reportado que los iones de plata desestabilizan estructuras bacterianas y mejoran
la velocidad de muerte microbiana.

Otros estudios usaron métodos organometalicos mas complejos para controlar
el tamafio y la forma de las nanoparticulas, con el objetivo de potenciar su efecto.
En este sentido, se acepta como regla general que a menor tamario (1-10 nm) hay
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mayor actividad antimicrobiana por mejor aprovechamiento de sus
propiedades.*8)

Si bien aqui no se caracterizaron la forma y el tamafio de las nanoparticulas, en el
proceso de electrélisis influyen factores como el voltaje y el tiempo de sintesis.
Con 20 voltios aplicados se pueden obtener particulas de 24 nm,” lo que permite
el paso de iones de plata a través de los poros de las membranas celulares.
También se demostré efecto inhibitorio y bactericida de la solucién acuosa de
plata sobre E. coliy K. pneumoniae BLEE+, similar a lo reportado en otras bacterias
grampositivas y gramnegativas.56) Los iones de plata dafian membranas
celulares y alteran funciones vitales como el transporte de nutrientes, la
respiracion, la sintesis de proteinas y el ATP. Reaccionan con proteinas y enzimas,
inactivandolas.

El efecto inhibitorio se evidencié por la ausencia de crecimiento microbiano a =
2,5 ppm de plata, la cual coincidié con la CBM al eliminar el 99,90 % del inéculo
inicial, con < 0,1 % de sobrevivientes. Los antibiéticos usualmente tienen CBM
mayor que su CIM; en contraste, el dafio de iones de plata mata eficientemente a
las bacterias, no solo las inhibe.(1.1416) E| efecto bactericida de la plata i6nica se
fundamenta en su interaccién con diversas dianas bacterianas, la que provoca
dafios estructurales y funcionales. Al perder un electrén, los iones se cargan
positivamente, y se adhieren a la pared celular bacteriana que posee carga
negativa. En bacterias grampositivas los acidos teicoicos con fosfatos confieren
esta carga, mientras que en gramnegativas proviene de fosfolipidos de su
membrana externa. Este proceso de biosorcion forma poros en la membrana y
permite la salida de contenidos celulares y el ingreso de los iones al
citoplasma.(123)

Internamente, los iones de plata inhiben enzimas deshidrogenasas de la cadena
respiratoria e interfieren en el transporte de electrones. También se genera estrés
oxidativo por inhibicion de enzimas antioxidantes como catalasa y superoxido
dismutasa, lo que incrementa las especies reactivas de oxigeno (R0S).(11.17.19)
Ademas, los iones inhiben la sintesis proteica al interactuar con ribosomas.
Finalmente, la muerte bacteriana ocurre por peroxidacion de lipidos y dano al
ADN. Los iones se intercalan entre bases nitrogenadas, rompen puentes de
hidrégeno e inhiben la replicacién. Esto afecta la informacion genética de forma
irreversible.(®1018) | as CIM halladas difieren de otros trabajos que obtuvieron
valores de 12,5 ppm o 29 ppm frente a E. coli y otras bacterias.('213) Esto puede
deberse al método de obtencion de nanoparticulas; al controlar su tamafio entre
1y 10 nm, se logra mayor efecto inhibitorio.*8) Otro factor es la concentracién
bacteriana inicial: a mayor inéculo se requiere mayor cantidad de plata para
neutralizar cargas negativas.(2?)
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Un estudio reportdé una CBM de 25,8 ppm de nanoparticulas de plata sintetizadas
con té verde sobre E. coli, probablemente por el mayor tiempo (24 horas) requerido
para su obtencion versus los siete minutos a tres horas de esta investigacion.
Senalan que a las dos horas de sintesis se obtienen particulas de 25 nm, mas
efectivas por mejor neutralizacion de cargas, mientras a las ocho horas los tamafios
aumentan.® Otro trabajo mostré una CBM de 0,6 ppm que usa un método coloidal
verde con pretratamiento, cuya dindmica dependeria mas de la proporcién
nanoparticula/bacteria versus la concentracion absoluta. Existe amplia
variabilidad en la literatura sobre la actividad bactericida de nanoparticulas de plata
por las diferencias en métodos de sintesis y evaluacién (difusién en disco, dilucién
en tubos o placa, recuento en placa). Ante la ausencia de una metodologia estandar,
no se puede concluir sobre la concentracion bactericida idonea.*'? Las diferencias
en CIM y CBM entre estudios también se atribuyen al estado fisioldgico bacteriano
(adaptacion, exponencial, estacionaria) y a la densidad celular expuesta a las
nanoparticulas.

La curva de mortalidad de E. coli y K. pneumoniae BLEE ante la solucion de plata fue
muy similar. Hubo inhibicién proporcional a la concentracion de plata desde el inicio.
A 10 ppm y 5 ppm se observé ausencia de viabilidad celular a las cuatro y ocho
horas, respectivamente. Mientras a 2,5 ppm persistio baja sobrevivencia hasta las
24 horas. En contraste, a 0,625 ppm los recuentos fueron similares al control
positivo.('") Estos resultados permitieron evaluar la efectividad bactericida, tiempo
y concentracién-dependiente, de la solucion acuosa de plata sobre E. coli y K.
pneumoniae BLEE+, en comparacién con el control de crecimiento.(")

A 10 ppmy 5 ppm se observo ausencia de viabilidad celular luego de cuatro y ocho
horas, respectivamente, en concordancia con un estudio sobre ocho cepas y la
solucion de plata que determiné una efectividad aproximada de 8,45 horas. También
se ha reportado una efectividad de seis horas al usar plata como desinfectante.?
En cambio, a 2,5 ppm, la solucién acuosa de plata requiri6 una exposicién de 24
horas para alcanzar un efecto bactericida, con la eliminacion de mas del 99,9 % del
inoculo inicial en comparacion con el control. Las concentraciones menores
tuvieron mayor persistencia de viabilidad bacteriana.(51".2 Por lo tanto, la solucién
de plata tiene un efecto letal dosis y tiempo-dependiente sobre estas bacterias
productoras de BLEE, independiente de su mecanismo de resistencia a los
antibidticos betalactamicos. A concentraciones de 10 ppmy 5 ppm, bastaron cuatro
y ocho horas, respectivamente, para eliminar completamente la viabilidad de E. coli
y K. pneumoniae BLEE positivas, mientras que a 2,5 ppm el efecto bactericida (> 99,9
% de mortalidad) se alcanz6 a las 24 horas de exposicién. Las concentraciones
menores permitieron mayor sobrevivencia microbiana.
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Se concluye que la solucién acuosa de plata demostré un potente efecto bactericida
sobre cepas de E. coliy K. pneumoniae productoras de BLEE, al eliminarlas de forma
eficiente. Las CMI y la CBM de la solucion de plata fueron las mismas para ambos
microorganismos multirresistentes (2,5 ppm). Esta baja concentracion evidencia su
elevada actividad antimicrobiana. La curva de mortalidad bacteriana se inici6
rapidamente tras una exposicion a la solucion de plata, y se obtuvo una ausencia
total de unidades formadoras de colonias viables de E. coli y K. pneumoniae BLEE
positivas.
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