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GLOSARIO

CLso: Concentracion en la cual una sustancia es capaz de causar la muerte del

50% de una poblacion de organismos.

Coeficiente Fendlico: Valor que indica la potencia de una solucion como

desinfectante usando al fenol como control.

Cladoceros: Suborden de crustaceos que comprende 400 especies, casi todas de
agua dulce, siendo las mas conocidas las pulgas de agua (Daphnia sp.)

Daphnias o dafnias: Género de crustaceos planctonicos del orden Cladocera
comunmente usados en estudios de toxicidad y/o ecotoxicologia. Son conocidas
por el nombre de “pulgas de agua” porque su forma de nadar es saltando; sin

embargo, no guardan relacion biolégica con las pulgas de tierra.
Nanoparticulas: Particulas con una dimension menor a los 100nm.

Peroxidacion lipidica: Es un proceso de degradacion oxidativa a través del cual los
radicales libres reaccionan con los lipidos de la membrana celular ocasionando el

efecto conocido como reaccion en cadena de un radical libre.

Suspension: Es una mezcla heterogénea formada por un sélido en polvo, que se

dispersa en un medio liquido.



RESUMEN

El cobre es un metal muy conocido y estudiado por poseer una potente actividad
antimicrobiana. Su uso como sustancia es complicado por su dificil disolucion;
motivo por el cual en este estudio se usaron nanoparticulas de 6xido cuprico
(CuO),sintetizadas a partir de acetato de cobre, suspendidas en Buffer Fosfato
Salino (PBS) pH 7.4 para crear una sustancia desinfectante capaz de eliminar
microorganismos causantes de infecciones intrahospitalarias. Primero se probo la
actividad de las nanoparticulas de 6xido cuprico en cuatro cepas bacterianas
ATCC comunes en ambientes intrahospitalarios (Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) usando el
Método Modificado de Pozos. Luego, se prepard el desinfectante haciendo una
suspension del 6xido cuprico en PBS y se calculd su Minima Concentracion
Inhibitoria (MIC), Coeficiente de Fenol (CF), toxicidad y temperatura. EIl
desinfectante resultante tuvo un CF entre 1 y 2, indicando que puede ser hasta
dos veces mas potente que el fenol (desinfectante estandar). La MIC de esta
suspension fue de 16 mg/mL y en la prueba de toxicidad se determind que la
concentracion letal del CuO que causa muerte en 50% de una poblacién de
dafnias fue de 57.4 mg/mL; por lo tanto, la concentracibn usada para el
desinfectante estd muy por debajo de la CLso. Por ultimo, el rango de temperatura
en el cual el desinfectante actu6 frente a las cepas fue desde los 25°C hasta los
42°C; indicando una mejor actividad a 37°C. Debido a su alta actividad
antimicrobiana y a su inocuidad para el ambiente, las nanoparticulas del 6xido
cuprico tienen un gran potencial para ser empleado como suspension

desinfectante.

Palabras clave: nanoparticula, oxido cuprico, Coeficiente de Fenol, CLsg



ABSTRACT

Copper is a metal known for its high antimicrobial activity. The use of copper as a
substance is complicated because of its low dissolution. For this reason, in this study,
nanoparticles of copper oxide or cupric oxide (CuO), synthetized from copper acetate,
were suspended in Phosphate Buffered saline (PBS) pH 7.4 to obtain a disinfectant
capable of killing bacteria causing hospital-acquired infections. First, the antimicrobial
activity of cupric oxide was tested in four ATCC bacterial strains commonly found in
hospital environments (Salmonella  typhimurium, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli) using the antibiogram test. After
preparing the disinfectant as a suspension of the cupric oxide in PBS, its Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), Phenol Coefficient, toxicity and temperature were
measured. The resulting disinfectant showed a Phenol Coefficient of 1 and 2,indicating
twice the potency of phenol (standard disinfectant). The solution showed a MIC of 16
mg/mL, which was below the lethal dose that causes a 50% death in a population of
daphnias (LC50 = 57.4 mg/mL). Finally, the temperature in which the solution acted
against the strains ranged from 25°C to 42°C, being 37°C the temperature in which the
solution showed the best activity. Due to its high antimicrobial activity and
environmental safety, the nanoparticles of cupric oxide have a great potential to be

use as a hospital disinfectant.

Keywords: nanoparticle, cupric oxide, Phenol coefficient, LCsg



I.  INTRODUCCION

Desde el siglo XVIII y mucho antes del descubrimiento de los microorganismos
causantes de enfermedades en el siglo XIX (1), se usaban sustancias conocidas
como “desinfectantes” elaboradas a partir de agentes quimicos Yy fisicos. Desde
ese entonces, el uso de los desinfectantes fue un area de estudio ampliamente
descrita, desde la sola consideracion de una sustancia como tal, hasta las

clasificaciones que fueron apareciendo con el paso de los afios.

En el presente, se sabe que un desinfectante es un agente capaz de matar
microorganismos causantes de enfermedades, el cual es aplicado en objetos y
superficies inertes (2). Existen tres clases de desinfectantes: quimicos, fisicos y
bioldgicos, siendo la ultima, una clasificacion reciente que considera a un
desinfectante biolégico porque la desinfeccion se realiza a través de un proceso

biolégico (p.ej., enzimatico) (1).

Dentro de los desinfectantes quimicos encontramos al cloro y sus compuestos, el
fenol y sus compuestos fendlicos, bromo, alcoholes, yodo, ozono, compuestos
amoniacales cuaternarios y a los metales pesados (3). Estos ultimos han sido
usados desde tiempos antiguos cuando los marineros se percataron de que las
algas y hongos no crecian en el casco de los barcos que estaban enfundados en
cobre (4).

En la actualidad, Chile, el primer productor de cobre en el mundo, esta haciendo
uso del cobre en la elaboracion de prendas de ropa, toallas, cremas y champus,
ya que es el unico metal aprobado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos de América (U.S. EPA, por sus siglas en inglés) como
antimicrobiano y considerado amigable con el planeta (5). En el Perd, la
Universidad Nacional de Ingenieria viene realizando estudios en la

funcionalizacion de tejidos de algodén con nanoparticulas de Oxidos



semiconductores (6xido de zinc y de cobre) con el fin de ofrecer propiedades
antimicrobianas y de proteccién UV luego de ser funcionalizados ya sea a través

de un proceso de agotamiento o impregnacion en los textiles (6).

En la actualidad, existen estudios relacionados con la actividad antimicrobiana del
cobre en bacterias, virus y hongos, y se ha podido comprobar que este metal es
capaz de matarlos sin ningun problema (7 - 10). Si nos enfocamos en su
mecanismo de accién, se han encontrado varias formas por los cuales el cobre
puede actuar sobre las bacterias. Uno de ellos es que el cobre tiene la capacidad
de donar y aceptar electrones haciendo que se encuentre en constante oxidacion
y reduccion (11), lo que permite que pueda alterar la estructura y funcién de las
proteinas y lipidos que se encuentran tanto en la pared celular como en el medio
intracelular de la bacteria. Asimismo, existen estudios que explican el mecanismo
por el cual el cobre puede alterar la permeabilidad de la membrana celular de la
bacteria (12). Esta alteracion se da por la peroxidacién del metal que induce al
dafio oxidativo de los lipidos de la membrana celular afectando el intercambio de
proteinas desde el interior al exterior y viceversa, y los procesos metabdlicos. El
cobre no solo actta a nivel de proteinas, sino también a nivel de los acidos
nucleicos alterando la estructura helicoidal del ADN (13). Si bien, el cobre
ocasiona que la bacteria pierda su capacidad de replicarse al alterar su estructura

molecular, se sabe que no genera mutaciones en el ADN (14).

Cualquiera de estos mecanismos afecta la supervivencia de las bacterias, pero
dependera de la concentracion del metal para ver el efecto bacteriostatico o
bactericida. Sin embargo, existen cepas que pueden oponer resistencia (15), como
Xhantomonas campestris, Mycobacterium scrofulaceum, Thiobacillus spp,
Pseudomonas syringae y algunas variantes de Escherichia coli; siendo la causa
mas comun de este fendmeno, la presencia de mutaciones que presentan las

bacterias en los genes de susceptibilidad al cobre (16).



La actividad del cobre se ha visto comparada con la de la plata, ya que en ambos
se observa una alta vulnerabilidad de las bacterias en comparacion con otros
metales, como el niquel. Existen estudios donde se demuestra que superficies de
cobre y plata son las Unicas que evitan la supervivencia de patdégenos como
Escherichia coli (17) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (18),

aunque el cobre tiene una mejor actividad bactericida que la plata (19, 20).

El cobre, como muchos metales, no es facil de disolver en cualquier solucion (21)
y sus propiedades fisicoquimicas y bactericidas se pueden ver mitigadas cuando
entra en contacto con ciertos disolventes (22, 23). Es por esto que en varios
estudios se ha empezado a utilizar el 6xido cuprico (CuO), que aparte de ser mas
econdémico, puede mezclarse facilmente con polimeros y seguir mostrando una
fuerte actividad antimicrobiana (24). Ren y col. evaluaron el efecto antimicrobiano
de las nanoparticulas de varios metales y 6xidos de metales en Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Proteus spp, y se observo que las nanoparticulas de

oxido cuprico tuvieron un efecto bactericida tan bueno como las de cobre (25).

Las nanoparticulas de éxido cuprico pueden ser sintetizadas a partir de diferentes
compuestos, como sulfato de cobre, carbonato de cobre, nitrato de cobre, entre
otros (26). En la actualidad, se vienen realizando estudios por la Facultad de
Ingenieria Quimica y Textil de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI) sobre la
sintesis de nanoparticulas de Oxido cuprico a partir de acetato de cobre
monohidratado y sulfato de cobre pentahidratado (27).

Las nanoparticulas de Oxido cuprico se encuentran en estado soélido como
nanopolvo y son capaces de suspenderse en algunas sustancias. Sin embargo,
algunos solventes, como el amoniaco, acido clorhidrico, acido sulfarico y otros
acidos minerales pueden influenciar su actividad antimicrobiana (28). El
dimetilsulfoxido (DMSO) al 5% es capaz de ayudar a las nanoparticulas del 6xido
cuprico a suspenderse sin inhibir su actividad antimicrobiana (29). Sin embargo,

por varias décadas, se ha sabido que el DMSO es una sustancia muy toxica y



dafiina para el ser humano, por lo cual su uso diario como parte de un
desinfectante, afectaria la salud humana y, a la larga, el medio ambiente. En
multiples estudios se ha visto que el DMSO actia como activador de células
tumorales del colon (30) y que genera un potencial dafio a células progenitoras
hematopoyéticas (31), neuronales de la retina (32) y endoteliales de la cornea
humana (33).

No existen muchas sustancias que pueden suspender el éxido cuprico y aquellas
que si pueden, disminuyen su actividad antimicrobiana e incluso pueden ser
toxicas para el ambiente. El buffer fosfato salino (PBS) ha sido utilizado en
algunos estudios como sustancia dispersante o dispersora de nanoparticulas de
oxido de metales, como plata, zinc y cobre, y se ha visto que no afecta la
efectividad de estos metales (25). Sin embargo, su toxicidad en conjunto con el
oxido cuprico todavia no ha sido comprobada.

En la actualidad, se ha investigado sobre la actividad bactericida del éxido cuprico
en microorganismos causantes de infecciones asociadas a la atencién de la salud
(34), donde se evidencié la capacidad antimicrobiana de las NPs de 6xido cuprico
frente a cepas intrahospitalarias aisladas del Centro de Cuidados Intensivos del

Hospital Nacional Cayetano Heredia (34).

Las infecciones adquiridas en el hospital pueden volverse frecuentes si es que no
se toman las medidas de seguridad e higiene correspondientes. Se asume
facilmente que es suficiente la proteccion de las manos con guantes quirdrgicos
para prevenir el ingreso de bacterias a nuestro organismo. Sin embargo, estas
también pueden ingresar por la via respiratoria, parenteral y dérmica (35). Hay que
considerar que la transmisiéon no solo se da con el ingreso y la estadia de un
paciente, sino también cuando se reciben muestras de sangre, orina y heces del
paciente. Cabe la probabilidad de que la parte externa del envase que contiene la

muestra se encuentre contaminada.



Resino et al (2004) menciona una lista extensa de bacterias encontradas en
laboratorios donde existen 8 agentes patdégenos presentes en el 50% de los casos
de infecciones adquiridas en ambientes intrahospitalarios: Brucella spp.
(brucelosis), Pseudomonas aeruginosa (neumonia grave), Coxiella burnetti (fiebre
Q), Salmonella typhi (fiebre tifoidea), Escherichia coli (diarreas, nauseas Yy
vomitos) Francisella tularensis (tularemia), Mycobacterium tuberculosis
(tuberculosis), Salmonella typhimurium (diarreas, voOmitos, nauseas) Yy
Chlaydophila psittaci (psitacosis) (35). En la actualidad, la mayoria de
desinfectantes comerciales ha demostrado que son capaces de inhibir a cepas
bacterianas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella
pneumoniae (36,37). Sin embargo, no existen desinfectantes que eliminen

bacterias como las mencionadas previamente en este estudio.

En este estudio, se elaborara un desinfectante, a partir de nanoparticulas de 6xido
cuprico suspendidas en buffer PBS, que se espera que muestre potencia en la
eliminacién de bacterias relacionadas a IAAS y que, a su vez, no afecte el

ambiente.



HIPOTESIS

Las nanoparticulas de 6xido cuprico suspendidas en buffer PBS actuardn como

desinfectante en ambientes hospitalarios si demuestran su potencia frente a

bacterias relacionadas a IAAS y su inocuidad al ambiente.

OBJETIVOS:

a. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la actividad de nanoparticulas del éxido cuprico como desinfectante de

ambientes hospitalarios frente a cepas de microorganismos ATCC relacionadas a
IAAS.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar la MIC de las nanoparticulas del 6xido cuprico.
Medir la susceptibilidad de las cuatro cepas bacterianas (Salmonella
typhimurium ATCC 700720, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa. ATCC 10145 y Escherichia coli ATCC 25922) al

oxido cuprico a través del Método Modificado de Pozos.

3. Preparar la suspension desinfectante usando las NPs de CuO y PBS pH 7.4

Obtener la MIC del desinfectante elaborado a partir de las NPs de o6xido

cuprico suspendido en PBS (pH 7.4)

. Determinar la potencia de la suspensién de 6xido cuprico como desinfectante

realizando la prueba de Coeficiente de Fenol.

Realizar la prueba de toxicidad, usando dafnias como indicadores biolégicos, a
la suspension desinfectante y obtenerlos valores del porcentaje de mortalidad y
la CLsp.

Determinar si la MIC de la suspension desinfectante es toxica, comparando su
valor con la CLso.

Diferenciar la actividad de la suspension desinfectante a diferentes

temperaturas.



. MATERIALES Y METODOS

Estandarizacién de las cepas de estudio a una turbidez de 0.5 en la escala de
McFarland

Para someter el Oxido cuprico y la posterior suspension desinfectante a las
diferentes pruebas, se utilizaron cuatro cepas bacterianas que estan en la lista de
los patégenos mas relacionados a IAAS (35) obtenidas del Laboratorio de
Bacteriologia (LID, UPCH) y Laboratorio de Microbiologia (Pabellon Central,
UPCH): Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853ySalmonella typhimurium ATCC 25241.
Las cepas fueron sembradas en sus medios correspondientes: MacConkey agar,
Manitol, Cetrimida Agar Base y XLD Agar, respectivamente. Se hizo la
identificacion de cada cepa siguiendo las siguientes pruebas bioquimicas
convencionales: TSI, LIA, citrato, MR-VP, SIM y urea, las cuales permiten
determinar la presencia de enzimas y/o el uso de vias metabdlicas que realiza

cada microorganismo en particular.

Luego de ser identificadas y antes de su uso en cada prueba, las cepas fueron
activadas y estandarizadas a la escala de 0.5 de McFarland (1.5 x 108ufc/mL) (38).
Para activarlas, se cultivaron las cepas iniciales (no activas) por 24 h en caldo
TSB. Pasado este tiempo, se centrifugo la cepa por 1 min y se decanto la solucion
guedando solo el pellet bacteriano al cual se le agregd 6 mL de buffer KH,PO, pH
7.4. Se repitié este paso una vez mas quedando un pellet bacteriano al cual se le

volvié a agregar 6 mL de buffer y se homogenizé.

Para comprobar que la cepa tuviera una turbidez de 10%ufc/mL, se coloc6é una
muestra de este cultivo con buffer (proporcién 1:100) en cubetas que fueron leidas
por el espectrofotometro donde la solucion debia mostrar una absorbancia de
0.28% 0.01 a una longitud de onda de 475 nm, definido por la norma 2149-01 de

los estandares ASTM (39). Si la muestra presentaba una menor absorbancia, se



agregaba mas cepa bacteriana y si presentaba una mayor absorbancia se
agregaba mas buffer hasta obtener la absorbancia requerida.

Como prueba confirmativa, se realiz6 la técnica de siembra en superficie en Agar
Plate Count (PCA) para el recuento de colonias con el fin de obtener un valor
especifico de ufc/mL. Se hicieron 5 diluciones de cada cepa, se coloc6 0.1 mL de
cada dilucion en la superficie del agar PCA y se dispersé usando un asa de
Drigalsky (asa en L). Luego de la incubacion de las placas en la estufa a 37°C por
24 h, se hizo el recuento de colonias de las placas que mostraban entre 30 a 300

ufc y se aplicé la siguiente formula:

# de colonias x Inversa de dilucion

ufe/ml = Vol de in6culo

Si el nimero obtenido es igual o cercano a 1.5 x 10%ufc/mL, entonces la cepa se

encuentra estandarizada y apta para su uso en las siguientes pruebas.

Minima Concentracion Inhibitoria de NPs de 6xido cuprico

Las nanoparticulas de O6xido cuprico utilizado en este estudio fueron
proporcionadas por la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Ingenieria. La sintesis se realiz0 a partir de acetato de cobre y se comprobo la
presencia de las nanoparticulas por medio de un andlisis de microscopia
electréonica de barrido (SEM). Todas las nanoparticulas presentaban un tamafo

menor a 100 nm (6)

Para poder determinar la MIC de las nanoparticulas de 6xido cuprico se realizaron
cinco concentraciones de CuO: 4, 8, 16, 32 y 64 mg/mL. Se realiz6 la prueba de
MIC en placas de microtitulacién Marienfeld de 96 pozos con fondo plano. Se
emplearon las cuatro cepas bacterianas previamente mencionadas (8 réplicas por

cada cepa) las cuales pasaron por 7 tratamientos: 5 concentraciones de CuO, un



control positivo (medio de cultivo con cepa bacteriana) y un control negativo (sélo
medio de cultivo). Una vez realizado, las placas de microtitulacion fueron
incubadas en la estufa por 24 h a 37°C. Pasada este tiempo, se tomé un indculo
de cada pocillo de la placa de microtitulacion y se sembré en una placa de agar
TSA, para confirmar los resultados de crecimiento bacteriano (Anexo 1y 2). Para
verificar la validez de la prueba, los pocillos del control positivo debian salir con
crecimiento bacteriano y los pocillos del control negativo debian salir sin
crecimiento alguno. Posteriormente, los resultados fueron expresados en mg/mL
(40).

Confrontacion del 6xido cuprico con las cepas bacterianas

Se aplicé el Método Kirby-Bauer en agar TSA para determinar la susceptibilidad
y/lo resistencia de las cepas aisladas al O6xido cuprico. Este método es
comunmente usado para ver susceptibilidad o resistencia a antibiéticos (41). Se
sembraron las cuatro cepas bacterianas (en escala 0.5 de McFarland), se hicieron
10 réplicas por cada cepa y se sembrd en la superficie del agar siguiendo la
técnica de diseminacién en superficie. Para aplicar las nanoparticulas de CuO en
el centro del agar se utilizé un cilindro de acero de 6mm de diametro, de modo que
el nanopolvo sélo se distribuy6 dentro del diametro del cilindro. Pasada las 24 h,
se midieron los halos de inhibicion obtenidos usando una regla Vernier (Bel Art,
Dyal Type 6932).

Preparacién de la suspension desinfectante

Para la preparacion del desinfectante se utiliz6 Buffer PBS a pH 7.4 como
dispersante, usado antes para la suspension de nanoparticulas de oOxidos de
metales (42). ElI PBS contenia 8 gr de NaCl 137 mM, 0.2 gr de KCI 2.7mM, 0.24
grkH,PO4 1.8 mM y 1.44 gr Na,HPO4 10 mM (43). Se probd que el pH del buffer

fuese igual a 7.4 y en caso requiriera un ajuste se agregaba HClI o NaOH hasta



conseguir el pH adecuado. El buffer se esteriliz6 en una autoclave por 20 min a
121°C.

Se prepar6 el desinfectante suspendiendo el 6xido cuprico (MIC: 16mg/ml) en
buffer PBS pH 7.4, siguiendo la proporcion mg/mL. Luego, se sonicO la mezcla
para asegurar una dispersion optima de las nanoparticulas (25) (Anexo 3). Se uso6
el sonicador Braun-Sonic 2000 realizando 6 pulsos de sonicacion de 3 s cada uno

con un descanso entre pulsos de 1 segundo.

Determinacion de la potencia, toxicidad al ambiente y temperatura de accion

de la suspension desinfectante.

Una vez realizada la suspension se procedié a realizar las pruebas paramétricas
para determinar la actividad de las nanoparticulas del éxido cuprico como

desinfectante:

Minima Concentracion Inhibitoria de la suspension desinfectante
Prueba del coeficiente de fenol (potencia)
Prueba de toxicidad usando dafnias (toxicidad)

A

Prueba de temperatura

Minima Concentracion Inhibitoria de la suspensidn desinfectante

Para determinar la MIC de la suspensiéon desinfectante, se aplicd el Método de
Difusion en Pozos usando el 6xido cuprico suspendido en buffer PBS a diferentes
concentraciones: 4, 8, 16, 32 y 64 mg/mL. Se realizo la prueba de MIC en una
placa microtitulacion Marienfeld. Se hicieron 10 réplicas para cada cepa aplicando
7 tratamientos: 5 concentraciones del desinfectante, un control positivo (medio de
cultivo con cepa bacteriana) y un control negativo (medio de cultivo). Las placas

fueron incubadas en la estufa por 24 h a 37°C.
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Pasadas las 24 h, se cultivd una muestra de cada pocillo de la placa de
microtitulacién en una placa de agar TSA. Para verificar la validez de la prueba,
los pocillos del control positivo debian salir con crecimiento bacteriano, indicando
que la cepa estd activa y los pocillos del control negativo debian salir sin
crecimiento alguno, indicando que el agar no estaba contaminado. Posteriormente,

los resultados fueron expresados en mg/mL (40).

Coeficiente de Fenol de la suspension desinfectante

Para determinar la potencia del desinfectante, es necesario que pase por la
prueba del Coeficiente de Fenol. Esta prueba consiste en comparar la potencia del
posible desinfectante con la del fenol, considerado desinfectante estandar (44). El
fenol fue preparado mezclando 45 gr. de fenol en 0.5 L de agua estéril a 20°C
(43). Se hicieron 5 diluciones del desinfectante (1:100, 1:50, 1:200, 1:250, 1:300) y
5 del fenol (1:25, 1:50, 1:75, 1:100, 1:125) en tubos y se pusieron en contacto con

las cepas bacterianas.

Se puso un indculo de la cepa en escala 0.5 de McFarland en cada dilucion tanto
para el fenol como para la suspensiéon desinfectante. Luego de 5 min del primer
contacto bacteria-desinfectante o bacteria-fenol, se tomo un inéculo del tubo y se
pasé a otro tubo con medio de cultivo liquido estéril y se realizd este
procedimiento en todas las diluciones. Se repitio este proceso a los 10 y 15 min de
contacto (44, 46).

Se realizaron 5 réplicas por cada tratamiento (Fenol, Desinfectante) y para cada
cepa (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853ySalmonella typhimurium ATCC 25241).
Los tubos fueron llevados a la estufa por 24 h a 37°C y pasado este tiempo se

observo el crecimiento bacteriano a través de la turbidez que mostraban los tubos.
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Para obtener el coeficiente de fenol del desinfectante se aplic6 una férmula en
base a los resultados obtenidos luego de las 24 h (47):

CF — Dilucion del fenol que mat6 a los 10 min pero no a los 5 min
~ Dilucién del desinf. que mate a los 10 min pero no a los 5 min

El valor del CF (Coeficiente Fendlico) puede ser mayor o menor a 1. Si el valor es
menor a 1, nos indica que es menos potente que fenol y si el valor es mayor a 1,
dependiendo del numero, nos indicard dos cosas; primero, por cuanto la
suspension desinfectante es mas potente que el fenol (desinfectante estandar)
(46,48) y segundo, hasta cuantas veces se puede diluir la suspension
desinfectante para que siga teniendo la capacidad de matar a una cepa
determinada (47).

Toxicidad

Debido a que no existe evidencia de la toxicidad del PBS en conjunto con el 6xido
cuprico al medio ambiente, fue necesario realizar la prueba de toxicidad. Para ello
se usaron dafnias como indicadores bioldgicos, ya que por muchos afios han sido
usadas como modelo en el rea de la toxicologia (48,49). Se realizé el ensayo de
toxicidad aguda establecido por Martinez-Jeronimo (2008). El individuo de estudio
fue la especie Daphnia magna, proveniente del Acuario Neptuno SRL. Para la
identificacion de la especie se usaron 4 guias taxonémicas y un estudio de Toyota
Ky col, (50 - 54). Los individuos de esta especie son crustaceos macroscopicos
de 2 a 5 mm de tamafo, de coloracion entre amarillenta y anaranjada, con una
carcasa transparente y una garra post-abdominal que presenta dientes

uniformados en la zona posterior de la garra (Anexo 4, 5y 6).

Estos individuos fueron sometidos a 6 tratamientos que consistieron de 5
concentraciones diferentes del 6xido cuprico diluido en PBS: 8, 16, 32, 64, 128

mg/mL; mas 1 control (sin Oxido cuprico).Se hicieron 3 réplicas por cada
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tratamiento y en cada réplica se usaron 10 dafnias neonatas. Se consideraron a
dafnias neonatas las que tenian 24 h de nacidas (55,56).

Todos los tratamientos consistian de 25 mL de agua de pecera (donde estuvieron
previamente las dafnias) y 25 mL del desinfectante. En el caso del control, se
colocaron 50 mL de agua de pecera (Anexo 7 y 8). Cada 24 h se tomaba apuntes
del numero de dafnias vivas y muertas por cada tratamiento durante 2 dias
(55,57).

Luego se determiné el porcentaje de mortalidad a las 48 h y la ClLsy del
desinfectante (57), para lo cual se usé el método de andlisis Probit ajustando los
datos de mortalidad obtenidos en el experimento. Para ello, el porcentaje de
mortalidad se expres6 en proporciones (e.i. 20% = 0.2) y se ejecutd la funcién
Probit en Excel (58). Una vez obtenido el valor de la CLsg, se determiné si la
suspension desinfectante era toxica comparando el valor de la MIC con la de la
ClLso.

Se realiz6 un ANOVA de una via para determinar la influencia de la concentracion
del 6xido cuprico (tratamientos) en la mortalidad de los individuos. Posteriormente,
se hizo un test LSD para determinar si habia diferencias significativas entre

tratamientos, incluyendo el control.

Temperatura

Esta prueba se hizo con el fin de observar la actividad de la suspension
desinfectante a diferentes temperaturas. Primero, se cultivaron las cuatro cepas
bacterianas (haciendo 12 réplicas por cepa) en una estufa por 24 h a 37°C.
Pasado este tiempo se aplico el Método Modificado de Pozos en agar. Este
método es similar al método Kirby-Bauer que es usado para ver susceptibilidad o
resistencia a antibioticos (41). En el trabajo realizado por Lépez et al (2005) se ha

comprobado que hay una diferencia significativa en la sensibilidad de ambos
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métodos; habiendo resultados mas confiables usando el Método Modificado de
Pozos (59). En el centro de cada placa se hizo un agujero con un cilindro de metal
esterilizado (diametro: 6 mm), se coloco 25 uL de la suspension desinfectante en

el interior del agujero y se incubaron las placas en la estufa a 37°C por 24 h.

Luego fueron llevadas 3 placas (réplicas) de cada cepa a una temperatura
diferente. Se hizo la prueba en cuatro temperaturas (5, 25, 37 y 42°C) por 24 h
(60). Pasado este tiempo, se midié los halos de inhibicién usando una regla de

Vernier (Bel Art, Dyal Type 6932) y se apuntaron los datos.

La influencia de la temperatura y la cepa bacteriana en el dimetro del halo de
inhibicion fue determinada a través de un ANOVA de dos factores (Temperatura: 3
niveles, Cepa: 4 niveles). También se observo si ocurria interaccion entre estos,
usando el mismo analisis, para ver si ocurria un efecto aditivo. Luego, se hizo un
test LSD para ver si habia diferencias significativas entre cepas y entre

temperaturas.
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IV. RESULTADOS

1. Resultado de la estandarizacion del tamafio de in6culo de las cepas.

La prueba confirmativa demostré que las cuatro cepas bacterianas presentaban
entre 1.45 a 1.52 x 10%ufc/mL (Tabla 1) y se encontraban aptas para su uso en las

préximas pruebas.

Tabla 1 Resultados de la prueba confirmativa del nimero de ufc/mL de las cepas

utilizadas en este estudio.

CEPA ufc / mL

E. coli ATCC 25922 1.45 x 10®
S. aureus ATCC 25923 1.51 x 10®
P. aeruginosa ATCC 27853 1.52 x 10°
S. typhimurium ATCC 25241 1.5 x 108

2. Minima Concentracion Inhibitoria del 6xido cuprico

La MIC del 6xido cuprico fuel6 mg/mL para las cuatro cepas utilizadas (Tabla 2),
lo que indica la resistencia de la cepa en concentraciones menores a 16 mg/mL.
No hubo variacion entre las 8 réplicas de cada cepa bacteriana, por consiguiente,

no hubo desviacién estandar en los datos.
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Tabla 2 Susceptibilidad de las cuatro cepas bacterianas ATCC a nanoparticulas

de 6xido cuprico.

Concentraciones en
n=40
Cepas ATCC mg/mL

Rango evaluado MIC %

E. coli 4-64 16 100
S. aureus 4 -64 16 100
P. aeruginosa 4-64 16 100
S. typhimurium 4 -64 16 100

3. Confrontacién de 6xido cuprico con las cepas bacterianas

La actividad del 6xido cuprico se comprobd en las cuatro cepas bacterianas. El
mayor halo de inhibicion se pudo observar para Escherichia coli con una media de
15.78 mm % 0.45 (Tabla 3) mientras que la cepa que opuso mas resistencia fue
Pseudomonas aeruginosa (14.6 mm = 0.08) (Anexo 9). Es importante resaltar que
los datos mas dispersos se encontraron en E. coli mientras que en P. aeruginosa,

S. aureus y S. typhimurium, los datos se encontraron mas cercanos a la media

Tabla 3 Diametro de halo de inhibicion del 6xido cuprico en cada cepa bacteriana.

Tratamiento Halo de Inhibicién (mm)

(16 mg) E. coli S.aureus  P.aeruginosa S.typhimurium

Media £ D.S. 15.78 £ 0.45 14.92 £ 0.16 14.6 £ 0.08 15.28 £+ 0.10
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4. Determinacion de la potenciay eficacia de la suspension desinfectante

4.1 Minima Concentracion Inhibitoria

La MIC de la nueva suspension desinfectante fue del6 mg/mL para E.coli, S.
aureus y P. aeruginosa. Siete réplicas de la cepa S. typhimurium se mostraron
resistentes a esta concentracion y susceptibles a 32 mg/mL de éxido cuprico; sin
embargo 3 réplicas se mostraron susceptibles a la concentraciéon de 16 mg/mL
(Tabla 4). Ademas el 80% de las cepas de S. aureus fueron susceptibles a 16
mg/mL, a diferencia de E. coli y P. aeruginosa que mostré susceptibilidad del

100% de las cepas a esa concentracion.

Tabla 4 Susceptibilidad de cuatro cepas bacterianas ATCC a la suspension
desinfectante a partir de nanoparticulas de 6xido cuprico.

Concentraciones en

n =40
Cepas ATCC mg/mL
Rango evaluado MIC %
E. coli 4 —-64 16 100
S. aureus 4-64 16 80
P. aeruginosa 4-64 16 100
S. typhimurium 4-64 32 70

4.2 Coeficiente de Fenol

Se hizo la prueba del Coeficiente de Fenol usando las cuatro cepas bacterianas.
En E. coli se observd que en la dilucion 1:50 el fenol logr6 matar a los
microorganismos a los 10 min, mas no a los 5 min en todas las réplicas, y lo
mismo ocurrio en la dilucion 1:100 del desinfectante, lo cual indica un coeficiente

fendlico de 2 (Tabla 5). En las tres cepas restantes (S. aureus, P. aeruginosa y S.
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typhimurium), se observo un resultado diferente a E. coli, ya que la dilucién en la
qgue tanto el fenol como el desinfectante lograron matar a los microorganismos a
los 10 min y no a los 5 min fue de 1:50. Por lo tanto, el coeficiente fendlico en

estas tres cepas del desinfectante fue de 1.

Tabla 5 Coeficiente fendlico del desinfectante frente a las 4 cepas bacterianas.

Cepa Fenol Desinfectante CF*
E. coli 1:50 1:100 2
S. aureus 1:50 1:50 1
P. aeruginosa 1:50 1:50 1
S. typhimurium  1:50 1:50 1

* N° de veces que la sustancia es mas potente que un desinfectante estandar

4.3 Toxicidad
El porcentaje de mortalidad de las dafnias neonatas a las 48 h en el control
negativo fue de 3.33%. La concentraciéon de O6xido cuprico usada para la
preparacion del desinfectante (16 mg/mL) fue el tratamiento D2, el cual mostré un
16.67% de mortalidad (Tabla 6), que es un valor considerado aceptable ya que no

excede el 30% de mortalidad segun lo preestablecido por Diaz et al (2008) (53).

Tabla 6 Porcentaje de mortalidad de las tres réplicas juntas obtenido de la prueba

de toxicidad realizada usando dafnias neonatas luego de 48 h.

Tratamiento CuO (mg/mL) #vivos # muertos % de mortalidad

Control 0 29 1 3.33
D1 8 27 3 10.00
D2 16 25 5 16.67
D3 32 20 10 33.33
D4 64 14 16 53.33
D5 128 I 23 76.67
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La ClLsose pudo determinar de dos formas: matemética y gréfica; de forma
matematica usando la funcion Probit en Excel que dio un valor de 57.4465mg/mL
para la CLso. Asi también, este valor se pudo observar en el Grafico 1, en la
interseccion en la linea logaritmica donde se unen el numero “5” (50%) del eje Y
(Funcién Probit) con el numero del eje X (log [CuQ]) dando un valor de “1.76”, que
coincidia con lo obtenido de manera matematica en Excel (Anexo 10). Para
obtener la CLso, se sacé la inversa del logaritmo de este valor (10*'°) siendo 57.47

mg/mL.

Grafico 1 Grafica en funcion Probit siendo eje X el log [CuQO] y el eje Y (Probit).

6,000 5.70

5,500

5,000

4,500

Probit (P)

4,000

3,500

CL50 = 10176 = 57.47 mg/mL

3,000
0,90 1,20 1,51 1.76 1,81 2,11

Log (C)

El ndmero de individuos muertos se vio influenciado por el tratamiento (ANOVA,
p=0.000002). No hubo diferencias significativas entre el control, D1 y D2 (test
LSD, p>0.08), pero si hubo diferencias entre el control, D1, D2 con los
tratamientos D3, D4 y D5 (test LSD, p<0.04). Los tratamientos D3, D4 y D5

también fueron diferentes entre si (test LSD, p<0.02).
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Gréfico 2 Efecto de los tratamientos en el nimero de individuos muertos (ANOVA,
p=0.000002). Diferentes letras indican diferencia significativa (test de LSD, p <
0.05)
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4.4 Temperatura

La suspension desinfectante mostr6 actividad desde los 25°C hasta los 42°C
(Tabla 7). A los 5°C no hubo inhibicion del 6xido caprico, ni tampoco crecimiento
bacteriano. En las cuatro cepas se observo la mejor actividad antimicrobiana a los
37°C, dando la mejor inhibicion para E. coli (15.33 + 0.31) y la menos buena para
P. aeruginosa (14.79 + 0.18). Sin embargo, la actividad a los 25°C fue casi tan
buena como a los 37°C; los halos de inhibicion solo difirieron por 1 mm o menos
en las cuatro cepas y a esta temperatura, la bacteria que mejor se inhibié fue S.
aureus, seguida de E. coli y S. typhimurium. A los 42°C, la suspension
desinfectante tuvo una baja actividad antimicrobiana con valores entre 8.48 hasta
11.25 mm de diametro de halo de inhibicion (Tabla 7). Ademéas se observo

uniformidad con los datos, ya que mostraban D.S. menores a 1.
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Tabla 7 Diametro del halo de inhibicion de la suspension desinfectante frente a

cuatro diferentes temperaturas.

Halo de Inhibicién (mm)

Temperatura E. coli S.aureus P.aeruginosa S.typhimurium
5°C 0 0 0 0
250C 14.48 +0.31 14.68+0.26 13.9+0.16 14.41 +£0.25
37°C 15.33+£0.31 15.07 £0.13 14.79+0.18 15.12+0.28
420C 11.25+0.04 9.08+0.47  10.07 0.3 8.48+0.41

Nota: Cada valor esta expresado como la media + desviacion estandar

El didmetro de inhibicion se ve influenciado por la cepa (ANOVA, p=0.0000) y por
la temperatura (p=0.0000). Ademas se observa una interaccién entre ambos
factores (p=0.0000) lo cual se puede interpretar como un efecto no aditivo de
ambas variables. Los diametros de inhibicion se mostraron diferentes
significativamente entre las temperaturas 25, 37 y 42°C para cada cepa (p<0.001),
con excepcion de S. aureus que no mostrd diferencia significativa entre 25°C y
37°C (p=0.1166). A 25°C, se observaron diferencias significativas entre los valores
obtenidos de P. aeruginosa comparado con las otras tres cepas (p<0.04). Por
altimo, a 42°C, se observaron valores de inhibicion diferentes entre las cuatro
cepas (p=0.0000).

Tabla 8 Resultados de ANOVA sobre el efecto de la temperatura y la cepa

bacteriana en el diametro del halo de inhibicién y la interaccién de ambos.

GL MS F P
Cepa 3 5.29 17.40 0.000000
T° 2 342.81 1128.25 0.000000
Cepa*T° 6 5.65 18.58 0.000000
Error 108 0.30
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Gréfico 3 Didmetro del halo de inhibicion a 3 temperaturas: 25, 37 y 42°C para

cada cepa bacteriana. Diferentes letras indican diferencia significativa (test de

LSD, p < 0.05)
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V. DISCUSION

La pregunta fundamental de este estudio estd enfocada en la actividad de las
nanoparticulas de o6xido cuprico como desinfectante para evidenciar sus
propiedades antimicrobianas se usaron cuatro cepas bacterianas ATCC:
Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 25923, Pseudomonas aeruginosa
27853 y Salmonella typhimurium 25241.

Estas cepas se usaron por pertenecer a la lista de agentes causales de I1AAS (61),
las cuales se generan por el alto nivel de contaminacion presente en los
ambientes del hospital. Esta contaminacion se viene dando por varios factores,
como la mala higiene del personal encargado de los pacientes, una descuidada
limpieza de las superficies, ropas y demas implementos, y principalmente, la
inefectividad de los desinfectantes usados frente a los microorganismos
hospitalarios (62). Es por tal motivo que este estudio buscé evaluar la potencial
actividad de las nanoparticulas de Oxido cuprico como desinfectante para estas

cepas.

La primera prueba de la Minima Concentracion Inhibitoria se realizé para
determinar la capacidad antimicrobiana del 6xido cuprico puro — no suspendido en
PBS - y se pudo observar que fue capaz de matar a los cuatro microorganismos a
una concentracion de 16mg/mL (Tabla 2). Esto concuerda con algunos estudios
realizados previamente, donde se trabajé con nanoparticulas de cobre, éxido
cuprico (I) y oxido cuproso (I1); y se comprobd su capacidad antimicrobiana frente
a E. coliy S. aureus (26).En el mismo estudio, se comprobo la actividad del 6xido
cuprico frente a P. aeruginosa pero se requiri6 mayor cantidad de CuO para ver el
efecto. Cabe resaltar que en aquel estudio se utilizé 5 x 10°ufc/mL para cada cepa

bacteriana mientras que en este estudio se utilizé 1.5 x 10%ufc/mL.

Estudios sobre la relacion entre S. typhimurium y el O6xido cuprico no se han

evidenciado; sin embargo se tienen estudios sobre la respuesta (peroxidacion
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lipidica) de esta bacteria al estrés oxidativo ocasionado por el contacto con el
cobre y todos los genes involucrados en este proceso (63). El gen scs ha sido
encontrado en diversas especies bacterianas gram negativas y se sabe que le
confiere resistencia al cobre a muchas de estas. Sin embargo, no le confiere la
misma funcion a S. typhimurium (64). Este fundamento seria apoyado por el
resultado obtenido en este estudio que indica que S. typhimurium no muestra
resistencia frente a las nanoparticulas de éxido cuprico en una concentracion de
16 mg/mL. Por otro lado, S. typhimurium si mostro resistencia a 16 mg/mL cuando
las nanoparticulas se encontraban suspendidas en PBS (Tabla 4), lo cual podria
deberse a la presencia del buffer como parte del desinfectante. El PBS, con o sin
reaccion con el CuO, aporta iones cloruro que dificultarian su adherencia a cierto
tipo de bacterias ya que las cargas negativas del ion cloruro se repelerian con las
cargas negativas de los grupos fosfato de los fosfolipidos de la membrana externa
de bacterias gram negativas, en este caso S. typhimurium (65). En consecuencia,
el desinfectante no podria realizar sus mecanismos de actividad antimicrobiana
dentro de la bacteria. Sin embargo, esto no ocurrié para las otras bacterias gram

negativas: E. coli y P. aeruginosa.

En el mismo estudio de Gupta et al (1997) se observé que si bien el gen scs no le
confiere funcién de resistencia al cobre a S. typhimurium como si lo hace con otras
bacterias gram negativas; una de las proteinas elaboradas por este gen, conocida
como ScsA podria estar funcionando como peroxidasa la cual previene la
formacion de radicales hidroxilos y por lo tanto, evitando el estrés oxidativo. Sin
embargo, hay muchos factores que considerar antes de hacer esta suposicion,
como la cepa utilizada en el estudio mencionado se usé S. typhimurium SE5312 y

SE5221 mientras que en este estudio se utilizé S. typhimurium 25241 (64).

Siguiendo con la prueba de la MIC, S. typhimurium fue susceptible a la suspension
desinfectante a 32mg/mL mientras que las otras tres cepas bacterianas lo fueron a
16 mg/mL. Es preciso sefalar que el 70% de las réplicas de S. aureus fueron

susceptibles a 16 mg/mL y hubo un 30% que fue susceptible recién a 32 mg/mL.
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Esta variacion puede ocurrir ya que existen estudios recientes que evidencian que
la MIC de S. aureus para nanoparticulas de CuO suspendidas en 100 mL de

medio nutritivo y agua destilada puede ser incluso mayor a 25 mg/mL (60,66).

En su totalidad, los resultados son favorecedores ya que permiten considerar a las
nanoparticulas de 6xido cuprico en PBS como suspensién desinfectante frente a
E. coli, P. aeruginosa y S. typhimurium que son agentes causales de las IAAS
(67).

Para tener un valor cuantitativo de la inhibicién del 6xido cuprico frente a las
cepas, se realizd un antibiograma utilizando el valor de la MIC del CuO (16
mg/mL) obtenida en el primer ensayo realizado. En previos estudios, ya se han
hecho antibiogramas a las cuatro cepas para probar su resistencia y/o
susceptibilidad a antibioticos, plantas medicinales y desinfectantes (68).

Con respecto a metales, se ha utilizado el método de Dilucion en Agar (69) donde
diferentes concentraciones del metal son mezcladas con el medio de cultivo y
luego de solidificar, se siembra la cepa y pasadas las 24 h se observa en qué
concentraciones (placas) la cepa logré crecer. No obstante, en el estudio de
Miranda et al (2006), se determind el halo de inhibicién siguiendo el fundamento
del Método de Kirby-Bauer (discos de antibioticos), por lo que se procedio a utilizar
el Método Modificado en Pozos, colocando el oxido de metal dentro de un pozo
perforado en el centro del agar y pasadas las 24 h se midio el halo de inhibicidon
(70). Este método modificado se ha usado en plantas medicinales y algunos
antibioticos (42), mas no en metales. Debido a esto, no existen resultados previos
sobre el halo de inhibicion de las nanoparticulas de Oxido cuprico en
microorganismos, por lo cual, no se puede obtener un criterio exacto sobre la

susceptibilidad de estas cepas.

Es dificil tratar de extrapolar los resultados obtenidos en este 6xido de metal con

los comunmente encontrados en antibidticos. Por un lado, las cuatro cepas
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bacterianas estudiadas han sido muy empleadas para la determinacion de
susceptibilidad frente a antibioticos, pero por otro, el didmetro de inhibicion de
cada cepa varia debido a que cada antibiotico posee diferentes componentes
siendo algunos mas especificos que otros (71,72). No obstante, la mayoria de los
diametros obtenidos para los antibiéticos ma&s comunes (estreptomicina,
gentamicina, ampicilna, cefalexina y cloranfenicol) (73) frente a cepas bacterianas
estdndares suelen dar valores mayores a 14 mm de diametro en cepas
susceptibles o de nivel intermedio, lo cual estaria en congruencia con los
resultados obtenidos con las nanoparticulas de 6xido cuprico que dieron halos de
inhibicién desde 14.6 hasta 15.78 mm de didmetro. Esta especulacién solo se
fundamenta en base a lo descrito previamente, ya que no existe norma que
determine cuando una bacteria es resistente o susceptible a un metal y/o 6xido de
metal. Aun asi, es importante resaltar que no es la primera vez que se esta
comparando la actividad del éxido cuprico con la de un antibiético. En un estudio
realizado por Azam et al (2012), se comparé la actividad de nanoparticulas de
oxido cuprico - sintetizadas a partir de nitrato de cobre trihidratado y acido citrico
usando el método de combustion en gel — con la tetraciclina, y también se
encontraron halos de inhibicion con diametros similares entre ambos tratamientos
(74).

Para la prueba de coeficiente de fenol, la suspensién de nanoparticulas de 6xido
cuprico mostrd dos valores de CF: 2 para Escherichia coli y 1 en las tres cepas
restantes (S. aureus, P. aeruginosa y S. typhimurium) (Tabla 5). Estos valores
aparte de ser favorecedores en cumplir el objetivo de este estudio, son mas fiables
ya que se hizo la prueba en cuatro cepas bacterianas; a diferencia de lo que

comunmente se hace, que es medir el coeficiente fendlico solo en E. coli (75-77).

Al ser el valor del CF igual a 1 (S. aureus, P. aeruginosa y S. typhimurium) y
mayor a 1 (E. coli), nos estaria indicando que la suspension a base de
nanoparticulas de 6xido cuprico tiene igual o mayor potencia como desinfectante

qgue el fenol; es decir, su potencia esta por encima de un desinfectante estandar
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(47). El valor CF en otros desinfectantes ha oscilado desde 1 hasta 40, pero es
importante recalcar que la concentracion que se estd usando para elaborar el
desinfectante es la minima inhibitoria. Por lo tanto, si se usara una mayor cantidad
de nanoparticulas de 6xido cuprico, posiblemente el valor del CF seria mucho
mayor. Sin embargo, se decidioé usar 16 mg/mL, porque una baja concentracion de
oxido cuprico también implica; menos exposicion de este 6xido de metal al

ambiente.

En relacion al ambiente, fue necesario determinar la toxicidad de la sustancia que
se esté elaborando para controlar su liberacion y evitar cualquier posible dafio. La
prueba de toxicidad fue esencial ya que no serviria de nada tener un desinfectante
potente contra las bacterias y que a la vez dafie el medio ambiente y la salud
humana. Segun Diaz et al (2008), para considerar una sustancia como poco
toxica, debe generar menos del 30% de mortalidad en la poblacion de dafnias.
Debido a que en la concentracion de 16mg/mL (D2) se obtuvo una mortalidad de
16.67%, podemos indicar que la suspension desinfectante es inocua al ambiente
(58).

Ademas del porcentaje de mortalidad, también fue necesario determinar la CLso de
las nanoparticulas de 6xido cuprico para conocer a qué concentracion el CuO
podria ser muy letal. Se obtuvo un valor de 57.47 mg/mL indicando que a esta
concentracion de oxido cuprico, muere el 50% de la poblacion de estudio y por lo
tanto, no deberia ser usada para la elaboracion de ningun producto, ya sea un
desinfectante, textiles funcionalizados con nanoparticulas de éxido cuprico, entre
otros. La concentracion usada para la elaboracién del desinfectante fue de 16

mg/mL por lo que esta bastante alejada de la CLso.
Los resultados estadisticos también evidenciaron que la concentraciéon usada no

es toxica para el ambiente ya que no habia diferencia significativa en el niumero de

individuos muertos entre el control y D2 (16 mg/mL), mientras que si habia
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diferencia entre el control y los tratamientos con concentraciones de 6xido cuprico
mas altas (32, 64 y 128 mg/mL).

Como ultima prueba se analiz6 la accion del oxido cuprico a diferentes
temperaturas. El andlisis estadistico realizado indic6 que la temperatura influye en
la medida del halo de inhibicion. La temperatura ya ha estado relacionada con la
actividad antimicrobiana de metales (78) ya que el calor puede actuar como
favorecedor de ciertas reacciones quimicas haciendo que el metal pierda su

capacidad bactericida.

Se determind el rango de temperatura en la cual actia el 6xido cuprico, que va
desde los 25°C hasta los 42°C (Tabla 7). La mejor actividad se observé a 37°C; lo
cual indica que el 6xido cuprico seria muy util para matar a bacterias cerca y/o
dentro de nuestro cuerpo. Los valores a 25°C estuvieron bastante cercanos a los
de 37°C; sin embargo, el analisis estadistico nos indica que si hay diferencia
significativa entre ambas temperaturas, siendo la Unica excepcién S. aureus. A
diferencia de las demas cepas, S. aureus presenta una curva de crecimiento en la
cual se mantiene constante entre 14°C y 36.5°C (79) lo que podria explicar porque
la inhibicion no difirié entre 25°C y 37°C, de modo que el desinfectante actuara con

la misma potencia frente a S. aureus en estas dos temperaturas.

Todavia no se han realizado estudios directos sobre la actividad de las
nanoparticulas de oxido cuprico a diferentes temperaturas. Sin embargo, se ha
comparado la actividad antimicrobiana del éxido cuprico a diferentes temperaturas
de templado (annealing) durante su proceso de sintesis (74). En ese estudio, se
usaron cuatro temperaturas de templado (400°C, 500°C, 600°C y 700°C) que
dieron diferentes tamafios de nanoparticulas de 6xido cuprico, y se pudo observar
que la actividad antimicrobiana del 6xido cuprico si dependia de la temperatura y
por consiguiente, del tamafio de las nanoparticulas también. A menor temperatura,

se obtuvieron tamafios mas pequefios de nanoparticulas de Oxido cuprico,
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caracteristica que le brindaba facilidad al metal de ingresar a la bacteria y por lo

tanto ocurria una mejor actividad antimicrobiana.

Comparando los resultados con los valores vistos en susceptibilidad a antibioticos
(71), los valores obtenidos a 25°C y a 37° indicarian susceptibilidad de la cepa a la
suspensién desinfectante por mostrar valores de didmetro de inhibicion mayores a
14 mm, con excepcion de P. aeruginosa a 25°C que dio un valor de 13.9 mm y
que, segun el analisis estadistico, difiere significativamente de todas las cepas a la
misma temperatura (p<0.04). Esta resistencia probablemente se debe mas a la
interaccion del 6xido cuprico con el PBS que a la temperatura debido que a 25°C,
P. aeruginosa no evidencia tanto crecimiento como a 37°C (76). Lo que pudo
haber ocurrido es la presencia de carga negativa como producto de la interaccion
del 6xido cuprico con el PBS, la cual generaria repulsion con la carga negativa de
los lipidos en la membrana, de modo que la inhibicion seria un proceso mas dificil

para el desinfectante (65).

Segun los Estandares de Desempefio para Test de Susceptibilidad a Antibiéticos
(38) los diametros de inhibicién a 42°C que fueron menores a los 12 mm para las
cuatro cepas indicarian resistencia al 6xido cuprico, sin embargo, los valores
obtenidos a esta temperatura difirieron entre cepas. Cabe resaltar que a esa
temperatura, las cuatro cepas crecen de manera distinta, siendo la temperatura
Optima entre 40 — 45°C para E. coli, S. aureus y S. typhimurium; mientras que para
P. aeruginosa, es una temperatura a la cual se la hace dificil crecer (80,81), motivo
por el cual, el desinfectante actué mejor. Sin embargo, E. coli fue la cepa que mas
inhibicién obtuvo, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en la prueba de
coeficiente de fenol donde el desinfectante mostro tener un efecto bactericida el

doble de potente en E. coli en comparacién con las otras cepas.

La suspension a base de nanoparticulas de 6xido cuprico ha mostrado tener un
gran potencial como desinfectante, mostrando una alta actividad bactericida, un

rapido tiempo de actuacion y un amplio rango de temperatura. Por altimo y muy
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importante, el 6xido cuprico se evidencié como no téxico al ambiente, estando por
debajo del nivel de la concentracion letal al 50% y mostrando un bajo porcentaje

de mortalidad en la poblacion evaluada.
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VI.

CONCLUSIONES

Las cepas E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y S. typhimurium fueron
susceptibles a 16 mg/mL de nanoparticulas de 6xido cuprico.

Salmonella typhimurium mostré resistencia a 16 mg/mL de la suspension de
nanoparticulas de éxido cuprico en PBS (desinfectante), a diferencia de las
otras cepas. Sin embargo, fue susceptible a la concentracién de 32 mg/mL.
A través de la prueba del Coeficiente de Fenol, la suspension resultante
mostré valores iguales y mayores (CF 1y 2) al fenol (CF: 1), lo que indica
gue su actividad antimicrobiana es tan buena como la de un desinfectante
estandar.

La suspension a partir de nanoparticulas de 6xido cuprico pasoé la prueba
de toxicidad por dos motivos: el porcentaje de mortalidad de la suspension
es menor al 30 % y la concentracién utilizada (16 mg/mL) esta por debajo
de la concentracion letal que causa muerte en 50% de una poblacion de
dafnias (CL50 = 57.4 mg/mL).

El rango de temperatura en el cual el desinfectante actia frente a las cepas
va desde los 25 hasta los 42°C, indicando la mejor actividad frente a las

cuatro cepas a 37°C.
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VIl. RECOMENDACIONES

Debido al buen desempefio del 6xido cuprico a 37°C, podria darse otro uso a las
nanoparticulas. Por ejemplo, por muchos afios se vienen usando las gasas de
yodoformo en el tratamiento de heridas y quistes dérmicos infectados (82). Debido
a la infeccion, estas heridas se dejan abiertas y por dentro son empaquetadas con
estas tiras medicadas que matan al agente de infeccion, las cuales son cambiadas
y reemplazadas cada cierto tiempo. Las nanoparticulas de o6xido cuprico
impregnadas en la gasa podrian actuar al igual que el yodoformo, inhibiendo el
crecimiento de bacterias en las heridas y matando a los agentes ya presentes en

el cuerpo de manera Gptima por encontrarse a 37°C.
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ANEXOS:

Anexo 1. Resultados de la MIC en la placa de microtitulacién alas 24 h

Anexo 2. Crecimiento de la siembra de cada uno de los pocillos de la placa

de microtitulacion en Tripticasa de Soya Agar




Anexo 3. Foto antes y después de la sonicacion del CuO con PBS

ANTES




Anexo 4. Especie de estudio: Daphnia magna. Imagen al estereoscopio (4x)

Anexo 5. Daphnia magna con embriones. Imagen al estereoscopio (10x)




Anexo 6. Garra post-abdominal de D. magna. Imagen al microscopio (100x)




Anexo 8. Envase con dafnias cubierto con una gasa para permitir el flujo de

aire y evitar el ingreso de otros organismos.




Anexo 9. Confrontacion de las NPs de CuO frente a las cepas bacterianas:

Escherichia coli




Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhimurium
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Anexo 10. Analisis realizado en Excel parala obtencidon del CLsg a partir del

porcentaje de mortalidad.
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