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RESUMEN

Introduccion: La plata es utilizada desde tiempos remotos por su significativo potencial
antibacteriano que puede ser una alternativa eficaz para combatir bacterias farmaco
resistentes . Objetivo: El objetivo fue evaluar la actividad bactericida de la solucion acuosa
de plata sobre cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Material y Métodos: Estudio experimental
con estimulo creciente, donde se evaluaron 225 unidades de anélisis constituidas por 14
cultivos de E. coli BLEE, 01 cultivo de K. pneumoniae BLEE, 5 concentraciones de solucion
acuosa, con tres aplicaciones por experimento. Para la obtencion de la solucion acuosa de
plata se utiliz6 el método electroquimico y su actividad bactericida se determind con la
concentracion minima bactericida. Ademas, se establecid la curva de crecimiento de las
cepas bacterianas, al contabilizar el nimero de colonias de bacterias posterior a la exposicion
con la solucién acuosa de plata (0, 2, 4, 6, 8 y 24 horas de exposicion). Resultados: La CMI
y CMB fue de 2,5y 5mg/L para E. coli y K. pneumoniae BLEE, respectivamente. Las
concentraciones de 5mg/L y 10mg/L de la solucion acuosa de plata ejercieron actividad
bactericida frente a las cepas evaluadas, evidenciandose ausencia de crecimiento bacteriano
in vitro pasadas las 4 y 8 horas de exposicidn, respectivamente. Conclusion: La solucion
acuosa de plata presento actividad bactericida frente a las cepas Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae BLEE, observandose que, dicha actividad incrementd a mayor concentracion y

tiempo de exposicion.

Palabras clave: Plata; Resistencia betalactdmica; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae
(Fuente: DeCS BIREME).
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ABSTRACT

Introduction: Silver has been used since ancient times for its significant antibacterial
potential that can be an effective alternative to combat antibiotic-resistant bacteria..
Objective: The objective was to evaluate the bactericidal activity of aqueous silver solution
on strains of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae producing extended spectrum beta-
lactamases (ESBL). Material and Methods: Experimental study with increasing stimulus,
where 225 units of analysis were evaluated, consisting of 14 cultures of E. coli BLEE, 01
culture of KI. pneumoniae BLEE, 5 concentrations of aqueous solution, with three
applications per experiment. The electrochemical method was used to obtain the aqueous
silver solution and its bactericidal activity was determined with the minimum bactericidal
concentration. In addition, the growth curve of the bacterial strains was established by
counting the number of bacterial colonies after exposure to the aqueous silver solution (0, 2,
4, 6, 8 and 24 hours of exposure). Results: The MIC and BMC were 2.5 and 5mg/L for E.
coli and K. pneumoniae BLEE, respectively. The concentrations of 5mg/L and 10mg/L
exerted bactericidal activity against the strains evaluated, demonstrating the showing absence
of bacterial growth in vitro after 4 and 8 hours of exposure, respectively. Conclusion: The
aqueous silver solution presented bactericidal activity against Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae BLEE strains, and it was observed that such activity increased with

higher concentration and exposure time.

Keywords: Silver; Beta-lactam resistance; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae (Source:
DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana genera consecuencias significativas para la salud y calidad de vida
de las personas. A partir del afio 2050, se estima que, desencadenard la perdida de
aproximadamente 10 millones de vida humanas cada afio (1). El incremento constante de
resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos convencionales se considera una de las

crisis sanitarias de mayor gravedad en la medicina moderna (2).

Datos recientes muestran una alta y creciente resistencia antibidtica de los patégenos Gram
negativos como Escherichia coli (32%) y Klebsiella pneumoniae(58%) (3). Uno de los
principales mecanismos es la sintesis de enzimas Betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) (4). Las cepas productoras de BLEE resisten al efecto de todos los antibioticos R3-
lactdmicos, excepto carbapenémicos, cefamicinas y combinaciones de -lactamicos con sus
inhibidores (5,6).

La plata es un metal de transicion con gran reflectividad y biolégicamente activo cuando se
dispersa en su estado ioénico (Ag *) y cuando es soluble en medios acuosos. El ion de plata
puede obtenerse electrolizando el metal o disolviendo los compuestos de plata. De ellos el
primero presenta mayor actividad antimicrobiana (7).

El ion de plata se emplea como un antimicrobiano eficaz sobre cepas patdgenas de
Escherichia coli, E. coli multidrogoresistente (MDR) Listeria monocytogenes (7,8),
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus meticilinoresistente (9). Ademas, en
compuestos como el nitrato y sulfadiazina de plata se utiliza para curar heridas. Es asi que,
los apdsitos elaborados a base de plata han mejorado enormemente la eficacia del tratamiento
para quemaduras (10,11). Un estudio evidencié que la plata coloidal reduce la gravedad y

duracion de heridas sépticas (12).

Este metal cuenta con diversas propiedades que son empleadas en la cirugia dental para la
prevencion de infecciones microbianas. Los materiales para proétesis dentales poseen
nanoparticulas de plata que reducen la proliferacion bacteriana. Ademas, muchos
dispositivos médicos como catéteres vasculares, implantes 6seos y soportes para conductos

biliares contienen este metal (11).
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Por lo expuesto anteriormente y considerando que, muchos productos y dispositivos
contienen compuestos de plata Utiles como biocidas microbianos. Es necesario dilucidar su
actividad frente a patégenos resistentes provenientes de ambientes hospitalarios
considerando el incremento de estos gérmenes que ponen en riesgo la salud de la poblacién
mundial. El estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad bactericida de la solucién acuosa
de plata sobre cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

MATERIALES Y METODOS

Estudio de tipo experimental con estimulo creciente realizado en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, departamento de Lambayeque

(Peru) entre enero y diciembre del afio 2021.

La poblacion estuvo conformada por cultivos de E. coli y K. pneumoniae BLEE aisladas de
pacientes internados en el servicio de Cirugia del Hospital Docente Belén, Lambayeque —
Perd. Mientras que, la muestra fue de 225 unidades de analisis o de tratamiento constituidas
por 14 cultivos de E. coli BLEE, 01 cultivo de K. pneumoniae BLEE, que fueron expuestas
a 5 concentraciones de la solucion acuosa de plata, con tres repeticiones por cada
experimento.

Los cultivos microbianos se aislaron a partir de secreciones de heridas superficiales de
pacientes hospitalizados por un periodo no menor a 48 horas, en el mes de marzo del 2021.
Cabe sefialar que, se contd con la autorizacion de los pacientes y delHospital Provincial
Docente Belén para su uso . Ademas, los datos obtenidos solo se recopilaron con fines de
investigacién protegiendo la identidad y datos personales de los pacientes, en cumplimiento
de aspectos éticos del estudio.

Obtencidn de la solucién de plata

Se empled el método de electroquimico, a través de la reaccion de oxido-reduccion. En un
beaker se agregd 200 ml de agua destilada estéril, en seguida se coloc6 dos varillas de plata
pura con un calibre de 0,2 x 17 cm aproximadamente. Se conectaron los electrodos (anodo y
catodo) a las varillas de plata y a una fuente eléctrica de 15 voltios. La fuente eléctrica se
conecto a corriente por 7, 15, 45, 90 y 180 minutos hasta obtener solucion acuosa de plata a

las concentraciones de 0,625; 1,25; 2,5; 5y 10 mg/L, respectivamente (13,14).
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Actividad antibacteriana de la solucidn acuosa de plata

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion Minima
Bactericida (CMB) se utiliz6 la técnica de propuesta por Balda et al. (15). La CMI
correspondid a la menor concentracion de plata contenida en un tubo de la serie (0,625; 1,25;
2,5; 5y 10ppm), a la cual se inhibio el crecimiento visible del microrganismo, respecto al
control negativo. Mientras que, CBM evidencio la menor concentracion de la plata que
eliminoé el 99,9% del in6culo inicial de bacterias. Para lo cual se utilizaron tres repeticiones

del ensayo con cada cultivo microbiana.

Curva de crecimiento de E. coli y K. pneumoniae BLEE de acuerdo al tiempo de
exposicion a la solucion de plata

Se agreg6 0,9ml de solucion salina estéril en una serie de cuatro tubos de ensayo (10, 107
107%; 10™). Al primer tubo se le agregd 0,1ml de la solucion acuosa y la cepa bacteriana.
Enseguida se pipeted 0,1ml del liquido y se deposit6 en el segundo tubo. Ese paso se repitid
hasta llegar al cuarto tubo, donde se tom6 0,1 ml de la solucion que finalmente fue desechada.
Una alicuota (0,1 ml) de cada tubo fue sembrada en la superficie de las placas con agar
tripticasa de soja e incubadas 24 horas a 35°C (16). Se trabajo con la solucién acuosa de plata
a0,625; 1,25; 2,5; 5y 10ppm

Se midi6 el nimero de colonias bacterianas alas 0, 2, 4, 6, 8 y 24 horas de exposicion a las
diferentes concentraciones de la solucién de plata. Los ensayos se realizaron por triplicado
para cada dilucion (102, 10°%; 10°3; 10) y cultivo bacteriano empleado. El recuento de las
colonias se realizd6 multiplicando el nimero de colonias obtenidas por la dilucion de la
solucion de plata (101, 10°%; 103 10™). El valor obtenido se dividi6 entre el volumen de la

muestra (16).

Andlisis estadistico de datos

Los datos fueron procesados y simplificados en tablas y figuras a través Microsoft office
excel® 2016 y Minitab® 18 para Windows® versiéon 8. Los valores de CMI y CMB se
expresaron en valor de la media aritmética. Ademas, se empled el Analisis de Varianza

(ANOVA) para comparar la actividad bactericida de la solucion acuosa de plata
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considerando la cepa empleada y las concentraciones de la solucion de plata. Posteriormente
se aplicd el test de Tukey para determinar si la actividad bactericida era o no directamente
proporcional a las concentraciones y cepas analizadas.

RESULTADOS

La CMIly CMB fue de 2,5y 5mg/L para las cepas microbianas de E. coli y K. Pneumoniae
BLEE, respectivamente (figura 1).

S5mg/L 5mg/L

»

Concentraciones de solucién de plata
w

2,5mg/L 2,5mg/L
2
1
0
E. coli BLEE KI. pneumoniae BLEE
ECMI mCMB

Figura 1. Concentracion minima inhibitoria y bactericida de E. coli y K. pneumoniae BLEE

Al evaluar la curva de crecimiento de E. coli y K. pneumoniae BLEE, se evidencid que las
concentraciones de 5y 10mg/L ejercieron actividad bactericida frente a estos patégenos
resistentes. Después de 4 y 8 horas de exposicion a la solucion evaluada no se observé
crecimiento bacteriano (0 UFC/ml) in vitro (Figura 2).
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Figura 2. Curva de crecimiento de de (A) E. coli y (B) K. pneumoniae BLEE en funcion al

tiempo de exposicion a la solucion acuosa de plata.
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El Anélisis de varianza (ANOVA) para evaluar la actividad antibacteriana de la solucion

acuosa de plata a diferentes concentraciones y las cepas productoras de BLEE demostro que

existieron diferencias significativas entre estas variables (tabla 1).

Tabla 1. Analisis de varianza de la actividad bactericida de la solucion acuosa de plata sobre

las cepas de E. coli y K. pneumoniae BLEE

Sumade Gradosde Media Prueba Probabilidad
cuadrados libertad cuadratica

Fuente de variacion (SS) (GL) (CM)
Tiempo 1288551 5 257710 6800,87 <0,05
Cepa bacteriana 3741 14 267 7,05 <0,05
Concentracion 1423849 5 284770 7514,96 <0,05
Tiempo*Cepa 12683 70 181 4,78 <0,05
Tiempo *Concentracion 843524 25 33741 890,41 <0,05
Cepa*Concentracion 9656 70 138 3,64 <0,05
Tiempo*Cepa*Concentracion 21872 350 62 1,65 <0,05

Error 40925 1080 38

La prueba de Tukey revel6 que el tiempo de exposicion y concentraciones de la solucion

acuosa de plata influyeron directamente sobre la inhibicion del crecimiento in vitro de E. coli

y K. pneumoniae BLEE. De modo que, a mayor tiempo de exposicion y concentracion de la

solucion, mayor fue su actividad bactericida (Tabla 2).
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Tabla 2. Prueba de Tukey de la actividad bactericida in vitro de la solucion acuosa de plata

sobre E. coli y K. pneumoniae BLEE

Tiempo de Recuento de colonias Nivel de significancia
Exposicion (UFC)
(horas)
0 1,21734 b
24 15,36900 C
8 28,57481 d
6 45,76104 a
2 46,80794 a
4 89,77526 e
Concentraciones Recuento de colonias Nivel de significancia
de solucion (UFC)
(Ppm)
10 0,20251 a
5 0,49274 a
2,5 31,1672 b
1,25 55,6463 C

0,625 69,4870 d
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DISCUSION

La plata es un metal muy utilizado junto a otros compuestos por su accion frente a diversos
patdgenos, principalmente bacterias. El presente estudio demostré la actividad bactericida
frente a enterobacterales productores de BLEE, determinandose una CMI y CMB de
2,5mg/L y 5mg/L para los aislados clinicos de E. coli y K. pneumoniae BLEE. Resultados
similares obtuvieron Vila et al. (12) al evaluar plata coloidal, registrandose una CIM que

oscilé entre 0,5 y >16 mg/L en bacterias Gram negativas.

La capacidad de la plata para inhibir el crecimiento bacteriano ha sido comprobada,
principalmente unida a otros compuestos (nitrato de plata o sulfadiazina de plata) (17).
Asimismo, estudios recientes informaron que la plata potencia el efecto de antibi6ticos como
ofloxacina, gentamicina, tetraciclina, vancomicina y cloranfenicol frente a bacterias como E.
coli (18,19). Cabe sefialar que, la plata puede presentarse en forma elemental/metalica,
ionica, nanoplata y coloidal. Las ultimas tres formas presentan menor tamafio y mayor area
de superficie. Esto facilita e incrementa su eficacia antimicrobiana respecto a la forma
metélica (20).

Al analizar la curva de crecimiento de las bacterias se observé que la solucion de plataa 5y
10mg/L ejercio actividad bactericida sobre E. coli y K. pneumoniae BLEE, ya que no se
observd crecimiento microbiano pasadas las 4 y 8 horas de exposicion, respectivamente
(Figura 2). Ademas, se verifico la existencia de diferencias significativas entre las
concentraciones y cepas provenientes de aislados clinicos (p<0,05) (Tabla 1). Asi también,
se evidencio que el tiempo de exposicion y concentraciéon de la plata intervinieron en su
actividad bactericida (tabla 2).

En Espafa, un estudio demostré que las CMI de 0,5; 1 y 2mg/L de plata coloidal presentaron
efectos bactericidas frente A. baumannii ATCC 17978 y A. baumannii multidrogoresistente
(MDR) después de 8 horas de exposicion. Sumado a ello, E. coli ATCC 25922y E. coli MDR
fueron susceptibles a la plata coloidal a partir de las 8 horas de exposicion (12). Otro estudio
evidenci6 la capacidad de un apoésito de gel de plata coloidal para combatir bacterias Gram
positivas y negativas in vitro e in vivo. Se verifico que el aposito inhibio el crecimiento de

bacterias como Staphylococcus aureus, Acinetobacter sp. y Pseudomonas aeruginosa,
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incluso superando los valores obtenidos con el control. Sin embargo, con las cepas de S.

aureus meticilino resistente se logré6 menor inhibicién (18).

Sumado a ello, Hwang et al. (21), Ahmad et al. (22) y Canal (23) revelaron que las
nanoparticulas de plata limitan el crecimiento de especies Gram negativas con mayor eficacia
que las Gram positivas. Esto podria explicarse por las diferencias presentes en la estructura,
grosor y composicion de la pared celular bacteriana. Ademas, la carga negativa de los
lipopolisaridos (bacterias Gram negativas) favorece la adhesion de la plata (24,25). Por lo
que, patdgenos como S. aureus resultan menos susceptibles a los iones de plata al compararse

con Gram negativos como E. coli (26).

Se han establecido cuatro mecanismos que explican la accion de los iones de plata sobre los
microorganismos. Los iones de plata se unen a los grupos sulfidrilo de proteinas y enzimas
desestabilizando la membrana celular (27,28). También son capaces de interactuar con el
ADN bacteriano afectando el ciclo celular, lo que ocasiona un aumento en la produccion de

especies reactivas de oxigeno e inhibe la sintesis energética celular (12, 29).

Las caracteristicas morfologicas de la célula bacteriana también influyen en la actividad
antibacteriana de la plata. Asimismo, estan involucradas las propiedades fisicas del metal, ya
que el tamafio de la particula potencia su capacidad de ocasionar la muerte de bacterias
(29,30). Cabe sefialar que, la plata es menos propensa a inducir resistencia bacteriana a
diferencia de otros iones de metales pesados (31), y presenta minima toxicidad al ser aplicado
sobre células mamiferas a bajas concentraciones (20,32). Pese a ello, su aglomeracion y
compatibilidad con matrices organicas puede afectar sus propiedades mecanicas

disminuyendo su potencial antibacteriano (33,34).

Entre las limitaciones, se puede mencionar la cantidad evaluada de cepas productoras BLEE
provenientes de aislados clinicos y el tipo de solucion. Por lo que, es necesario el andlisis del
potencial bactericida de la plata sobre otros germenes resistentes y comparar la efectividad
y toxicidad al emplear diferentes nano formulaciones. En conclusion, la solucion acuosa de
plata presentd actividad bactericida sobre las cepas Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae BLEE. Las concentraciones de 5 y 10mg/L evidenciaron mayor actividad
bactericida, ya que no se observéd crecimiento microbiano después de las 4 y 8 horas de
exposicion (0 UFC/ml), respectivamente.
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