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RESUMEN 

Las ETA´s son un problema de salud pública que afecta cada año a casi 1 de cada 10 habitantes 

a nivel mundial. Un proceso indispensable para la prevención de las ETA’s es la desinfección; 

sin embargo, se han reportado casos de resistencia bacteriana a desinfectantes de uso común, por 

lo que es necesario desarrollar nuevos agentes antimicrobianos para su empleo en superficies en 

contacto con los alimentos. La nanotecnología es una herramienta útil para la obtención de nuevos 

materiales como las AgNP´s cuyas propiedades antimicrobianas están siendo ampliamente 

estudiadas. 

Para comprobar el posible efecto bacteriostático o bactericida de las AgNP´s sobre L. 

monocytogenes y EHEC O157:H7, se comparó el efecto antibacteriano de las AgNP´s y sus 

precursores AgNO3 y extracto de A. potatorum en solución acuosa y etanólica por el método de 

macrodilución y vertido en placa. Posteriormente, se determinó la concentración mínima 

inhibitoria (CMI), la concentración bactericida mínima (CBM) y el tiempo mínimo de contacto 

(TMC) de soluciones de AgNP´s en extractos de A. potatorum acuoso y etanólico por el método 

de macrodilución y vertido en placa. La CMI se obtuvo por macrodilución, mientras que la CBM 

y el TMC se determinaron por vertido en placa, utilizando un inóculo inicial de 5X105 UFC/mL 

de L. monocytogenes y EHEC O157:H7. Los resultados obtenidos mostraron que las AgNP´sAc 

tuvieron un efecto bacteriostático contra L. monocytogenes y un efecto bactericida en EHEC 

O157:H7, mientras que las AgNP´sEt presentaron un efecto bactericida en ambas bacterias, 

contribuyendo a su potencial desarrollo como agente desinfectante en superficies en contacto con 

los alimentos.
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1. INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial, las enfermedades transmitidas por alimentos representan un serio problema 

de salud pública. De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), se estima que 

cada año enferman 600 millones de personas (casi 1 de cada 10 habitantes) por ingerir 

alimentos contaminados y 420 000 mueren por esta misma causa. En el año 2010, en México 

se registraron casi 5 millones de casos de infecciones intestinales, siendo la población infantil 

el grupo con mayor incidencia. Ante esta situación, es de suma importancia llevar a cabo 

medidas de higiene que garanticen la inocuidad de los alimentos. La higiene de los alimentos 

comprende las condiciones y medidas necesarias para la producción, elaboración, 

almacenamiento y distribución de los alimentos, destinadas a garantizar un producto inocuo, 

en buen estado y comestible, apto para el consumo humano. Por tanto, la inocuidad de los 

alimentos es un elemento prioritario que involucra la salud pública, el bienestar de la 

población y la economía de todos los países. 

Desde hace algunos años, se ha generado una preocupación de carácter epidemiológico 

debido a la aparición de cepas bacterianas resistentes a los antibióticos. Investigaciones 

recientes indican que algunas bacterias causantes de enfermedades transmitidas por 

alimentos (ETA’s) han adquirido resistencia a los desinfectantes de uso común, tales como 

triclosán y compuestos de amonio cuaternario. Ante esta situación, ha surgido un interés 

hacia la búsqueda de nuevos agentes antimicrobianos que sean amigables con el medio 

ambiente y no tóxicos para su uso potencial como desinfectantes. Una herramienta útil para 

el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos es la nanotecnología, cuyo objetivo es el 

diseño de materiales a escala nanométrica. Debido a esta característica en sus dimensiones, 

los nanomateriales poseen propiedades electrónicas, magnéticas, químicas, ópticas y 

catalíticas significativamente mejores que los materiales macroscópicos a partir de los cuales 

son diseñados. A través de la síntesis de nanopartículas, ha surgido una gran variedad de 

aplicaciones como biosensores, catalizadores, anticancerígenos, agentes antimicrobianos y 

como medios para la administración dirigida de fármacos. En los últimos años, se ha 

reportado la propiedad antimicrobiana de una diversidad de nanopartículas metálicas, tales 

como oro, zinc, platino y otros elementos. Dentro de estos metales, la plata es la mayormente 

conocida por sus propiedades antimicrobianas desde la antigüedad. Por ello, resulta de gran 

interés evaluar la actividad antibacteriana de estas nanopartículas. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos 

La OMS en conjunto con la OPS definen a las ETA´s como un conjunto de síntomas causados 

por la ingestión de agua y/o alimentos que estén contaminados con agentes biológicos 

(bacterias, virus y parásitos) o no biológicos (plaguicidas o metales pesados) en dosis tales 

que afectan la salud del consumidor en forma aguda o crónica, a nivel individual o colectivo 

(OPS/OMS, 2001). Sus síntomas más comunes son diarrea y vómito, pero también se pueden 

presentar otros como choque séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre, visión doble, entre otros. A 

largo plazo, algunas de estas enfermedades pueden conducir a otros padecimientos crónicos 

como daños renales, artritis, meningitis, aborto y en casos extremos, la muerte (Kopper et 

al., 2009). Hasta la fecha se han descrito más de 250 ETA´s, la mayoría son infecciones 

ocasionadas por bacterias como Salmonella, Listeria, Campylobacter y Escherichia coli 

O157:H7 (Ebel et al., 2016). 

De acuerdo a informes recientes de la OMS, se estima que cada año enferman 600 millones 

de personas (casi 1 de cada 10 habitantes) por ingerir alimentos contaminados y dentro de 

este grupo 420 000 mueren por esta misma causa (OMS, 2015). 

En México, las enfermedades diarreicas son una de las principales causas de 

morbimortalidad, desnutrición y por lo general, son consecuencia de la exposición a 

alimentos o agua contaminados. De acuerdo a la Secretaría de Salud, en 2010 se registraron 

casi 5 millones de casos de infecciones intestinales, siendo la población infantil el grupo con 

mayor incidencia en el rango correspondiente entre 1 a 9 años y menores de un año. Según 

datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición, la prevalencia más alta de diarreas fue 

en niños menores de cinco años (ENSANUT, 2012; Secretaría de Salud, 2015). 

Las ETA’s constituyen un importante problema de salud pública debido al incremento en el 

número de casos, al surgimiento de nuevas formas de transmisión, la aparición de grupos de 

población vulnerables, el aumento en la resistencia de microorganismos patógenos a los 

compuestos antimicrobianos y el impacto socioeconómico que ocasionan (Flores y Herrera, 

2005). 

Por otra parte, la presencia de ETA’s es un indicador directo de la falta de inocuidad de los 

alimentos y se ha demostrado que la contaminación de éstos puede ocurrir durante su 

procesamiento o por el empleo de materia prima contaminada, pues algunas bacterias 

patógenas para el hombre constituyen la microbiota de aves, cerdos y ganado. Por ello, el 
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sector que se ocupa de la producción, elaboración, manipulación y distribución de los 

alimentos cumple un papel fundamental en el aseguramiento de la inocuidad alimentaria 

(Millemann et al., 2000; Flores y Herrera, 2005; Kopper et al., 2009). 

2.2. Bacterias patógenas transmitidas por alimentos 

En la actualidad, existe una lista de microorganismos (bacterias, hongos, virus y parásitos) 

que se han identificado como causantes de ETA’s; sin embargo, las bacterias son los agentes 

etiológicos más frecuentes (Fernández, 2000). Además, se ha observado que las bacterias 

patógenas emergentes como Listeria monocytogenes, algunos serovares de Salmonella (S. 

typhimurium y S. enteritidis), Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica y Escherichia coli 

O157:H7 han prevalecido durante los últimos veinte años, por lo que resulta de gran 

importancia su estudio (Fernández, 2000). 

2.3. Listeria monocytogenes 

Son bacilos cortos Gram positivos de 0.4-0.5 µm x 0.5-2 µm no esporulados, se presentan 

aislados o en cadenas cortas y con menor frecuencia en filamentos largos. Su temperatura 

óptima de crecimiento es a 37 °C, pero posee movilidad a temperaturas entre 20-25°C. Son 

anaerobios facultativos, quimioorganotróficos, oxidasa negativos y positivos a las pruebas 

de catalasa, urea, hipurato de sodio e hidrólisis de esculina. También es positivo a la prueba 

de CAMP (beta-hemolítico) y fermenta manitol, xilosa y ramnosa (Ferreira et al., 2014). En 

agar soya tripticaseína con extracto de levadura se observan colonias iridiscentes al hacer 

incidir luz blanca a 45° (iluminación de Henry). En agar Oxford modificado se observan 

colonias negras con halo negro sobre la superficie clara del medio, el ennegrecimiento del 

medio es debido a la hidrólisis de esculina. En medio SIM, Listeria monocytogenes presentan 

movilidad con forma de paraguas (MacFaddin, 2003). 

Listeria monocytogenes es un patógeno oportunista causante de listeriosis humana y animal. 

Afecta principalmente a personas inmunosuprimidas como embarazadas, recién nacidos y 

ancianos, causando los siguientes síntomas: fiebre, cefaleas, náuseas, diarrea, vómito y 

fotofobia, y en casos severos puede causar meningitis, septicemia, endocarditis, encefalitis y 

en embarazadas es muy probable el aborto. Por otra parte, la listeriosis animal afecta 

comúnmente a borregos, cabras, bovinos, porcinos y aves. Los síntomas de éstos, incluye 

encefalitis, mastitis, parálisis muscular y aborto en hembras preñadas (Fernández, 2000).  
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2.3.1. Mecanismo de patogenicidad 

Su mecanismo de patogenicidad es de tipo intracelular, migrando de una célula huésped a otra 

mediante la polimerización de la actina (Apurba y Sandhya, 2015). Tal como se observa en la figura 

1, la bacteria produce una toxina hemolítica y citotóxica, la listeriolisina O, la cual le permite 

sobrevivir dentro de los macrófagos. Esta hemolisina rompe las membranas de los fagolisosomas e 

inhibe el procesamiento del antígeno mediado por los macrófagos (Forbes et al., 2004; Madigan et 

al., 2012). 

 

Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de L. monocytogenes (Modificado de Cabrita et al., 2014). 

 

El mecanismo de patogenicidad de Listeria monocytogenes se divide en cuatro etapas: 

internalización, evasión de la vacuola intracelular, nucleación de filamentos de actina y 

expansión de célula a célula (Cabrita et al., 2014). 

2.3.2. Fuentes de aislamiento de L. monocytogenes 

L. monocytogenes es una bacteria omnipresente y común en el medio ambiente. Se aísla de 

ecosistemas relacionados con el procesado de alimentos, de animales terrestres o acuáticos y 

de animales para el consumo humano. Se encuentra en los productos lácteos no 

pasteurizados, así como vegetales, carnes y pescado y en diversos alimentos preparados, 

siendo capaz de crecer a temperaturas de refrigeración. Aparentemente, su hábitat primario 

es la tierra y la materia vegetal, en donde persiste como saprófito (Fernández, 2000). 

2.3.3. Brotes de Listeria 

La mayoría de los brotes de Listeria se han registrado en Estados Unidos y gran parte de los 

países europeos (Fernández, 2000). El brote más reciente fue en 27 estados europeos en el 

2013, de acuerdo a la EFSA (Buchanan et al., 2017). En México no existen datos exactos 

sobre la incidencia de la listeriosis ya que la información con la que se cuenta es insuficiente. 
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Al respecto, en una revisión de 1982 a 2006 se notificaron 14 casos. Entre los pacientes 

afectados se incluían neonatos, niños inmunocomprometidos y adultos con cirrosis hepática 

y enfermedad del tejido conectivo (Castañeda-Ruelas, 2014). 

2.4. Escherichia coli 

Es una bacteria comensal predominante en la microbiota de los seres humanos. Son bacilos 

Gram negativos cuyas dimensiones son de 1.1-1.5 µm x 2.0-6.0 µm, presente en parejas o 

aislada. Su temperatura óptima de crecimiento es 37 °C. Muchas cepas poseen cápsulas o 

microcápsulas. Su movilidad es por flagelos perítricos o pueden ser inmóviles. Son 

anaerobios facultativos, quimioorganotróficos y fermentadores de lactosa. Son positivos a 

las pruebas de catalasa, indol y rojo de metilo, pero son negativos a la oxidasa, citrato, urea 

y producción de ácido sulfhídrico. Además, presentan la enzima ornitina descarboxilasa y 

lisina descarboxilasa (MacFaddin, 2003). 

Aunque E. coli está identificada como una bacteria comensal, existen cepas patógenas, las 

cuales se clasifican en varias categorías, basándose en la toxina que producen y en la 

enfermedad que causan, ya sea a nivel intestinal o extraintestinal (Madigan et al., 2012; 

Kaper et al., 2004). Actualmente, las cepas patógenas entéricas de E. coli se dividen en siete 

patotipos: E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), 

E.coli adherente invasiva (AIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Croxen et al., 

2013). De forma específica, el patotipo EHEC se caracteriza por causar diarrea con sangre a 

nivel del intestino grueso (colitis hemorrágica) y en casos más graves produce SUH, el cual 

se caracteriza por la presencia de anemia hemolítica, trombocitopenia e insuficiencia renal 

aguda (Kaper et al., 2004). 

2.5. Escherichia coli enterohemorrágica 

EHEC es productora de dos potentes citotoxinas conocidas como verotoxinas (VT1 y VT2), 

las cuales son liberadas en el colon e inducen la respuesta inflamatoria del huésped mediante 

una lesión de adherencia/borrado (lesión A/E) a las células del epitelio intestinal. Además, 

estas toxinas dañan las células endoteliales del glomérulo al producir la vasoconstricción de 

los capilares glomerulares debido a la oclusión por plaquetas y fibrina, desencadenando 

insuficiencia renal en el SUH (Tang et al., 2015). 
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Existen cerca de 400 serotipos identificados; sin embargo, el serotipo O157:H7 es el más 

comúnmente identificado. Este serotipo es similar a E. coli comensal, a excepción de que no 

fermenta el sorbitol, no produce la enzima β-glucuronidasa y es incapaz de desarrollarse a 

una temperatura superior a 42 °C (Fernández, 2000). 

2.5.1. Fuente de aislamiento de EHEC 

La fuente de aislamiento más frecuente son las muestras fecales de pacientes con diarrea 

(Fernández, 2000). Dentro de la industria láctea y cárnica es de importancia debido a que el 

ganado bovino es el principal reservorio y, por lo tanto, EHEC puede estar presente en la 

carne y leche cruda. E. coli O157:H7 está frecuentemente asociada con el consumo de carne 

de res y sus derivados, como carne molida y salchichas, vegetales crudos (alfalfa, rábanos, 

espinacas, lechuga, zanahoria) así como jugos de frutas pasteurizados de forma inadecuada 

(Croxen et al., 2013; Fernández, 2000). 

2.5.2. Brotes de EHEC 

Los brotes más frecuentes por cepas patógenas de E. coli se reportan en países desarrollados 

como Estados Unidos, Canadá y países de Europa (Fernández, 2000). En el 2011, se reportó 

un brote por EHEC serotipo O104:H4 en Alemania relacionado con el consumo de germen 

de cereal (Radosavljevic et al., 2014). Hasta el momento, no existen reportes en México de 

cuadros de colitis hemorrágica o SUH relacionados con el aislamiento de EHEC O157: H7, 

o algún otro serotipo; sin embargo, se ha visto relacionada con diarrea de tipo secretor leve 

o moderada (UNAM, 2011). 

2.6. Importancia de la inocuidad alimentaria 

La inocuidad de los alimentos constituye un aspecto fundamental de salud pública y calidad 

a nivel mundial, debido a las ETA’s, así como la creciente demanda en el abastecimiento de 

productos alimentarios (OMS, 2015). 

La inocuidad alimentaria se define como la ausencia de agentes nocivos a la salud o a la 

integridad de las personas, sean físicos, químicos o biológicos en el alimento (Fernández, 

2000). Asimismo, se concibe como un atributo fundamental de la calidad que debe estar 

presente a lo largo de toda la cadena de producción, puesto que, muchos de los problemas de 

inocuidad de los alimentos tienen su origen desde la producción primaria y se transfiere a 

otras fases como el procesamiento, el empaque, el transporte y aún la preparación del 

producto y su consumo (Kopper et al., 2009; Colombia, 2013). 
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El suministro de alimentos inocuos no sólo contribuye a la seguridad alimentaria y 

nutricional, al bienestar social y a la preservación de la salud, además fortalece las economías 

nacionales, el comercio, el turismo y sirve de fundamento para el desarrollo sostenible (OMS, 

2015). 

2.6.1. Operaciones sanitarias básicas 

La higiene es un aspecto básico en cualquier sector de producción alimentaria. El propósito 

de la implementación de un sistema de higiene es eliminar cualquier microorganismo 

patógeno sobre las superficies de contacto con el alimento. Las Buenas Prácticas de 

Fabricación y el sistema APPCC se han establecido para controlar la calidad y la inocuidad 

de los alimentos (ver figura 2). Este sistema debe basarse en un plan de acción con varias 

etapas que incluyen operaciones de limpieza y desinfección (Hui et al., 2003). 

 

Figura 2. Sistema APPCC. Cualquier empresa involucrada en la manufactura, procesamiento o manejo de 

productos alimenticios puede usar este sistema para minimizar o eliminar peligros de seguridad alimentaria en 

sus productos (Tomado de Seguridad Alimentaria Global, 2017). 

2.6.1.1. Limpieza y desinfección 

La limpieza consiste en la remoción física de materia orgánica o extraña de una superficie, 

usualmente con agua y detergente (Marriot y Gravani, 2006). 
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Es necesario llevar a cabo un adecuado proceso de limpieza para asegurar una desinfección 

eficaz, debido a que algunos productos residuales podrían inactivar el agente desinfectante 

eliminando su efecto biocida (Lelieveld et al., 2016). La mayoría de los productos químicos 

limpiadores empleados en la industria alimentaria son los compuestos alcalinos, actuando 

como detergentes capaces de romper las proteínas por su acción saponificadora debido a la 

presencia de los grupos hidroxilo (Marriott y Gravani, 2006). 

La desinfección consiste en la destrucción de microorganismos patógenos, por medios físicos 

o químicos, aunque no garantiza la eliminación de las esporas bacterianas (US FDA, 2012). 

La acción biocida de los productos desinfectantes depende del tipo de superficie, las 

sustancias interferentes, la temperatura, la carga microbiana, el tipo de microorganismo, la 

concentración del desinfectante, el tiempo de contacto y el pH del desinfectante; sin embargo, 

la limpieza previa de las superficies facilita el contacto directo de los desinfectantes con los 

microorganismos (Marriott y Gravani, 2006). 

2.7. Desinfectantes de uso común 

Los desinfectantes se clasifican de acuerdo a su grupo químico en alcoholes, aldehídos, 

compuestos de amonio cuaternario, compuestos halogenados, derivados de metales pesados 

y biguanidas (ver tabla 1) (Sánchez y Sáenz, 2015). Los desinfectantes utilizados en la 

industria alimentaria y establecimientos de comida varían en su eficacia debido a factores 

como tiempo de exposición, temperatura, concentración, pH, limpieza del equipo, dureza del 

agua y capacidad de adherencia bacteriana (formación de biopelículas). De acuerdo con 

Marriott y Gravani, 2006 y Fontecha y Rodríguez, 2015, un desinfectante ideal debe tener 

las siguientes propiedades: 

 Capacidad de destrucción microbiana (amplio espectro antimicrobiano). 

 No debe transmitir olores ni sabores extraños a los alimentos. 

 Amplia acción bactericida de efecto prolongado a las condiciones de uso (tiempo de 

contacto, pH, temperatura, carga bacteriana). 

 Estable frente a residuos orgánicos y aguas duras. 

 Propiedades no tóxicas y no irritantes. 

 No alterar las superficies a tratar (no corrosivo). 

 Respetar el medio ambiente, facilidad de manejo, bajo costo y 

 No generar resistencia. 
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Tabla 1.Mecanismo de acción de los desinfectantes sobre la estructura bacteriana 

Estructura bacteriana Desinfectante 

utilizado 

Mecanismo de acción 

Pared celular Aldehídos 

Compuestos aniónicos 

Interactúa con grupos –NH2 

Produce lisis celular a concentraciones 

altas 

Membrana externa Alcoholes Produce daño a la membrana mediante 

la desnaturalización de proteínas. 

Membrana externa Aldehídos Produce entrecruzamiento de 

proteínas, ARN y ADN. 

Membrana interna Biguanidas Daño a la membrana y 

desnaturalización de proteínas. 

Membrana interna Compuestos de 

amonio cuaternario 

Daño a la membrana 

Enzimas de unión a la 

membrana, proteínas 

Derivados de metales 

pesados 

Interacción con los grupos tiol. 

ADN Halogenados Inhibición de la síntesis de ADN 

Oxidación de los grupos tiol a 

disulfuros, sulfóxidos y disulfóxidos. 

Enzimas y proteínas Peroxígenos Oxidación de grupos tiol en enzimas y 

proteínas. 

Fuente: Sánchez-Saldaña y Sáenz, 2015 

2.7.1. Resistencia microbiana a los desinfectantes 

El efecto antimicrobiano frente a los desinfectantes es distinto debido a que los 

microorganismos poseen estructuras celulares diferentes. Como resultado, la resistencia a los 

agentes antimicrobianos puede ser una propiedad natural del microorganismo, denominada 

resistencia intrínseca. De forma comparativa, la resistencia adquirida por la mutación o 

transmisión de plásmidos (ADN extracromosómico, autorreplicable) o transposones 

(cassettes de ADN transmisibles) se conoce como resistencia extrínseca (Andreoletti et al., 

2008). A continuación, se muestran los casos de resistencia hasta ahora reportados de E. coli 
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O157:H7 y L. monocytogenes contra desinfectantes de uso en la industria alimentaria (ver 

tabla 2).  

Tabla 2. Bacterias Gram positivas y Gram negativas resistentes a los desinfectantes 

Bacteria  Desinfectante Tipo de 

Resistencia 

Mecanismo de 

resistencia 

 

Fuente 

E. coli O157:H7 Hipoclorito de 

sodio 

Extrínseca Producción de 

proteínas de choque 

térmico (dnaK, 

grpE y lon) 

 

Lisle et al., 

1998 

E. coli O157:H7 Oxicloro Extrínseca Formación de 

biopelícula por 

expresión del 

plásmido pO157. 

 

Wang et 

al., 2016 

L. monocytogenes QAC* Extrínseca Expresión del 

plásmido pLM80 

 

Elhanafi et 

al., 2010 

Algunos autores han reportado resistencia contra P. aeruginosa, S. aureus y diferentes serotipos de 

Salmonella spp, por mencionar algunos (Bragg et al., 2014; Beier et al., 2011; Meyer y Cookson, 2010; 

Braoudaki y Hilton, 2005).*Compuestos de amonio cuaternario 

2.8. Nanotecnología y nanopartículas 

La nanotecnología se define como un área multidisciplinaria dedicada al diseño, 

caracterización, producción y aplicación de estructuras, dispositivos y sistemas a escala 

nanométrica (Royal Society, 2004). Se denominan nanomateriales a aquellos materiales que 

miden entre 1 y 100 nm en al menos una de sus dimensiones (Schmid, 2011). En específico, 

NP´s son nanomateriales que poseen menos de 100 nm en todas sus dimensiones y es debido 

a esta característica que presentan una extensa variedad de aplicaciones, ya que las 

nanopartículas poseen propiedades electrónicas, magnéticas, químicas, ópticas y catalíticas 
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significativamente mejores que los materiales macroscópicos a partir de los cuales son 

diseñados (Zhang et al., 2013). 

A través de la síntesis de nanopartículas, ha surgido una gran variedad de aplicaciones como 

biosensores, catalizadores, anticancerígenos, agentes antimicrobianos y como medios para la 

administración dirigida de fármacos (ver figura 3) (Zhang et al., 2013). 

Figura 3. . Tipos de nanopartículas metálicas y sus aplicaciones biotecnológicas (Mittal et al., 2013) 

Actualmente, se ha logrado la síntesis de nanopartículas metálicas a partir de elementos como 

el oro, plata, cobre, plomo, titanio, zinc, paladio, platino y otros metales pesados (Mittal et 

al., 2013; Nath y Banerjee, 2013). El principal interés de las nanopartículas metálicas se les 

atribuye a las propiedades antimicrobianas que poseen (Pal et al., 2007; Dizaj et al., 2014). 

2.9. AgNP´s 

La plata ha sido utilizada como agente antimicrobiano desde tiempos antiguos. En la Antigua 

Roma y Grecia, la plata era empleada para el control de las infecciones, heridas y 

potabilización del agua (Mikhalovsky y Khajibaev, 2011). Se ha documentado que la plata 

posee un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos y virus (Li et 

al., 2008). Debido a las propiedades conocidas de este metal, las AgNP´s han sido las más 

estudiadas y las mayormente conocidas por sus aplicaciones en el área médica y en la 
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industria alimentaria y textil. Actualmente, se ha observado que las AgNP´s presentan una 

fuerte actividad bactericida contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo 

bacterias multirresistentes (Panáček et al., 2009). En estudios recientes, se ha comprobado 

que las nanopartículas de plata eliminan bacterias a bajas concentraciones (µg/mL) sin causar 

toxicidad en el ser humano (Panáček et al., 2009). 

2.9.1. Mecanismo de acción de las AgNP´s 

Las nanopartículas de plata tienen mayor afinidad hacia las proteínas, ácidos nucleicos y 

otras biomoléculas que contienen azufre y fósforo, alterando funciones celulares importantes 

como la permeabilidad, osmoregulación, respiración celular y la cadena de transporte de 

electrones (Durán et al., 2016). Se han postulado diferentes mecanismos de acción para la 

propiedad antimicrobiana de las nanopartículas de plata. Se ha sugerido que la adhesión de 

las nanopartículas a la superficie de la membrana celular altera la permeabilidad de ésta, 

mediante la degradación de las moléculas de lipopolisacárido, la acumulación de las 

nanopartículas de plata en el interior de la membrana y la formación de “orificios” (Li et al., 

2008). Además, se ha propuesto que los iones plata (Ag+) interaccionan con los puentes 

disulfuro y se unen fuertemente al grupo sulfhidrilo de las enzimas y proteínas bacterianas, 

causando la alteración de los procesos metabólicos y finalmente, la muerte celular (Dizaj et 

al., 2014). Asimismo, se sugiere que las nanopartículas de plata liberan cationes, con lo cual 

se incrementa su efecto biocida (Liu et al., 2010). 

2.9.2. Síntesis de AgNP´s 

Existe una diversidad de métodos físicos, químicos y biotecnológicos para la obtención de 

AgNP´s. Los métodos físicos más utilizados son ablación con láser y condensación de gas 

inerte. Ambas técnicas se consideran una alternativa de "técnica verde" ya que se emplea 

energía para la obtención de AgNP´s; sin embargo, los principales inconvenientes es que son 

métodos de alto costo, se requieren de una cantidad alta de energía por unidad de AgNP´s 

producidas y existe un escaso control sobre la tasa de crecimiento de las mismas (Nath y 

Banerjee, 2013).  

Hay una variedad de métodos químicos como síntesis hidrotermal y solvotermal, método sol-

gel, método coloidal y reducción química, los cuales son ampliamente utilizados por la 

obtención de AgNP´s homogéneas, estables y en un tiempo relativamente corto, pero, por 
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otra parte, el uso de solventes orgánicos conlleva a la generación de residuos tóxicos 

(Romero-Blázquez et al, 2016; Zanella, 2012) 

La síntesis biotecnológica de nanopartículas consiste en una reacción de óxido-reducción 

donde los agentes biológicos reductores son enzimas microbianas o compuestos 

fotoquímicos de plantas y algas con propiedades antioxidantes o reductoras. La síntesis 

microbiológica de nanopartículas tiene la facilidad de producir nanopartículas a macroescala 

sin causar un impacto ambiental nocivo; sin embargo, la producción de microorganismos a 

menudo es más costosa que la producción mediante extractos de plantas, además requieren 

de un tiempo más largo debido al proceso de incubación al cual deben ser sometidos, esto 

con la finalidad de una mayor eficiencia en la reducción de iones metálicos. (Mittal et al., 

2013; Romero-Blázquez et al, 2016). 

Las características más relevantes para el empleo de plantas en la síntesis de nanopartículas 

radican en la fácil disponibilidad, además de ser consideradas por ser grandes acumuladoras 

de metales (como el lirio acuático, que es empleado para el tratamiento de aguas 

contaminadas), son seguras de manejar y además poseen una amplia variedad de metabolitos 

que pueden ayudar a la conformación de las AgNP´s, algunos de estos compuestos son 

terpenoides, flavonoides, cetonas, aldehídos, amidas y ácidos carboxílicos según los estudios 

de espectroscopia infrarroja (IR). Para la producción de AgNP´s utilizando extractos de 

plantas, el extracto vegetal es puesto en agitación con una solución de sal metálica a 

temperatura ambiente. La reacción se completa en minutos. La naturaleza del extracto de la 

planta, la concentración del extracto, la concentración de la sal metálica, el pH, la temperatura 

y el tiempo de contacto se sabe que afectan la tasa de producción de las nanopartículas, su 

estabilidad y otras características (Mittal et al., 2013; Romero-Blázquez et al, 2016). 

2.9.3. Síntesis biotecnológica de AgNP´s con Agave potatorum 

El extracto de A. potatorum posee propiedades antioxidantes que le permiten actuar como un 

bioreductor natural de los iones de plata Ag+ para formar nanopartículas metálicas Ag0.Para 

obtención de los extractos vegetales se emplean hojas basales de A. potatorum cultivadas de 

6 años de edad, éstas son lavadas, cortadas y trituradas. El triturado vegetal es sometido a 

una reacción de reflujo con solventes no tóxicos como agua y etanol. Posteriormente el 

extracto es filtrado, almacenado y se realiza el análisis fitoquímico para la identificación de 

los metabolitos presentes. Para la síntesis de AgNP´s se emplea una solución de AgNO3 a 
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una concentración de 1 mM, posteriormente se agrega el extracto de A. potatorum y se 

mantienen en agitación constante, a 65°C en oscuridad.  La muestra es sometida a un 

tratamiento térmico de 65 °C, con agitación constante y en oscuridad. Se toman alícuotas en 

diferentes tiempos para la cinética de formación de las nanopartículas, tomando en cuenta el 

vire de color en el momento de la reacción (iniciando con un color verde a un color marrón) 

y los volúmenes del extracto. El cambio de color de verde a marrón es debido a la interacción 

con los metabolitos bioreductores presentes en el extracto acuoso y etanólico, durante la 

reacción, este vire se intensifica al pasar el tiempo. El cambio de color evidencia la reducción 

de los iones de Ag+ a Ag°, generando la nucleación y la consecuente formación de AgNP´s. 

La presencia de AgNP´s obtenidas a partir de extractos de A. potatorum en medio acuoso y 

etanólico, se puede corroborar por espectrofotometría UV-Vis, MET en donde se observa la 

presencia de partículas aproximadamente esféricas de un tamaño entre 1-40 nm (Romero-

Blázquez et al., 2016; Tovar-Corona et al., 2017; Moreno-Luna et al., 2016). 

2.9.4. Las AgNP´s en la industria alimentaria 

Se han encontrado diversas aplicaciones de las nanopartículas de plata en paneles de 

refrigeradores y frigoríficos, así como en recipientes de almacenamiento, líneas de envasado 

y otras superficies destinadas a estar en contacto con los alimentos como tablas de cortar, 

bajo el sustento de conservar los alimentos por más tiempo mediante la inhibición del 

crecimiento microbiano (Esparza et al., 2015; Chaudhry et al., 2008). 

2.9.5. Alcances y limitaciones del uso de las AgNP´s como agentes desinfectantes 

La fabricación de AgNP´s puede ser por métodos físicos, químicos o biológicos. En el caso 

de los métodos químicos, se llevan a cabo procesos de reducción química, técnicas 

electroquímicas y fotoquímicas. La ventaja de este método es que se obtienen dispersiones 

coloidales estables de la forma y el tamaño deseados; sin embargo, el empleo de productos 

químicos como agentes reductores o agentes estabilizantes, resultan potencialmente tóxicos 

para el medio ambiente y los sistemas biológicos (Das y Velusamy, 2013; Flores, 2014). 

En vista de la sostenibilidad ambiental, existe una necesidad urgente de desarrollar procesos 

de síntesis verde de nanopartículas. La síntesis verde de AgNP´s implica tres pasos 

principales, que incluyen (a) la selección del medio disolvente, (b) la selección de agentes 

reductores ecoamigables, y (c) la selección de sustancias no tóxicas para la estabilidad de las 

AgNP´s. A diferencia de los métodos químicos y físicos, la síntesis verde de AgNP´s tiene 



15 

 

la ventaja de su obtención a partir de materia prima renovable, en un tiempo relativamente 

corto y con un costo de producción económico, haciendo su desarrollo sustentable y viable. 

Por lo tanto, la síntesis biológica de AgNP´s ha tenido mayor relevancia en los últimos años 

(Das y Velusamy, 2013). 

Otra de las características de mayor interés en la aplicación de AgNP´s, es la baja 

probabilidad para desarrollar resistencia bacteriana en comparación con otros agentes 

antimicrobianos (QAC’s, triclosán) (Flores, 2014). 

Dentro de las limitaciones para el uso y desarrollo de las AgNP´s está su relación con la 

toxicidad propia de las sales de plata. A este respecto, se ha reportado la aparición de argiria, 

enfermedad caracterizada por una coloración gris en piel y ojos, en heridas abiertas tratadas 

con concentraciones excesivas de Ag. Por otra parte, en investigaciones que involucran 

estudio de cultivos celulares como células hepáticas humana, células HeLa y fibroblastos, se 

considera que las AgNP´s son tóxicas ya que provocan daños en la respiración celular y ciclos 

de división celular. En otros estudios se sugiere que, por sus dimensiones y propiedades 

físicas y químicas, las AgNP´s pueden generar daños en el medioambiente debido a su 

acumulación; sin embargo, debido a la variabilidad en su concentración, tiempo de 

exposición, tamaño y forma de las AgNP´s, este tema continúa en debate (Flores, 2014). 

2.10. Métodos para la evaluación de la actividad antimicrobiana 

El manual de CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) establece procedimientos 

estándar para determinar la sensibilidad bacteriana de agentes antimicrobianos. Los métodos 

de evaluación se clasifican en cualitativos, como la técnica de difusión en disco y 

cuantitativos como la dilución en caldo o agar (CLSI M100-S22, 2012). Para la adición del 

inóculo bacteriano, el CLSI recomienda la preparación de un estándar 0.5 McFarland (1-2 X 

108 UFC/mL) para la técnica de difusión en disco y un estándar equivalente a 5 X105 UFC/mL 

para la dilución en caldo o agar (Henry, 2005). 

2.10.1. Métodos cualitativos 

Se denominan métodos cualitativos a aquellos procedimientos que permiten clasificar 

directamente a un organismo como sensible o resistente (Taroco et al., 2006). 
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2.10.1.1. Método de difusión en disco 

Esta técnica consiste en colocar discos de papel filtro que contienen una concentración 

conocida del agente antimicrobiano sobre una placa de agar previamente inoculada con una 

suspensión de bacterias de aproximadamente 1-2X108 UFC/mL. De acuerdo con el diámetro 

de inhibición alrededor del disco, se determina si la bacteria es sensible o resistente (CLSI 

M02-A11, 2012). La ventaja de este método es la posibilidad de evaluar múltiples agentes 

antimicrobianos y concentraciones a la vez frente a uno o varios microorganismos; sin 

embargo, la utilización de la técnica dependerá siempre de la difusión del agente en el medio 

(Flores, 2014). 

2.10.2. Métodos cuantitativos 

Los métodos cuantitativos son aquellos procedimientos que permiten determinar la CMI y la 

CBM (Taroco et al., 2006). 

2.10.2.1. Concentración mínima inhibitoria 

Se denomina CMI a la concentración más baja de un agente antimicrobiano que impide el 

crecimiento visible de un microorganismo en una prueba de sensibilidad de dilución en agar 

o caldo (CLSI M07-A9, 2012). 

La metodología más común para la determinación de la CMI es la que utiliza diluciones 

seriadas al medio (por Ej. 1, 2, 4, 8,16 µg/ml, etc.). También existen otros esquemas de 

dilución, que utilizan hasta dos concentraciones, concentraciones "Breakpoint" o que agregan 

concentraciones entre las que se ensayan normalmente (por Ej. 4, 6, 8, 12, 16 µg/ml). Cuando 

se produce inhibición del crecimiento con la menor concentración utilizada, el verdadero 

valor de la CMI no se puede determinar exactamente y debe informarse como igual o menor 

que dicha concentración. Cuando se ensayan concentraciones adicionales entre las usuales y 

la CMI es una de esas concentraciones intermedias, la interpretación de la prueba se debe 

hacer después de redondear el valor a la próxima superior dilución al medio del esquema 

normal (por Ej. una CMI de 6 µg/mL se debe redondear a 8 µg/mL y luego interpretar) (CLSI 

M07-A9, 2012). 
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2.10.2.2. Concentración bactericida mínima 

Se define como CBM a la mínima concentración de un agente antimicrobiano que, en un 

período de tiempo predeterminado, es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una 

población bacteriana previamente estandarizada (Taroco et al., 2006). 

2.10.2.3. Método de dilución del agar 

Esta técnica se utiliza para determinar la sensibilidad antimicrobiana. El agente 

antimicrobiano se incorpora dentro del medio con agar, de tal manera que cada placa 

contenga distintas concentraciones del agente antimicrobiano. Los inóculos de los distintos 

microorganismos se aplican rápida y simultáneamente sobre la superficie del agar utilizando 

replicadores. La mayoría de los replicadores transfieren de 32 a 36 inóculos por placa (CLSI 

M07-A9, 2012). 

2.10.2.4. Macrodilución 

La técnica de macrodilución se basa en la determinación del crecimiento del microorganismo 

a distintas concentraciones del agente antimicrobiano, el cual se diluye en tubos de ensayo 

con caldo. En cada tubo se obtiene un volumen final de 2 mL que corresponde a 1 mL de la 

dilución de agente antimicrobiano y 1 mL de la suspensión bacteriana estandarizada (CLSI 

M07-A9, 2012). 

Para el caso de la microdilución, se adicionan volúmenes pequeños de caldo en una 

microplaca de 96 pocillos, ya que cada pocillo tiene un volumen final de 100 µL (CLSI M07-

A9, 2012). 

2.10.2.5. Vertido en placa 

Este método se utiliza para cuantificar microorganismos viables o UFC presentes en un 

gramo o mililitro de muestra. A partir de la muestra, se preparan diluciones decimales 

seriadas, después se deposita un volumen de cada dilución en diferentes placas con agar 

fundido, se homogeneizan y se dejan gelificar. Posterior al tiempo de incubación, se cuentan 

las colonias visibles y el valor se reporta en unidades formadoras de colonias por volumen 

de muestra (UFC/mL) (Jay et al., 2005). Después de la incubación, se observan el 

crecimiento de las placas y se seleccionan las que sean representativas. Se consideran placas 

representativas aquellas que tienen un número de colonias dentro del rango de sensibilidad 

del método (25-200 UFC/g, UFC/mL) (Yousef y Carlstrom, 2006). 
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3. MARCO DE REFERENCIA 

Panáček et al., 2006 reportaron estudios de AgNP´s contra varias cepas resistentes a 

antibióticos: P. aeruginosa, S. epidermidis resistente a meticilina, S. aureus resistente a 

meticilina, E. faecium resistente a vancomicina y K. pneumoniae productora de BLEE. En 

este trabajo se determinó la CMI y la CBM de las AgNP´s por la técnica de microdilución y 

se observó que a concentraciones de 1.69 µg/mL se logró presentar un efecto bacteriostático 

y bactericida. 

Ruparelia et al., 2008, utilizaron la técnica de difusión en disco para evaluar la actividad 

antibacteriana de AgNP´s entre E. coli, B.subtilis y S. aureus y además determinaron la CMI 

y la CBM de las AgNP´s por cultivo discontinuo (culture-batch). En el ensayo de difusión en 

disco, se observaron diámetros de inhibición de 15 mm, 11 mm y 16 mm para E. coli, 

B.subtilis y S. aureus, respectivamente. Por otra parte, en la determinación de la CMI, E.coli 

presentó la mayor sensibilidad (40 µg/mL) a las AgNP´s a comparación de B.subtilis (120 

µg/mL) y S. aureus (120 µg/mL). De igual manera, para la CBM se obtuvieron resultados 

similares (E.coli, 60 µg/mL, B.subtilis160 µg/mL y S.aureus160 µg/mL). De esta manera, 

los autores concluyeron que las AgNP´s presentaron actividad antimicrobiana. 

En 2010, Krishnaraj et al., reportaron la CMI de AgNP´s sintetizadas a partir de extracto de 

hojas de cupamení de la India (Acalypha indica) contra E. coli y V. cholerae a través del 

método de viabilidad celular MTT. Este mismo ensayo se realizó y se comparó con el nitrato 

de plata. La CMI para E. coli y V. cholerae fue de 10 µg/mL para las AgNP´s y de 20 µg/mL 

para el nitrato de plata, por lo que se demostró que las AgNP´s presentaron mayor actividad 

antimicrobiana que el nitrato de plata. 

También, Lara et al., 2010, determinaron la CMI y la CBM de las AgNP´s contralas 

siguientes cepas resistentes: S. aureus resistente a meticilina, E. coli O157:H7 resistente a 

ampicilina y P. aeruginosa multirresistente, así como, cepas sensibles (S.aureus, E. coli y P. 

aeruginosa) utilizando la técnica de microdilución. La CMI para las seis cepas probadas fue 

de 30 mM y la CBM de 100 mM. De acuerdo a los resultados obtenidos, no hubo una 

diferencia significativa dela CMI y CBM entre las cepas resistentes y sensibles, por lo cual 

las AgNP´s probadas mostraron una actividad antimicrobiana eficaz. 

Greulich et al., 2012, compararon el efecto antimicrobiano de AgNP´s contra E. coli y S. 

aureus utilizando la técnica de macrodilución. Este mismo ensayo se realizó y se comparó 

con el acetato de plata; sin embargo, debido a la turbidez de las AgNP´s solo fue posible 
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determinar las CMI y CBM del acetato de plata (CMI, 0.5 ppm y CBM, 1.25 ppm; para E. 

coli y S. aureus). 

Nabikhan et al, 2010, utilizaron la técnica de difusión en disco para evaluar la actividad 

antibacteriana de AgNP´s obtenidas a partir de extracto de verdolaga de playa (Sesuvium 

portulacastrum) entre P. aeruginosa, S. aureus, L. monocytogenes, M. luteus y K.  

pneumoniae. En el ensayo de difusión en disco, se observaron diámetros de inhibición de 18 

mm, 22 mm, 20 mm, 13 mm y 12 mm e forma respectiva para las bacterias evaluadas.  

De manera similar, Petrus et al, 2011 realizaron por macrodilución la CMI y la CBM de 

AgNP´s frente a Listeria monocytogenes, Salmonella Typhi, S. aureus, B. cereus, EHEC 

O157:H7, V. parahaemolyticus y Vibrio cholerae. De acuerdo a los resultados, la CMI fue 

de 7.74-24.58 µg/mL, mientras que la CBM fue mayor a 100 µg/mL para las siete cepas 

evaluadas. 

Para el año 2013, Das y Velusamy determinaron la actividad antimicrobiana de AgNP´s 

sintetizadas a partir de extracto de hojas de romero (Rosmarinus officinalis) contra cepas de 

P. aeruginosa y S. aureus por el método de dilución en caldo. Los autores reportaron que las 

AgNP´s inhibieron el crecimiento de P. aeruginosa en un 95.52% y S. aureus en un 62.73% 

a una concentración de 20 µg/mL. A partir de estos resultados, fue posible concluir que las 

AgNP´s poseen un efecto antimicrobiano contra patógenos de interés clínico. 

De forma similar, Zhang et al., 2013 reportaron estudios de la capacidad inhibitoria de 

AgNP´s sintetizadas a partir de extracto de hojas de sábila (Aloe vera) contra cepas de E. coli 

y S. aureus por el método de difusión en disco. Para este ensayo se utilizó extracto de Aloe 

vera y gentamicina (40 UI/mL) como control positivo. En los resultados no se reporta el 

diámetro de inhibición de la gentamicina, pero al comparar el diámetro de inhibición de las 

AgNP´s (7.5 mm para S. aureus y 8.0 mm para E. coli) con el extracto de Aloe vera (6.1 mm 

para S. aureus y 8.0 mm para E.coli) Zhang et al., demostraron que las AgNP´s presentaban 

una mayor actividad antimicrobiana sobre S. aureus y E. coli con respecto al extracto de Aloe 

vera. 

En 2014, Agnihotri et al., utilizaron la técnica de difusión en disco para comparar la actividad 

antibacteriana de AgNP´s entre las cepas E. coli MTCC 443 y S. aureus NCIM 5201. 

Además, realizaron curvas de cinética de muerte bacteriana para la obtención de la CMI y la 

CBM, utilizando un control positivo (medio de cultivo + AgNP´s sin inóculo) y un control 

negativo (medio de cultivo + inóculo sin AgNP´s). En dicho estudio, se observó que el 
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diámetro de inhibición máximo fue de 12.4 mm para E. coli, los resultados para S. aureus no 

se reportaron. Respecto al ensayo de cinética de muerte, los autores obtuvieron la CMI y la 

CBM para E. coli MTCC 443 (30 y 40 µg/mL) y para S. aureus (80 y 100µg/mL). Con esto, 

se concluyó que la actividad antibacteriana de las AgNP´s es dependiente del tiempo, forma 

y tamaño de las nanopartículas. 

Zarei et al., 2014 determinó la CMI, la CBM y el TMC de AgNP´s de la marca comercial 

NanoCid L200® para S. typhimurium, V. parahaemolyticus, L. monocytogenes y EHEC 

O157:H7, reportando la CMI en un rango de 3.12-6.25 µg/mL, mientras que la CBM fue la 

misma para las 4 bacterias evaluadas (6.25 µg/mL). Por otra parte, el TMC obtenido fue de 

5 horas para Vibrio parahaemolyticus, de 6 horas para S. typhimurium y EHEC O157:H7 y 

de 7 horas para L. monocytogenes. 

Ibrahim, 2015 comparó la actividad antibacteriana de AgNP´s sintetizadas con extracto de 

cáscara de plátano (Musa paradisiaca) entre B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa y E. coli 

utilizando la técnica de difusión en capilar en placas con agar nutritivo. El autor utilizó como 

control positivo nitrato de plata (AgNO3) a las mismas concentraciones que las AgNP´s. Los 

resultados obtenidos mostraron que el diámetro de inhibición de las AgNP´s (12-20 mm) fue 

significativamente mayor que el del AgNO3 (10-17 mm), por lo que Ibrahim concluyó que 

las AgNP´s presentaban una mayor actividad antibacteriana con respecto a la sal de plata. 

Ravichandran et al., 2016 investigaron la actividad antimicrobiana de AgNP´s sintetizadas 

con extracto de hojas del árbol del pan (Atrocarpus altilis) contra S. aureus, E. coli y  P. 

aeruginosa por la técnica de difusión en capilar utilizando estreptomicina (20 µg/mL) y 

extracto de Atrocarpus altilis (50 µg/mL) como controles. De acuerdo a los resultados, los 

diámetros de inhibición en promedio para las tres cepas fueron: 5 mm, 7 mm y 9 mm para el 

extracto de Atrocarpus altilis, AgNP´s y la estreptomicina respectivamente, por lo que se 

demostró la capacidad inhibitoria de las AgNP´s. 

Recientemente, Lekshmi et al., 2017, reportaron el efecto antimicrobiano de AgNP´s 

sintetizadas con extracto de ajo y cebolla (Allium sp.) por la técnica de difusión en disco 

contra E.coli, Proteus sp., Klebsiella sp., Staphylococcus sp., Enterobacter sp., Bacillus sp. 

Y Pseudomonas sp. El diámetro promedio de inhibición de las AgNP´s fue de 12 mm, 

observándose una buena actividad antimicrobiana frente a las siete cepas. 
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Asimismo, Sarsar et al., 2017, compararon la eficacia antimicrobiana de AgNP´s sintetizadas 

con extracto de hojas de mango (Mangifera indica) contra E. coli, S. aureus, P.  fragi, B. 

subtilis, S. agalactiae y P. vulgaris por la técnica de difusión en capilar. En este estudio se 

observó que el diámetro de inhibición de las AgNP´s para las seis cepas probadas fue de 14 

mm, por lo cual se logró comprobar que las AgNP´s presentaban capacidad inhibitoria frente 

a bacterias Gram positivas y negativas, así como géneros bacterianos diferentes. 

De manera similar, Shivakumar et al., 2017, evaluaron la actividad antimicrobiana de 

AgNP´s sintetizadas con extracto de madera de eucalipto (Eucalyptus) por la técnica de 

difusión en capilar contra cepas resistentes de S. aureus (MTCC-7443), E. coli (MTCC-7410) 

y P. aeruginosa (MTCC-7903) utilizando amoxicilina como control. El diámetro de 

inhibición de las AgNP´s para las tres cepas probadas fue de 17 mm y el de la amoxicilina 

fue de 18 mm. A partir de estos resultados, fue posible concluir que las AgNP´s poseen un 

efecto antimicrobiano y además un posible uso terapéutico. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La desinfección de superficies en contacto con los alimentos es indispensable para el control 

de la inocuidad alimentaria y prevención de las ETA’s; sin embargo, se ha observado que 

algunas bacterias patógenas aisladas de superficies alimentarias han adquirido resistencia al 

desinfectante utilizado después del proceso de desinfección. Al mismo tiempo, se ha 

reportado la presencia de bacterias con mecanismos de resistencia cruzada entre antibióticos 

y desinfectantes. Ante este problema emergente, surge la necesidad de estudiar nuevos 

compuestos con propiedades antimicrobianas para su aplicación como desinfectantes en 

superficies de contacto con los alimentos. Un posible agente desinfectante son las AgNP´s, 

ya que se ha descrito en diversos estudios que las nanopartículas metálicas poseen 

propiedades antimicrobianas. Por todo lo anterior, se plantean la siguientes pregunta:  

1) ¿Las AgNP´s poseerán actividad antimicrobiana contra EHEC O157:H7 y L. 

monocytogenes y cuál será la CMI, la CBM y el TMC requerido para estas dos bacterias? 
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5. JUSTIFICACIÓN 

Ante la aparición de bacterias resistentes a los desinfectantes de uso común, surge la 

necesidad de buscar nuevos compuestos antimicrobianos capaces de eliminar cepas 

patógenas en superficies inertes que además cumpla con las características de ser un 

desinfectante ideal, esto es, no tóxico, económico y sin impacto ambiental. 

El uso de desinfectantes con base de plata es muy frecuente, puesto que se conocen las 

propiedades antimicrobianas de la plata desde la antigüedad. Además, este metal posee un 

amplio espectro contra bacterias, hongos y levaduras, virus y protozoos y es poco común la 

aparición de microorganismos resistentes.  

El desarrollo de un desinfectante a base de nanopartículas de plata es una alternativa para la 

desinfección de superficies alimentarias, ya que sería posible la destrucción de 

microorganismos sin causar efectos tóxicos en los seres vivos y en el ambiente y, además, se 

ha observado que las nanopartículas de plata actúan como mecanismos de liberación continua 

de iones plata. 

La presente investigación servirá para evaluar la actividad antimicrobiana de nanopartículas 

de plata contra dos de las principales bacterias patógenas asociadas a ETA’s y cuantificar su 

dosis de aplicación mediante la obtención de la CMI para determinar si es posible su 

aplicación como desinfectante en superficies de contacto con alimentos. 
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6. OBJETIVOS 

General 

Evaluar la actividad antibacteriana de las AgNP´sAc y AgNP´sEt obtenidas de A. potatorum 

contra L. monocytogenes y EHEC O157:H7 mediante la cuantificación del crecimiento 

bacteriano (UFC/mL) para su posible uso como desinfectante de superficies alimentarias. 

Específicos 

 Comparar el efecto antibacteriano de las AgNP´s con sus precursores (AgNO3 y extractos 

de A. potatorum en solución acuosa y etanólica) mediante la técnica macrodilución y 

vertido en placa para comprobar el efecto antibacteriano de las AgNP´s.  

 Determinar la CMI de las AgNP´s mediante las técnicas de macrodilución para evaluar 

la actividad bacteriostática de las nanopartículas de plata. 

 Determinar la CBM de las AgNP´s mediante las técnicas de vertido en placa para evaluar 

la actividad bactericida de las nanopartículas de plata. 

 Determinar el TMC de las AgNP´s para actuar como bacteriostático y bactericida a través 

de las técnicas de macrodilución y vertido en placa. 
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7. HIPÓTESIS 

Hipótesis nula: Las AgNP´s de extracto A. potatorum en solución acuosa y etanólica, no 

poseen actividad bactericida contra EHEC O157:H7 y L. monocytogenes. 

Hipótesis alternativa: Las AgNP´s de extracto A. potatorum en solución acuosa y etanólica 

poseen actividad bactericida contra EHEC O157:H7 y L. monocytogenes. 
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8. DISEÑO DE ESTUDIO 

a) Tipo de estudio: 

Estudio transversal, prospectivo, comparativo y descriptivo 

b) Universo de estudio: 

Cepas de L. monocytogenes ATCC 7644 y EHEC O157:H7 aislada de muestra clínica   

c) Tamaño de la muestra: 

Nanopartículas de plata obtenidas de A. potatorum en solución acuosa y solución 

etanólica a una concentración de 107 µg/mL. 

d) Sede y Lugar de estudio: 

Laboratorio de Microbiología de la UPMP y Laboratorio de Microbiología de la 

Facultad de Ciencias Químicas de la BUAP. 

e) Criterios de selección:  

Criterios de inclusión: Cepas de L. monocytogenes ATCC 7644 y EHEC O157:H7 

aislada de muestra clínica, AgNP´s en obtenidas de A. potatorum en solución acuosa 

(AgNP´sAc) y solución etanólica (AgNP´sEt). 

Criterios de exclusión: Cepas que no son L. monocytogenes ATCC 7644 o EHEC 

O157:H7 aislada de muestra clínica, nanopartículas de otro metal diferente a la plata 

(nanopartículas de cobre, zinc, platino, etc.) que no son obtenidas de A. potatorum, 

nanopartículas en estado sólido o liofilizadas. 

f) Recursos humanos:  

1) Director: M.C. Enrique Rodríguez Zitlalpopoca 

2) Asesor: M.C. Gloria León Tello 

3) Tesista: pQFB. Yasmín Perlita Muñíz Soperánez 

g) Recursos financieros: 

Los recursos para la presente investigación serán proporcionados por la D.C. 

Alejandra Tovar Corona, responsable del Laboratorio de Investigación de 

Nanobiotecnología Aplicada de la UPMP, así como por el M.C. Gloria León Tello, 

responsable del Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas, 

BUAP. 
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h) Diseño de estudio: 

Se utilizará estadística descriptiva y la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para 

la comparación de los valores de la CMI, CBM y tiempo mínimo de contacto de las 

cepas de L. monocytogenes y EHEC O157:H7. 
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9. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

Para la realización de este estudio se utilizaron AgNP´s con una concentración de 107 μg/mL 

en solución acuosa y etanólica. Se emplearon cepas de EHEC O157:H7 y L. monocytogenes. 

Las soluciones de AgNP´s fueron proporcionadas por el Laboratorio de Investigación de 

Nanobiotecnología Aplicada, las cepas bacterianas fueron otorgadas por el cepario del 

Laboratorio de Microbiología de la UPMP y caracterizadas en el Laboratorio de 

Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas BUAP. La metodología que se llevó a 

cabo se describe a continuación y está resumida en el diagrama general de trabajo (Jay et al., 

2005). 

9.1. Descripción de las AgNP´s 

Las AgNP´s utilizadas para este trabajo fueron obtenidas a partir de A. potatorum y AgNO3. 

las cuales se encuentran en una solución acuosa y etanólica, tienen un color marrón oscuro, 

el cual es atribuido a la reacción de reducción de los iones de Ag+ a Ag°. El tamaño de las 

nanopartículas oscila entre los 10-40 nm y presentan una morfología aproximadamente 

esférica. Asimismo, se ha reportado que los extractos acuosos y etanólicos de A. potatorum, 

caracterizados por análisis fitoquímico, contienen metabolitos que funcionan a la vez como 

agentes reductores y estabilizantes, encontrándose que las AgNP´sAc contienen fenoles, 

saponinas, carbohidratos y esteroles y las AgNP´sEt poseen flavonoides, fenoles, saponinas, 

carbohidratos y esteroles (Romero-Blázquez et al., 2016; Tovar-Corona et al., 2017; 

Moreno-Luna et al., 2016). 

9.2. Identificación de las cepas 

Para la identificación fenotípica de las cepas se hizo tinción de Gram, prueba de catalasa y 

oxidasa, en el caso de L. monocytogenes, ésta se cultivó en los medios Oxford, PALCAM, 

cromogénico, bilis esculina, gelosa sangre carnero, se realizó la prueba de CAMP y se 

inoculó por picadura en medio TSI y en medio SIM. Para la identificación bioquímica de 

EHEC O157:H7 se hizo siembra en medio MacConkey con lactosa, MacConkey con sorbitol, 

agar cromogénico y se inoculó por picadura en medio TSI, MIO, LIA, citrato y urea. 

Posteriormente se hizo una resiembra de las cepas en medios nutritivos para la obtención de 

cultivos puros. Para la conservación de las cepas se utilizó caldo adicionado con glicerol al 

20% y se mantuvo a -20°C. 
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9.3. Comparación del efecto antibacteriano de las AgNP´s y sus precursores 

Para demostrar el efecto de AgNP´s y descartar la acción de los precursores, se comparó el 

efecto antibacteriano de la sal de plata (AgNO3), los extractos vegetales de A. potatorum en 

solución acuosa y etanólica y las AgNP´s obtenidas por dichos precursores. Las cepas de 

prueba (L. monocytogenes y EHEC O157:H7) se cultivaron en caldo infusión cerebro 

corazón a 37°C, 24 horas antes de los ensayos. Se preparó un estándar 0.5 McFarland (1.0 x 

108 UFC/mL) de las cepas y se mantuvo en contacto 30 minutos con los precursores: AgNO3 

(107 µg/mL), extracto acuoso y etanólico de A. potatorum, AgNP´sAc (107 µg/mL)  y 

AgNP´sEt (107 µg/mL). Posteriormente se realizaron 6 diluciones decimales seriadas. De 

cada dilución se tomó un mililitro y se sembró en agar Mueller-Hinton por vertido en placa, 

se incubó a 37 °C durante 24 horas. Se realizó el mismo procedimiento para el control de 

crecimiento de L. monocytogenes y EHEC O157:H7. Después de la incubación se hizo el 

recuento bacteriano (UFC/mL).   

9.4. Determinación de la CMI de las AgNP´s 

Previo al ensayo, se hizo una resiembra de las cepas en agar soya tripticaseína y se mantuvo 

en incubación a 37 ºC, 24 horas. Para la obtener la CMI se hicieron diluciones seriadas a la 

mitad del agente antimicrobiano de prueba (AgNP´s107 μg/mL) y se preparó un estándar 

bacteriano equivalente a 5x105 UFC/mL para cada cepa bacteriana. La metodología está 

basada en la técnica de macrodilución o dilución en tubo. El valor de la CMI corresponde al 

tubo con la concentración más baja de AgNP´s donde no se haya observado crecimiento 

visible, es decir, ausencia de turbidez debido a la inhibición completa de las bacterias (CLSI 

M07-A9, 2012) (Esquemas 1 y 2). 

9.5. Determinación de la CBM de las AgNP´s 

Para la determinación de la CBM se utilizaron las diluciones de los tubos realizadas para la 

CMI y se hizo el vertido en placa de los tubos que no presentaron crecimiento visible. La 

metodología que se utilizó fue la continuación de la técnica de macrodilución. El valor de la 

CBM corresponde a la placa donde se haya adicionado el contenido del tubo con la 

concentración más baja de AgNP´s y en la cual no se observe crecimiento visible de colonias 

(CLSI M07-A9, 2012). Si se observa crecimiento se procede a realizar el recuento colonias 

de acuerdo con los criterios del esquema 3 (Yousef y Carlstrom, 2006) (Esquemas 1 y 2). 
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9.6. Determinación del tiempo mínimo de contacto de las AgNP´s 

Se preparó una solución stock de AgNP´s a la CBM obtenida y un estándar bacteriano 

equivalente a 5X105 UFC/mL como se indicó en el procedimiento. A continuación, se 

realizaron los ensayos de contacto en los siguientes intervalos de tiempo: 0.5 min, 2 min, 5 

min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2h, 3 h, 4 h, 5 h y 6 h. Al término de este lapso se hizo el 

vertido en placa, se incubó 24 horas y posteriormente se hizo el recuento de colonias 

(Esquemas 3 y 4). 

Diagrama general de trabajo 

 

 

Fuente: CLSI M07-A9, 2012 
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Esquema 1. Técnica de macrodilución 

 

 

Fuente: CLSI M07-A9, 2012 

Esquema 1. Técnica de macrodilución 
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1:100 para obtener 

estándar de 

5x105UFC/mL 

Hacer diluciones 

seriadas a la mitad 

del tubo 2-10 

Dispensar 1 mL del 

estándar en los 

tubos 1-10 

Estandarización del 

inóculo al 

0.5McFarland 

Diluir 1:100 el 

estándar 0.5 

McFarland 

Solución stock de 

AgNP’s  

(107 µg/mL) 

Observar los tubos a 

contraluz para 

determinar si hay 

inhibición (ausencia de 

turbidez) 

Vaciar en placas 

Petri el contenido de 

los tubos que no 

presentaron turbidez. 

 

Sembrar con agar 

Mueller-Hinton por 

vertido en placa 

Incubar los tubos a 37°C 

por 16-20 h. 

 

Realizar el recuento de 

colonias (UFC/mL) 
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Esquema 2. Determinación de la CMI y la CBM 

 

 

 

Fuente: Diseño de estudio (CLSI M07-A9, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caldo con 

crecimiento 

105 – 106  UFC/mL 

Concentración inicial Agente antimicrobiano = 256 µg/mL 

Concentración mínima inhibitoria (CMI)= 16 µg/mL 

Concentración bactericida mínima (CBM)= 64 µg/mL 

C1 = Control positivo (Inhibición del crecimiento bacteriano) 

C2 = Control negativo (Crecimiento bacteriano) 

Incubar a 37°C, 12 -24 h  

Subcultivar 

Agente antimicrobiano a diferentes concentraciones (µg/mL) obtenidas por diluciones seriadas 1:1 
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Esquema 3. Árbol de decisión para el recuento de colonias en placa 

 

Fuente: Diseño de estudio (Tomado de Yousef y Carlstrom, 2006). 

 

 

Placas incubadas 

¿Tienen todas las 

placas <20 

colonias? 

¿Tienen las placas 

entre 20 y 200 

colonias? 

¿Tienen las 

placas >200 

colonias? 

No 

Sí 

Sí 

¿Hay colonias en 

las placas? 

 Cuente las placas de la 
dilución más baja. 

 Halle el UFC/mL o UFC/g de 
la muestra. 

 Anote el valor como una 

estimación. 

 Considere el recuento de la 

dilución más baja como <1 

 Calcule el UFC/mL o UFC/g 
con el valor anterior. 

 Anote el dato como <xx 

UFC/mL o UFC/g donde xx 

es la cifra hallada. 

 Cuente las placas con 20-

200 colonias. 

 Halle el UFC/mL o UFC/g 

de alimento. 

Sí 

No 
No 

 Seleccione las placas de la dilución más elevada que 

cumplan este criterio. 

 Considere el recuento >100 UFC/cuadrado 

 Calcule las UFC/placa (>100 x 65 = >6,500) 

 Calcule (estimación) las UFC/mL o UFC/g de 

alimento. 

 Seleccione las placas que (a) cumpla el criterio y (b) 

sea de la dilución más alta. 

 Cuente cuatro cuadrados y haga la media. 

 Multiplique la media por 65. 

 Calcule (estimación) las UFC/mL o UFC/g de 

alimentos.  

No No 

 Elija una placa que: 
a)Se ajuste al criterio 

b)Sea de la dilución más alta 

 Cuente 13 cuadrados 

 Sume los recuentos 

 Multiplique la suma por 5 

 Calcule (estimación) las UFC/mL o 

UFC/g de alimentos 

¿¿Tienen todas las placas ≤10 

colonias/cm2 ? 

Si 

Si 
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Esquema 4. Determinación del tiempo mínimo de contacto 

 

 

Fuente: CLSI M07-A9, 2012; Norma Oficial NMX-BB-040-SCFI-1999 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adicionar 1 mL de la 

solución de AgNP´s a 

la CBM en 12 tubos 

vacíos y estériles 

 

Preparar solución de 

AgNP´s a la CBM utilizando 

la ecuación:  

C1V1=C2V2 

Donde: 

C1=Concentración inicial 

V1=Volumen inicial 

C2= Concentración final 

 V2= Volumen final 

 

 

 

 

 

Estandarización del 

inóculo al 0.5 

McFarland 

 

Diluir 1:100 el 

estándar 0.5 

McFarland 

 

Diluir 1:2 la dilución 

1:100 para obtener  

estándar equivalente a 

5x10˄5 UFC/mL 

Vaciar el contenido de 

los tubos en placas petri 

al finalizar el intervalo 

de tiempo 

correspondiente. 

 

Dispensar 1 mL del 

estándar 5x105 

UFC/mL en los tubos 

1-12 

 

 

Incubar los tubos a 

37°C por 16-20 h. 

 

Registrar el tiempo 

de contacto de 

acuerdo a los 

siguientes tiempos 

0.5, 2, 5,10, 15 y 30 

min; 1,2,3,4,5 y 6 h. 

Solución stock 

de AgNP´s 

(107 µg/mL) 

 

Realizar el recuento 

de colonias 

(UFC/mL) 

Sembrar con agar 

Mueller-Hinton por 

vertido en placa 

El tiempo mínimo de contacto corresponderá al intervalo de tiempo en el cual se logre 

una reducción del 99.99% de crecimiento bacteriano inicial. 
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10. RESULTADOS  

Se probaron las AgNP´s contra L. monocytogenes y EHEC O157:H7 para ver su efecto 

antimicrobiano. Para ello, ambas cepas fueron identificadas de acuerdo a diferentes criterios 

microbiológicos mencionados en la metodología. Se realizó la estadística descriptiva 

mediante tablas y gráficas para el análisis de la CMI y CBM. En el análisis del TMC se hizo 

un diagrama de caja y se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para comparar 

tres muestras independientes (Control de inóculo sin AgNP´s, inóculo con AgNP´sAc e 

inóculo con AgNP´sEt), para lo cual se utilizó el programa estadístico SPSS Statistics 23®.  

Cabe mencionar que por el origen de las AgNP`s, éstas presentan una turbidez natural, por 

lo tanto, es importante diluirlas para disminuir su turbidez propia y poder observar la 

turbidez del inóculo de las bacterias de estudio (L. monocytogenes y EHEC O157:H7). 

10.1. Identificación de las cepas 

En la identificación de Listeria monocytogenes se observaron bacilos cortos Gram positivos, 

oxidasa negativa y catalasa positiva, movilidad en forma de sombrilla a 25 ºC en el medio 

SIM, presencia de colonias negras con halo negro en medio Oxford, colonias verdes en agar 

cromogénico, colonias negras en medio PALCAM, colonias negras en agar con bilis esculina, 

en el tubo de TSI se observó alcalino/ácido, en agar sangre presentó beta hemólisis y fue 

positivo a la prueba de CAMP al observarse la hemólisis con forma de cabeza de fósforo.  

En las pruebas de identificación para EHEC O157:H7 se observaron bacilos cortos Gram 

negativos, oxidasa negativa y catalasa positiva, presencia de colonias rosas en agar 

MacConkey con lactosa, crecimiento de colonias cafés en agar MacConkey con sorbitol, en 

agar cromogénico se observaron colonias púrpuras y en las pruebas bioquímicas se obtuvo 

fermentación de glucosa y lactosa, movilidad positiva, descarboxilación de ornitina y lisina 

positiva, indol positivo, citrato y urea negativos. 

10.2. Ensayos del efecto antibacteriano de las AgNP´s y sus precursores  

En la figura 4, se observa la comparativa de los ensayos en función del crecimiento bacteriano 

(UFC/mL). En el ensayo con L. monocytogenes, la sal de plata presentó una disminución de 

la carga bacteriana del 88%, el extracto vegetal acuoso del 4 %, extracto etanólico del 13 %, 

las AgNP´sAc y AgNP´sEt se obtuvo una disminución del 99.99% en comparación con el 

estándar 0.5 McFarland. Por otro lado, en el ensayo con EHEC O157:H7 la sal de plata 

presentó una disminución de la carga bacteriana del 93%, el extracto vegetal acuoso del 11%, 
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extracto etanólico del 23 %, mientras que las AgNP´sAc y AgNP´sEt se observó una 

disminución del 99.99% en comparación con el estándar 0.5 McFarland. Los resultados 

mostrados en la figura 4, corresponden al recuento de colonias dentro del rango de placas 

representativas (diluciones 10-5  y 10-6).  

 
Figura 4. Comparativa del crecimiento bacteriano (UFC/mL) contra los precursores de las AgNP´s 

 

Fuente: Resultados de laboratorio  

10.3. CMI 

En la figura 5, se muestra la comparativa de CMI entre AgNP´sAc y AgNP´sEt en las cepas 

evaluadas, reportándose que la CMI de las AgNP´sAc en L. monocytogenes y EHEC 

O157:H7 fue 0.41µg/mL y la CMI de las AgNP´Et en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

fue 0.41 µg/mL y 0.20 µg/mL, respectivamente. Dichos resultados corresponden al promedio 

de los ensayos por triplicado y están expresados en unidades de µg/mL. 

 
Figura 5. Determinación de la CMI de AgNP´sAc y AgNP´s Et en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

 

Fuente: Resultados de laboratorio  
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10.4. CBM 

En las tablas 3 y 4, se muestran los resultados del conteo bacteriano (UFC/mL) de las tres 

diluciones sucesivas seleccionadas para determinación de la CBM de AgNP´s acuosas y  

etanólicas en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

Tabla 3. CBM de AgNP´s acuosas en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fuente: Resultados de laboratorio 

Tabla 4. CBM de AgNP´s etanólicas en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

Nanopartículas 
Bacteria 

Concentración 
de AgNP´s 
(µg/mL) 

Control 
bacteriano 
(UFC/mL) 

Crecimiento  
bacteriano 
(UFC/mL) 

AgNP´sEt    

L. monocytogenes 1.67 5X105 0 

 0.83 5X105 650 

 0.41 5X105 1100 

    

EHEC O157:H7 1.67 5X105 0 

 0.83 5X105 0 

 0.41 5X105 0 
 

 

Fuente: Resultados de laboratorio 

En la figura 6, se muestra la comparativa de CBM entre AgNP´sAc y AgNP´sEt en las cepas 

evaluadas. De acuerdo con los resultados, la CBM de AgNP`sAc en L. monocytogenes fue 

de 6.68 µg/mL y en EHEC fue de 0.83 µg/mL, mientras que la CBM de AgNP`sEt en L. 

monocytogenes fue de 1.67 µg/mL y en EHEC O157:H7 fue de 0.41 µg/mL. 

Nanopartículas 
Bacteria 

Concentración 
de AgNP´s 
(µg/mL) 

Control 
bacteriano 
(UFC/mL) 

Crecimiento  
bacteriano 
(UFC/mL) 

AgNP´sAc    

L. monocytogenes 6.68 5X105 0 

 3.34 5X105 78 

 1.67 5X105 365 

    

EHEC O157:H7 1.67 5X105 0 

 0.83 5X105 0 

 0.41 5X105 24 
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Figura 6. Determinación de la CBM de AgNP´sAc y AgNP´s Et en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

 
Fuente: Resultados de laboratorio 

Para determinar si un compuesto es un agente bacteriostático o bactericida se puede utilizar 

el parámetro CBM/CMI (Núñez, 2010, Lara et al., 2010). Cuando la CBM es menor o igual 

a cuatro veces la CMI (CBM/CMI ≤4), el compuesto se considera un agente bactericida; si 

la CBM es mayor que el cuádruple de la CMI (CBM/CMI>4), el compuesto es considerado 

un agente bacteriostático (Gallagher y MacDougall, 2016).  

En la tabla 5, se indican los valores del radio CBM/CMI de AgNP`sAc y AgNP`sEt en L. 

monocytogenes y EHEC O157:H7. De acuerdo al criterio mencionado anteriormente, se tuvo 

que las AgNP´sAc tuvieron un efecto bacteriostático frente a L. monocytogenes y un efecto 

bactericida en EHEC O157:H7. Mientras que las AgNP`sEt presentaron un efecto bactericida 

tanto en L. monocytogenes como en EHEC O157:H7. 

Tabla 5. Radio CBM/CMI de AgNP´sAc y AgNP’sAgNP´sEt en L. monocytogenes y EHEC O157:H7 

Compuesto 

Bacteria 

CMI  

(µg/mL) 

CBM  

(µg/mL) 

Radio 

CBM/CMI 

AgNP´sAc     

EHEC O157:H7 0.41 0.83 2 

L. monocytogenes 0.41 6.68 16 

AgNP´sEt    

EHEC O157:H7 0.20 0.41 2 

L. monocytogenes 0.41 1.67 4 

 

Fuente: Resultados de laboratorio 
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10.5. TMC 

Para los ensayos de TMC se realizó el control de crecimiento bacteriano tanto de EHEC 

O157:H7 como de L. monocytogenes a lo largo del tiempo (T1-T12)  para determinar la 

viabilidad de las bacterias y obtener el crecimiento bacteriano inicial, es decir, cuantificar el 

100% de la población. El tiempo T1-T12 corresponde de 0.5 a 360 min (0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 

60, 120, 180, 240, 300, 360), mientras que el número de UFC/mL se grafican en escala 

logarítmica. 

En la figura 7, se muestra la comparativa del crecimiento de L. monocytogenes y EHEC 

O157:H7 en ausencia y presencia de AgNP´sAc durante el intervalo de tiempo T1-T12. De 

acuerdo a la gráfica, la población de L. monocytogenes en contacto con AgNP´sAc disminuyó 

a los 120 min en un 97.25% (7.7 x104 UFC/mL) y a los 360 min su reducción fue del 98.29% 

(2.9x103 UFC/mL), pero no fue posible determinar el TMC. Para el caso de EHEC O157:H7, 

la población disminuyó a los 120 min en un 95.25% (5.7 X104 UFC/mL) y a los 360 min la 

reducción fue de 99.99% (0 UFC/mL), por lo cual se registró este tiempo como el TMC.  

Figura 7. Viabilidad de L. monocytogenes y EHEC O157:H7 en contacto con AgNP´sAc a lo largo del tiempo. 

AgNP´sAc-EHEC, nanopartículas de plata en solución acuosa con EHEC O157:H7; AgNP´sAc-LM, 

nanopartículas de plata en solución acuosa con L. monocytogenes. 

 
 

Fuente: Resultados de laboratorio 
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En la figura 8, se muestra la comparativa del crecimiento de L. monocytogenes y EHEC 

O157:H7 en ausencia y presencia de AgNP´sEt durante el intervalo de tiempo T1-T12. Tal 

como se observa en la gráfica, la población de L. monocytogenes expuesta a AgNP´sEt 

disminuyó a los 120 min en un 98.43% (4.4x104UFC/mL) y a los 360 min logró reducir el 

99.65% (6x102 UFC/mL); sin embargo, no fue posible determinar el TMC. Por otra parte, en 

el crecimiento de EHEC O157:H7 se tuvo que las AgNP´sEt disminuyeron el crecimiento 

bacteriano a los 120 min en un 98.25% (2.1 x10 4 UFC/mL) y a los 240 min logró reducir el 

99.9% ya que se observaron 0 UFC/mL, siendo éste el TMC.  

Figura 8. Viabilidad de L. monocytogenes y EHEC O157:H7 en contacto con AgNP´sEt a lo largo del tiempo. 

AgNP´sEt-EHEC, nanopartículas de plata en solución etanólica con EHEC O157:H7; AgNP´sEt-LM, 

nanopartículas de plata en solución etanólica con L. monocytogenes. 

 

 

Fuente: Resultados de laboratorio 
 

En la tabla 6, se pueden observar los valores obtenidos para la determinación del TMC en 

función de la CBM.  Al comparar los resultados, se observa que no fue posible obtener el 

TMC de AgNP´sAc y AgNP´sEt en L. monocytogenes, aun cuando las concentraciones 

utilizadas fueron más altas que las utilizada para EHEC. 
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Tabla 6. TMC de AgNP´sAc y AgNP´sEt en L. monocytogenes y EHEC O157:H7,  a valor no determinado 

Compuesto 

Bacteria 

Concentración de AgNP´s 

(CBM) 

TMC  

(min) 

AgNP´sAc    

EHEC O157:H7 0.83 360 

L. monocytogenes 6.68 N.D.a 

AgNP´sEt   

EHEC O157:H7 0.41 240 

L. monocytogenes 1.67 N.D.a 

 

Fuente: Resultados de laboratorio 

10.6. Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en la prueba de Kruskal-Wallis evidenciaron que al comparar el 

crecimiento normal con respecto al crecimiento en presencia de las AgNP´sAc y AgNP´sEt, 

existe una diferencia estadísticamente significativa (p<0.05).  

En la figura 9, se muestra el diagrama de caja de EHEC O157:H7 y L. monocytogenes en 

donde se observa que la distribución de las tres muestras (Control sin AgNP´s, con 

AgNP´sAc y con AgNP´sEt) es significativamente diferente. 

 

Figura 9. Diagrama de cajas simple con relación al crecimiento de EHEC O157:H7 y L. monocytogenes en 

contacto con AgNP´sAc y AgNP´sEt a la CBM determinada. 

 



42 

 

10.7. Discusión 

Con base en los ensayos del efecto antibacteriano de las AgNP´s de A. potatorum y sus 

precursores, se demostró que las AgNP´sAc y AgNP´sEt presentaron actividad antibacteriana 

contra L. monocytogenes y EHEC serotipo O157:H7 a la concentración utilizada (107 

µg/mL), Además, se comprobó que los extractos vegetales de A. potatorum en solución 

acuosa y etanólica no son los responsables del efecto bactericida de las AgNP´sAc y 

AgNP´sEt, ya que el porcentaje de inhibición fue mínimo. Por otra parte, el AgNO3 mostró 

actividad bactericida a la misma concentración que las AgNP´s (107 µg/mL), pero al ser 

comparada con éstas, es posible observar que tanto las AgNP´sAc como las AgNP´sEt 

lograron incrementar significativamente el efecto bactericida del AgNO3. En relación con el 

efecto tóxico de la plata en células de mamíferos, se sabe que la exposición prolongada a 

concentraciones altas de AgNO3 (dosis letal, 308 mg/kg)  puede producir argiria, 

neurotoxicidad e inmunotoxicidad (Hadrup y Lam, 2014), por esta razón algunos autores han 

realizado ensayos de citotoxicidad de AgNP´s y AgNO3, observando diferencias entre éstos, 

Conolly et al., 2015 evaluó la citotoxicidad in vitro de AgNP’s y AgNO3 en células de 

hepatocitos primarios RTL-W1 y determinó que la dosis IC50 de las AgNP´s (75.9 µg/mL) 

era 7 veces menor que la del AgNO3 (11 µg/mL). Por otra parte, Kermanizadeh et al., 2012 

reportó que la dosis IC50 de AgNP´s en células renales humanas era de 31.25 µg/mL. 

Tomando en cuenta dichos estudios, es posible considerar el uso de las AgNP´s como agente 

antimicrobiano a concentraciones inferiores a niveles tóxicos para los seres vivos.   

A partir de los ensayos de CMI, se deduce que las AgNP´sAc y AgNP´sEt de A. potatorum 

presentan un efecto bacteriostático independientemente de su naturaleza (solución acuosa y 

solución etanólica) y de la especie bacteriana utilizada; sin embargo, no fue posible 

determinar el porcentaje de inhibición y cuantificar el efecto bacteriostático, debido a la 

técnica utilizada (macrodilución), la cual pese a que es la técnica recomendada por el CLSI 

para la determinación de CMI, tiene la limitación de que no es una medida directa del número 

de células (Flores, 2014; CLSI M07-A9, 2012). Por otro lado, algunos autores han 

determinado la CMI de AgNP´s de extractos diferentes a A. potatorum frente a L. 

monocytogenes y EHEC O157:H7 utilizando técnicas similares. Zarei et al., 2014 determinó 

por microdilución que la CMI de AgNP´s fue diferente para L. monocytogenes y EHEC 

O157:H7, reportando 6.25 y 3.12 µg/mL, respectivamente. De manera similar, Petrus et al, 

2011 realizaron por macrodilución la CMI de AgNP´s reportando 24.58 y 12.43 µg/mL para 
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L. monocytogenes y EHEC O157:H7. Estas diferencias observadas podrían atribuirse en 

primera instancia a la naturaleza de las AgNP´s y su tamaño. Al comparar las distribuciones 

de tamaño entre sí, se puede inferir que las nanopartículas de Zarei y Petrus tienen una 

heterogeneidad significativamente mayor que las AgNP´s de A. potatorum, cuyo tamaño fue 

de 1-40 nm. 

En relación con los ensayos de CBM, se pudo comprobar el efecto bactericida de las 

AgNP´sAc y AgNP´sEt en L. monocytogenes y EHEC serotipo O157:H7. Aunado a lo 

anterior, se observaron diferencias de la capacidad bactericida entre AgNP´sAc y AgNP´sEt, 

ya que las AgNP´sEt mostraron su efecto bactericida a concentraciones inferiores que las 

requeridas para AgNP´sAc. Asimismo, fue posible observar diferencias en el efecto 

bactericida entre las especies bacterianas evaluadas, ya que EHEC O157:H7 fue 

notablemente más sensible a las AgNP´sAc y AgNP´sEt que L. monocytogenes. A partir de 

los resultados de CBM, se infiere que el efecto bactericida de las AgNP´s es dependiente de 

la concentración de AgNP´s utilizada, de la naturaleza de las AgNP´s (solución acuosa y 

etanólica) y de la especie bacteriana evaluada. De acuerdo con la concentración de AgNP´s 

utilizada, en diversos estudios en los cuales se evaluó el efecto de AgNP´s en diferentes cepas 

bacterianas se observó que la concentración de nanopartículas era directamente proporcional 

a la actividad antibacteriana, es decir, conforme aumentaba la dosis de AgNP´s se observaba 

mayor inhibición del crecimiento bacteriano (Núñez, 2010; Pazos-Ortiz et al., 2017). Por 

otro lado, se ha observado que la naturaleza de las especies bacterianas evaluadas, es un 

factor importante en el efecto bactericida de las AgNP´s, de acuerdo con diversos autores, se 

ha demostrado que las AgNP´s biogénicas presentan un mayor efecto bactericida en bacterias 

Gram negativas que en las bacterias Gram positivas, debido a las diferencias en la estructura 

de la pared celular (Kim et al., 2007; Dhand et al., 2016). En un estudio comparativo, 

Ibrahim, 2015 determinó que las bacterias Gram negativas (P. aeruginosa, E. coli) requerían 

de una CBM de AgNP´s menor que las Gram positivas (B. subtilis, S. aureus), reportando 

5.1 y 10.2 µg/mL, respectivamente, llegando a la conclusión de que las AgNP´s tenían una 

mayor dificultad de permeabilidad en la pared celular de las bacterias Gram positivas y en 

consecuencia un menor efecto bactericida. 

Al comparar los resultados de TMC, se observa que no fue posible obtener el TMC de 

AgNP´sAc y AgNP´sEt en L. monocytogenes, aun cuando las concentraciones utilizadas 

fueron más altas que las utilizadas para EHEC. En el caso de EHEC, si fue posible determinar 
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el TMC, obteniéndose que las AgNP´sEt mostraron un TMC menor que las AgPN’sAc, a 

pesar de que la concentración de AgNP´sEt fue inferior que la de AgPN’sAc.  

De forma paralela, en el presente trabajo se demuestra una variación del TMC de las AgNP´s 

entre bacterias Gram negativas y Gram positivas. Pese a que no fue posible determinar el 

TMC de las AgNP´s en L. monocytogenes, se determinó que se requiere de un mayor tiempo 

de contacto de las AgNP´s en bacterias Gram positivas que en Gram negativas, por lo cual, 

los resultados reportados en este trabajo concuerdan con lo reportado por Zarei et al., 2014 

quien determinó un mayor TMC para L. monocytogenes (TMC, 7 h) que para E. coli (TMC, 

6 h). Actualmente se tienen pocos reportes sobre el tiempo mínimo de exposición de AgNP´s. 

Zarei et al., 2014 quien evaluó AgNP´s cuya marca comercial es NanoCid L200®, determinó 

un mayor TMC para L. monocytogenes (TMC, 7 h) que para E. coli (TMC, 6 h) por lo cual 

determinó que se requiere de un mayor tiempo de exposición de las AgNP´s en bacterias 

Gram positivas que en Gram negativas. A este respecto, se ha propuesto que el efecto 

retardado de las AgNP´s puede ser debido a la liberación gradual de los iones Ag+ (Belluco 

et al., 2016). 
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11. CONCLUSIONES 

1) Las AgNP´s presentan efecto antibacteriano intrínseco no atribuible al extracto de A. 

potatorum acuoso o etanólico.  

2) Las AgNP’Ac evaluadas actúan como un agente bacteriostático frente a L. monocytogenes 

y un agente bactericida en EHEC O157:H7 de acuerdo a los parámetros de CMI y CBM 

determinados. 

3) Las AgNP´sEt actúan como un agente bactericida en L. monocytogenes y en EHEC 

O157:H7 de acuerdo a los parámetros de CMI y CBM obtenidos. 

4) Las AgNP´sAc y AgNP´sEt tienen un efecto bactericida retardado que puede atribuirse 

a la liberación gradual de los iones plata; sin embargo, las AgNP´sEt actúan en un tiempo 

de exposición significativamente menor que las AgNP´sAc frente a las dos bacterias 

evaluadas. 

5) Las AgNP´s Et poseen un efecto bactericida significativamente mayor que las 

AgNP´sAc, al comparar los parámetros de CMI, CBM y TMC frente a las dos bacterias 

evaluadas. 
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11.1. Perspectivas: 

 Dilucidar el mecanismo de acción de las AgNP´s en L. monocytogenes y EHEC 

O157:H7. 

 Evaluar la actividad antibacteriana de las AgNP´s biogénicas en función de los factores 

anteriormente descritos (forma y tamaño de las AgNP´s, pH, temperatura). 

 Realizar estudio de evaluación antibacteriana sobre diferentes superficies en contacto 

con los alimentos: plástico, acero inoxidable, vidrio. 

 Hacer pruebas de citotoxicidad de las AgNP’Ac y AgNP´sEt a las concentraciones en 

las cuales se presenta el efecto antibacteriano. 
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