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1 RESUMEN

Actualmente las enfermedades infecciosas son un serio problema de salud.
Con el desarrollo de los antimicrobianos, se pensé que se alcanzaria el
control de las infecciones de cualquier tipo, sin embargo, millones de
personas, ven afectado su estado de salud, por la creciente resistencia
bacteriana. Por lo que el siguiente trabajo se plante6 como objetivo, emplear
una Zeolita Clinoptilolita (ZC), intercambiada con nanoparticulas de plata
(AgNPs) para potencializar su actividad antimicrobiana. Para cumplir esta
finalidad se emplearon 8 cepas ATTC. 4 Gram negativas (E. coli ATCC
25922, K. pneumonie ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853 y A.
baumanii) y 4 Gram positivas (S. aureus ATCC 29213, S. saprophyticus
salvaje, S. epidermidis ATCC 12228, E. feacalis ATCC 29211) estas cepas
se sembraron por la técnica de diffusion en pozo, con las concentraciones de
ZC-Ag de 0.01, 0.03, 0.06 y 0.09 N. En todas las cepas se observo la
formacion de un halo de inhibicion de 10 a 17 mm, en las diferentes
concentraciones de ZC- Ag. Siendo la concentracion de 0.09N en la que se
identifico el halo de inhibiciébn de mayor tamafio. Se concluye que esta zeolita
intercambiada con plata en esta concentracion, presenta un producto
alternativo con efectividad bactericida. Este comportamiento permite resaltar
la importancia de encontrar nuevos materiales nanoestructurados, que
apoyen el combate a la resistencia microbiana, al hacer uso de compuestos
inocuos al organismo y con potencial para poder producirlos a bajo costo.



2 INTRODUCCION

Durante su existencia en el planeta el ser humano ha estado expuesto a toda una
serie de microrganismos causantes de enfermedades, mismas que debido al mal
uso de los farmacos se han convertido en problema de salud publica.

2.1 Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas representan una situacion problematica para la
sociedad. El desarrollo de los antimicrobianos, hizo pensar que se alcanzaria el
control de las infecciones de cualquier tipo, sin embargo en la actualidad
millones de personas, sobre todo en paises con recursos limitados amplios
sectores de su poblacion se ven afectados en su estado de salud. Por otra parte,
aunque en nuestro entorno han disminuido enfermedades altamente
contagiosas, en las ultimas decadas hemos claramente observado un
resurgimiento de enfermedades que se creian controladas, y a su vez hemos
visto el surgimiento de otros patégenos (virus de la inmunodeficiencia humana
[VIH], coronavirus, virus de la gripe A H5N1 o HIN1l) ademas de
microorganismos resistentes a la mayoria de los antimicrobianos disponibles en
la actualidad (Periago, 2018)

Los antimicrobianos son el componente clave para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, sin embargo, si se emplean de manera inadecuada,
pueden generar resistencia.

Dia a dia se incrementa el nimero de microorganismos resistentes, lo que
genera aumento en los costos del tratamiento, la diseminacién de la enfermedad
y la duracion de la misma (Okeke IN, 2005).

La OMS hizo un llamado a gobiernos, profesionales de la salud, la industria,
sociedad civil y a los pacientes para que actien de manera urgente y coordinada
a fin de atenuar la propagacion de la resistencia, limitar sus repercusiones
actuales y preservar los adelantos médicos para las generaciones futuras.
(World Health Day, 2012)

2.2 Antibioticos

Desde su descubrimiento en los primero afios del siglo xx, con el descubrimiento
por paul erligh de el salvarsan usado para el tratamiento de la sifilis, se considero
que la batalla contra las enfermedades estaba ganada, dado que los antibiGticos
previenen el crecimiento bacteriano funcionando como bacteriostatico o
bactericida y forman parte integral para asegurar la salud. (Shukuri, 2017).



Los mecanismos por los que alteran la biologia de las bacterias es de lo mas
variado, sin embargo los principales son los siguientes: (Roca, 2004).

¢ Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

e Desorganizacion de la membrana citoplasmatica.

¢ Inhibicién de la sintesis de proteinas.

¢ Interferencia en la sintesis y/o metabolismo de los &cidos nucleicos.
¢ Antimetabolitos que bloquean la sintesis de acido fdlico.

La eficacia que muestran los antibidticos, lleva consigo un problema grave que es
la resistencia a los mismos. Dicha resistencia fue reconocida por el mismo
Alexander Fleming; en los ultimos veinte afios se han producido cepas peligrosas
y resistentes con una regularidad significativa. (Tor, 2014).

2.3 Resistencia bacteriana

Los microorganismos resistentes a la mayoria de los antimicrobianos se conocen
como ultrarresistentes. (Salud, Sistema mundial de vigilancia de la resistencia a los
antimicrobiano. Manual para la primera fase de implementacion, 2017). Para 1946,
después de iniciada la disponibilidad de la penicilina para uso médico abierto, el
14% de las cepas de Staphylococcus aureus mostraron resistencia a la penicilina,
y ya para 1950 la resistencia crecié al 59%, y en 2014 se reporto una resistencia
del 99%.

Un namero significativo de infecciones extraintestinales resistentes se reparten
entre Klebsiella (KPC) y Escherichia coli (fenotipo ESBL). En México, en las Ultimas
tres décadas se han incrementado las clonas multirresistentes. (Samuel Ponce de
Ledn-Rosales, 2015).

Las principales causas que han originaron la crisis de la resistencia son:

Uso indiscriminado de antibioticos

Prescripciones médicas inapropiadas

Uso en industrias agropecuaria, piscicultora y alimentaria.
Disponibilidad antibiéticos nuevos

Barreras regulatorias de organismos internacionales

akrowNE

1. Uso excesivo de antibioticos: estudios epidemiolégicos han demostrado
una relacion directa entre el consumo de antibidticos y la emergencia y
diseminacién de cepas bacterianas resistentes. (C. Lee Ventola, 2015).En
varios paises desarrollados, el uso excesivo es debido a una facil
disponibilidad de medicamentos antimicrobianos que pueden ser adquiridos
sin receta médica. La Red Europea de Vigilancia del Consumo de
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Antimicrobianos (ESAC) reporto que durante el afio 2012 los medicamentos
beta-lactdmicos/penicilinicos representaron un 50% del consumo total de
antibidticos de uso sistémico y amoxicilina. En los Estados Unidos
proveedores de servicios de salud recetaron 258 millones de tratamientos con
antibiéticos (833 prescripciones por cada 1000 personas) en el afio 2010. Las
categorias de antibiéticos con mayor incidencia fueron: penicilinicos en un
23% seguido de macrélidos en un 22%. (Francesca Prestinaci, 2015).

2. Prescripciones médicas inapropiadas: estudios han demostrado que la
indicacién del tratamiento, eleccion del agente o duracion de la terapia con
antibiéticos es incorrecta en un intervalo del 30-50% de casos. Ademas, del
30-60% de antibioticos prescritos en unidades de cuidado intensivo han sido
detectadas como: innecesarias, inapropiadas o deficientes. (C. Lee Ventola,
2015).

3. Uso enindustrias agropecuaria, piscicultora y alimentaria: la OMS ha
adoptado nuevas medidas con la finalidad preservar la eficacia de los
antibioticos importantes para la medicina humana reduciendo su uso
innecesario en animales.

4. Disponibilidad antibioticos nuevos: la industria farmacéuticas ha limitado
su desarrollo en la creacion de nuevos antibidticos por lo que la OMS ha
puesto en marcha la Alianza Mundial para la Investigacion y el Desarrollo de
Antibidticos, lo que tiene como objetivo para el afio 2023 desarrollar y entregar
antibiéticos nuevos y mejorados apartir de los ya existentes.

5. Barreras regulatorias: Para que nuevos antibidticos puedan estar
disponibles es necesario desarrollar vias regulatorias y mejorar la capacidad
de evaluarlos en ensayos clinicos. (Samuel Ponce de Le6n-Rosales, 2015).

La resistencia antimicrobiana ha generado problemas a la salud, tal es el caso de
las enfermedades que se presentan en los hospitales llamadas infecciones
nosocomiales. (Alds, 2015). En el afio 2017 la OMS dio una lista dividida en tres
categorias: prioridad critica, alta 0 media.

a) Prioridad critica incluye las bacterias multirresistentes que son
especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre
los pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como
ventiladores y catéteres intravenosos. Entre tales bacterias se incluyen
las siguientes: Acinetobacter, Pseudomonas y varias enterobacteriaceas
como Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus. Son bacterias que pueden
provocar infecciones graves y a menudo letales, como infecciones de la
corriente sanguinea y neumonias.



b) Prioridad alta y media. Bacterias que exhiben una farmacorresistencia
creciente y provocan enfermedades comunes como la gonorrea o
intoxicaciones alimentarias por salmonella. Ademas creo un sistema para
la vigilancia mundial de la resistencia antimicrobiana Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System (GLASS), cuyo objetivo es documentar
los esfuerzos de participacion y resultados de los sistemas de vigilancia
de resistencia antimicrobiana y datos de resistencia microbiana de los
paises asociados. (Salud, La OMS publica la lista de las bacterias para
las que se necesitan urgentemente nuevos antibiéticos, 2017)

Es imprescindible el apoyo de la investigacion desde todos los angulos: ciencias
basicas, farmacologica, clinica, operacional, estudios econdémicos, para
proporcionar una base de evidencias que sustenten intervenciones eficaces para la
contencion de la resistencia a los antimicrobianos. La resistencia a los
medicamentos no esté en el horizonte futuro, se encuentra en la realidad cotidiana,
y las respuestas se han de encontrar de manera urgente. (World Health Day, 2012)

Bajo este panorama hoy dia se buscan nuevas alternativas a este problema, como
es la busqueda de sustancias 0 compuestos ya presentes en la naturaleza que sean
accesibles y de bajo costo. Una de las propuestas es la aplicacion de
nanomateriales, disefiando sistemas a escala de nanOmetros, estas estructuras
debido al pequefio tamafio de sus particulas, poseen propiedades y caracteristicas
nuevas o mejoradas tal es el caso de la Zeolita Clinoptilolita (ZC) modificada, que
intercambiada con plata potencializa la actividad antimicrobiana,realizando
investigacion en aislados bacterianos multirresistentes, sobre los cuales se
observaria el efecto bactericida.

2.4 1.4 Zeolita Clinoptilolita (ZC)

En aplicaciones industriales, muchos solidos que poseen poros de dimensiones
cercanas a las moleculares (microporos) son usados como adsorbentes selectivos
debido a la especificidad fisicoquimica que despliegan hacia ciertas moléculas en
contraste con los substratos mesoporosos mas comunes. Adsorbentes con estas
propiedades selectivas incluyen carbones activados, silice microporosa y zeolitas
(C. Wang, 2004).

Una zeolita mineral es una sustancia cristalina con una estructura caracterizada por
un armazon de tetraedros unidos, cada uno consiste de cuatro atomos oxigeno
rodeando un cation. Este armazdn contiene cavidades abiertas en forma de canales
y jaulas, los cuales estan usualmente ocupados por moléculas de agua y los



cationes fuera del armazén son comunmente intercambiables. (DOUGLAS S.
COOMBS, 1997).

La zeolita es un mineral hidratado y con forma cristalina conformada por atomos de
silicio, aluminio y oxigeno, los cuales, forman una unidad conformacional
tetraédrica, donde, el &tomo de silicio (Si) o aluminio (Al) ocupa el centro de la
molécula rodeado de cuatro atomos de oxigeno (Figural). Esta estructura se
conoce con el nombre de “ion ortosilicato” y contiene cuatro cargas negativas que
son estabilizadas por cationes (metales alcalinos o metales alcalinotérreos) que
estabilizan la carga del mineral y que pueden ser cambiados por otros iones
monovalentes o divalentes. Los cationes mas comunes son: sodio (Na), potasio (K)
y calcio (Ca). La zeolita clinoptilolita es un mineral abundante, presente en depdsitos
naturales y se encuentra disponible a un bajo costo. Tiene las siguientes
caracteristicas:

e formula molecular: (Na, K)s(Siz0AleO72) «20H20

e relacion Si/Alde 4.0a 5.7

e intercambio i6nico de 2.0 a 2.6 meg/g de zeolita.
(Mohau Moshoeshoe, 2017 ).

Figura 1. Arreglos tetraédricos de las \ /
moléculas de SiO4 y AlO4 que forman .

la unidad de la zeolita. . W
..\\\'\ \ \\\“\ \

La capacidad del intercambio iénico depende del radio silicio/aluminio Si/Al en la
estructura, donde, generalmente las zeolitas con un radio reducido tienen una mayor
capacidad de intercambio i6nico (Selami Demirci, 2014).

Existen diversos grupos de zeolita (clinoptilolita, analcimas, natrolitas, filipsitas,
heulanditas, mordenitas, chabasitas, faujasitas, laumontitas y pentasil (Pedro
Bosch, 1997) que difieren en cuanto a estructura molecular, grado de hidratacion y
volumen de poro.

El siguiente esquema corresponde a la zeolita clinoptilolita compuesta por
tetraedros de SiO4, en donde, se indica el intercambio ibnico que puede ocurrir al
entrar en contacto con un ambiente que propicie este intercambio o con un material
afin. (Figura 2)(Sandra Kraljevi¢ Pavelic¢, 2018).

L




lon-exchange
(e.g. Cs+
replaced Ca2+)

Environmental
cations (e.g. Cs+)

¢ ¢

Figura 2. En este esquema se representa el intercambio iénico que ocurre con el ion Cesio
proveniente del medio ambiente y desplaza a un ion calcio dentro del tetraedro SiOa.

Este mineral cuenta con propiedades y mecanismos de accion en el cuerpo humano
y que aun siguen en investigacion. Tres de las caracteristicas que sobresalen son
las siguientes:

Intercambiador iénico. Es una de las caracteristicas mas importantes de la zeolita
ya que tiene la capacidad de intercambiar parcial o totalmente su cationes, un caso
interesante es el comportamiento que presenta la zeolita con plata que permite
adquirir propiedades antimicrobianas.

Adsorbente. La alta eficiencia de adsorcion de las zeolitas esta relacionada a la
gran superficie interna que esta posee. Cuando el tamafio del poro disminuye se
produce un incremento significativo del potencial de adsorcion, ocasionado por el
solapamiento de los potenciales de las paredes del poro. Asi, para un mismo
adsorbato, la interaccion con las paredes del poro es mayor cuanto menor es el
tamafio del poro, y por tanto, mejor el confinamiento de la molécula adsorbida
(Garcia, M.J, 2002).

Porosidad. Hace que las zeolitas presenten una superficie interna extremadamente
grande en relacion a su superficie externa.

Cuando la distancia entre dos superficies es suficientemente corta, los potenciales
de adsorcién se suman, de forma que una molécula situada en el interior del poro
se ve atraida por toda la superficie del poro aumentando la fuerza con la que se ve
atraida. Es decir, a medida que disminuye el tamafio del poro mas profundo se hace
el pozo de potencial. En el caso de que el poro sea suficientemente ancho las
moléculas se iran adsorbiendo formando una monocapa a una distancia
determinada de la superficie (distancia de adsorcion), y a medida que aumenta la
cantidad adsorbida el adsorbato se ordena en capas sucesivas (llenado en
multicapas) (Gregg y Sing, 1967)
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2.5 1.5 Actividad antimicrobiana de la plata

La plata ha sido utilizada por sus propiedades antimicrobianas por cientos de afos.
Originalmente, se usaban conductos construidos con este metal para preservar el
agua y su aplicacion como propuesta médica esta documentada desde 750 D.C. El
primer articulo cientifico que describe el uso de la plata como antibacteriano fue
atribuido a Credé para la prevenciéon de infecciones oculares en los neonatos en
1881 y como antiséptico en 1901. La eficacia del nitrato de plata contra
Pseudomonas aeruginosa se vio como un importante beneficio debido a que estos
microorganismos, 11 eran considerados una causa primaria de muerte en pacientes
con heridas por quemaduras extensas (Hoyme, 1993).

Los iones de plata (Ag*) han sido ampliamente conocidos por tener efectos
inhibitorios, bactericidas y propiedades antimicrobianas de amplio espectro.
Algunas sales de plata han demostrado ser efectivas contra quemaduras,
osteomielitis cronica severa, infecciones del tracto urinario e infecciones por
catéteres venoso centrales (Feng et al., 2000). Actualmente, la plata forma parte del
listado de medicamentos esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud (World
Health Organization, 2007).

En la actualidad se habla de nanopatrticulas de plata que aunado a la zeolita generan
propiedades fisicas y quimicas que pueden ser empleadas en el area biomédica.
Las nanoparticulas metélicas presentan propiedades Opticas especiales debidas a
la formacién de ondas electromagnéticas superficiales llamadas plasmones Esta
caracteristica ha permitido desarrollar biosensores 6pticos de absorcion (Frederix
F. et al, 2003; y Nath N y Chilkoti A., 2004).

2.6 Nanoparticulas de plata

La busqueda de nuevos materiales funcionales nanoestructurados se ha centrado
en la manipulacion a escala hanométrica, lo que conduce a la mejora de las
propiedades en la macroescala (Berra, Irusta, Fernandez y De Miguel, 2009)

Las nanoparticulas de plata (NPsAQ) son estructuras con un tamafo especifico, el
cual ronda de entre 1 a 100 nm y como consecuencia de este tamafio poseen
propiedades fisicoquimicas unicas. (Roberto Vazquez Mufioz, 2014).
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El tamafio y forma de las nanoparticulas depende de la velocidad de reaccién, que
a su vez esta determinada por condiciones de temperatura, pH, concentracion de
reactivos, capacidad reductora, tipo de agentes reductores y estabilizantes. Al
finalizar la reaccion quimica se obtienen nanoparticulas en disolucién que son de
interés clinico.Se ha estudiado el efecto antimicrobiano que tienen sobre bacterias,
hongos y virus. Asi mismo, se ha demostrado su efecto cicatrizante. (Roberto
Vazquez Muiioz, 2014).

A pesar de conocer el efecto bactericida de las nanoparticulas de plata ain no se
conoce a detalle el mecanismo de accion sobre los microorganismos.

2.7 Mecanismo de accion bactericida de la plata

El mecanismo que emplean las nanoparticulas de plata para su efecto bactericida
es incierto. Sin embargo, existen varias propuestas. Uno de ellos es su efecto que
se relaciona con procesos bioldgicos, como la generacion de especies de oxigeno
reactivas (EROS) y la induccion de estrés oxidativo (EO), por el desacoplamiento
del transporte de electrones y la desactivacion de enzimas, particularmente a causa
de la desnaturalizacion de los enlaces disulfuro de las proteinas bacterianas, que
conduce a la apoptosis. (Chernousova S, Epple, M. 2013)( Thurman RB GC, Bitton
G 1989) ( Marin-Llera J. 2012).
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3 MARCO TEORICO

En los dltimos afios las zeolitas han cobrado gran interés en la comunidad cientifica
por sus propiedades antes citadas y en el area de la salud existen reportes que
demuestran su actividad bioldgica.

Kre imir Paveli, 2018 Estudios recientes han demostrado que los depésitos naturales
encontrados en Cuba de ZC es biolégicamente activa y no téxica donde se observa la
eficiencia en la adsorcion de glucosa, también como antidiarreico asi como
regulador del sistema inmune. También la Zeolita se ha usado en asociacién a
metales como: plata, cobre, zinc, como agente inhibidor de cepas bacterianas.

Jasna Hrenovic, 2013 empleando ZC con plata y cobre en cepas aisladas de
Acinetobacter baumannii, demostro sensibilidad a diferentes concentraciones
minimas inhibitorias. Parte de este estudio reporta y hace mencion de otros
anteriores, que el efecto antimicrobiano de ZC en asociacion a cationes es debido
a la filtracion y/o liberacion de los mismos por parte de la ZC.

Por otra parte Selami Demirci, 2013 observo que las zeolitas cargadas con iones
plata exhibieron mayor actividad bactericida en bacterias Gram negativas Gram
positivas, levaduras y hongos.

Siti Aishah Mohd Hanim, 2015 ha encontrado actividad antibacteriana de Zeolita
NaY modificada con diferentes concentraciones de 3-aminopropiltrietoxisilano en su
superficie contra cepas bacterianas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
por la técnica de difusion en disco.

Rumeysa Tekin, 2016 en Turquia realizo un estudio demostrando el efecto
antimicrobiano de Zeolita modificada, reportando que Las muestras de zeolita
cargadas con iones cobre (Cu?*) y iones zinc (Zn?*) mostraron una excelente
actividad antimicrobiana en contra de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, una levadura Candida albicans y un hongo Aspergillus
niger.

Bajo esta perspectiva se presenta el siguiente trabajo que busca disefiar o identificar
nuevos compuestos antimicrobianos con el fin de combatir los patdégenos
resistentes a farmacos existentes.
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4 DEFINICION DEL PROBLEMA

Actualmente, la alta incidencia de resistencia a los antibioéticos como resultado del
uso irracional de los mismos, ha generado una situacion alarmante para tratar las
infecciones, El continuo aumento de las cepas resistentes hacen necesario
desarrollar nuevos antibidticos que puedan ser usados ante la multirresistencia. La
Organizacion Mundial de la Salud en 2020, menciona a las resistencias bacterianas
como una de las principales amenazas para la salud publica global.

Existen diversos trabajos referidos a combatir la resistencia, sin embargo, en
relacion a la obtencion del producto implica costos elevados, no haciendo facil la
adquisicién de los mismos. Por lo que se requiere que el producto sea de bajo costo.
Por otra parte, en las ultimas décadas se trabaja en el desarrollo de farmacos que
permitan llegar de forma especifica y controlada al sitio de accion. El tamafio
nanometrico presenta ventajas en la administracion. Las nanoparticulas pueden
utilizarse como base para el disefio de sistemas variados desarrollando productos
alternativos a esta resistencia, como es la zeolita, mineral que se encuentra en
grandes yacimientos en la republica mexicana y por sus propiedades quimicas,
estructurales hacen que las zeolitas tengan una amplia variedad de usos en el
ambito farmacéutico. Donde se incorporan en férmulas farmacéuticas como
excipientes, para mejorar las propiedades farmacoterapéuticas, de principios
activos como el diclofenaco o para potenciar el efecto de moléculas antibacterianas.
Trabajar con una zeolita natural intercambiada con iones de plata potencializa el
efecto bactericida, por su tamafo de particula y la capacidad de la zeolita en el
intercambio idnico. Permitiendo la disponibilidad de nuevos biomateriales
caracterizados, con iniciativas de formulaciones innovadoras.
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5 PREGUNTA CIENTIFICA

¢ La zeolita natural con iones de plata potencializa su efecto bactericida?

6 JUSTIFICACION

La organizacion mundial de la salud (OMS) preveé que para el afio 2050 sea uno de
los principales problemas a tratar en el sector salud debido a esto se requiere la
investigacién de nuevas formas de presentacion de los principios activos tales como
los nano materiales mismos que estan teniendo impacto en productos del cuidado
de la salud como nanoparticulas de plata , los productos médicos que incorporan
nanoparticulas de plata estdn entre los primeros éxitos comerciales de la
nanotecnologia , asu vez las zeolitas son materiales de muy baja toxicidad y
facilmente asequibles, de bajo costo debido a estas ventajas relacionadascon sus
caracteristicas quimicas y estructurales lo hacen un material seguro.

En el presente trabajo resulta de interés combinar las propiedades bactericidas de
la plata con las propiedades de la zeolita natural ya que, de esta manera,
obtenemos una zeolita natural acondicionada con Ag que tendra eficiencia en la
eliminacién de las bacterias brindando con ello una alternativa viable y eficaz para
combatir microorganismos patdgenos.

7 HIPOTESIS

Mediante un tratamiento de la zeolita natural y acondicionamiento con plata es
posible obtener un compuesto eficiente y eficaz con efecto bactericida.

8 OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Evaluar el efecto bactericida de la Zeolita Clinoptilolita con plata (ZC-Ag), en cepas
bacterianas ATTC.
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8.2 Objetivos especificos

e Caracterizar la zeolita clinoptilolita (ZC)

e Caracterizar la zeolita clinoptilolita intercambiada con plata (ZC-Ag)
e Analizar el efecto de ZC-Ag en cepas bacterianas.

¢ |dentificar sensibilidad de cepas bacterianas.

e Implementar metodologia de difusion en pozo.

9 DISENO DE LA INVESTIGACION

9.1 Tipo de estudio.
e Prospectivo

e Analitico
e Transversal

9.2 Definicion del universo.

Bacterias Gram-negativas y Gram-positivas ATCC proporcionadas por el

servicio médico.

9.3 Tamano de la muestra.

Se emplearon un total de 8 cepas bacterianas ATTC. de las cuales 4 fueron Gram

negativas y 4 Gram positivas

e Gram negativas:

Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumonie ATCC 700603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Acinectobacter baumanii.

e Gram positivas :

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus saprophyticus salvaje
staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
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Enterococcus feacalis ATCC 29211

9.4 Criterios deinclusion.

e Cepas bacterianas no exigentes
e Cepas ATCC proporcionadas por el servicio medico

9.5 Criterios de exclusion.

e Cepas bacterianas exigentes.
e Cepas no proporcionadas por el servicio medico

9.6 Criterios de eliminacion

e Cepas bacterianas no ATCC
e Cepas bacterianas no proporcionadas por el servicio medico
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11 METODOLOGIA

11.1Material de trabajo
e Tubos de ensaye de 3,5, 10y 20 mL
e Vasos de precipitados 50, 100 y 200 mL
e Matraces Erlenmeyer de 150 y 1000 mL
e Placas Petri
e Gradillas
e Mechero Bunsen
e Puntas de Micropipetas
e Pinzas de presion para laboratorio
e Probeta de 100 mL
e Sensidiscos de papel filtro

11.2Material biolégico
e Cepas bacterianas proporcionadas por el servicio medico

11.3 Reactivos
. Agua destilada.
. Medios de cultivo para estriado: Mueller-Hinton, MacConkey.
. Medio de cultivo para revitalizar: sangre de carnero y MacConkey

11.4Equipo
e Incubadora (France Etuves/XBO58)
e Autoclave (Viresa/ALL1915X)
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12 CARACTERIZACION DE ZEOLITA

La zeolita natural extraida de un yacimiento proveniente de San Gabriel Chilac,
Puebla,México fue analizada antes de ser utilizada, con la finalidad de asegurar su
calidad y tipo de zeolita, empleando los siguientes estudios

e SEM (Scanning Electron Microscope)

e Difraccion de Rayos X

e Estudios de absorcién de nitrdgeno

e Composicion quimica Energia dispersiva (EDS)

12.1.0btencion del talco

Despues de la caracterizacion de la zeolita se procedio a una molienda con un
mortero de porcelana, para obtener un tamafio de particula 6ptima menor a 38um y
evaluar sus propiedades fisicas. El ensayo se realizo por triplicado, con 3 distintas
zonas de muestreo del lote.

12.2 Modificacion de la zeolita

En un matraz se colocaron 10g de zeolita (Z17) en 250 mL. De una solucién de
HCI al 0.01 N. la mezcla se mantuvo en agitacion por 3 horas, después se dejo
sedimentar para posteriormente lavar con agua destilada, en un segundo proceso
de agitacién por 30 minutos, se dejo reposar, se decanto y del agua eliminada en
la filtracién, fue extraida una alicuota a la cual se agrego unas gotas de AgNO;
0.1 N para corroborar la ausencia de cloruros.

12.3Acondicionamiento de la zeolita con Plata
De las zeolitas previamente lavadas se prepararon las siguientes concentraciones
de plata.

AgNO3 Concentracion (N)
0.01
0.03
0.06
0.09
0.1
0.2
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Las zeolitas con las diferentes concentraciones, fueron secadas a una
temperatura de 150°C por 8hrs.

13 ESTUDIO MICROBIOLOGICO

Partiendo de las 8 cepas de referencia ATTC y para demostrar la inhibicion
bacteriana se empleo el metodo por bioensayo.

13.1Metodo por bioensayos (difusion en pozos)

¢ Inoculacién en medio de cultivo Mieller-Hinton: se relizaron 6 pozos con un
diametro y profundidad de 10 mm. Una vez solidificados (24 h), se inocularon
con las cepas correspondientes (estandarizadas a 0,5 de MacFarland)
utilizando un hisopo estéril y realizando la estria en tres direcciones sobre el
medio de cultivo bajo condiciones de esterilidad. Las cepas inoculadas fueron
obtenidas de las placas de agar sangre de carnero.

e Con una espatula esterilizada de acero inoxidable se colocaron 0.5 mg de
zeolita con plata en cada pozo con cada una de las concentraciones.

e Se metieron a incubar a una temperatura de 37 °C por 24 horas.

e Con unaregla se mide el diametro del halo de inhibicibn tomando en cuenta
el pozo de zeolita con plata hasta donde se inhibio el crecimiento

e Laslongitudes obtenidas determinan si es resistente, intermedio o suseptible.
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14 RESULTADOS

14.1Caracterizacidon de zeolita clinoptilolita.

14.1.1 Difraccion de rayos X

La difraccién de rayos X se basa en la dispersion coherente del haz de rayos X por
parte de la materia. La difraccion de rayos en muestra policristalina permite abordar
la identificacion de fases cristalinas, puesto que todos los sélidos cristalinos poseen
su difractograma caracteristico. Es decir es un método que permite identificar los
minerales por su estructura cristalina. En la Figura 1 se observa el difractograma de
los patrones de difraccion de las zeolitas en estudio. Estos resultados fueron
obtenidos usando el programa de computo High Score Plus 3.0 procesando los
patrones de difraccién y las coordenadas atomicas de las fases presentes en cada
muestra estudiada.observando que corresponde a una zeolita natural

T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Angle 20

Fig. 1. Patron de difraccion de Rayos X de zeolita clinoptilolita
de San Gabriel Chilac-Puebla, México

14.1.2 SEM (Scanning Electron Microscope)
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El microscopio electronico de barrido, permite la observacion y caracterizacion
superficial de materiales orgénicos e inorganicos, dando informacién morfolégica y
de composicidn quimica rapida, eficiente y simultaneamente del material analizado.
Su versatilidad esta dada en su alta resolucion (de 20 a 50 A) y apariencia
tridimensional de las imagenes, producto de su gran profundidad de foco.

En la Fig. 2 se muestran Imagenes de zeolita: Ca-clinoptilolita natural ATZ-P con
distintos acercamientos mostrando la presencia de poros lamelares con diferente
tamafo. (Miguel Angel Hernandez)

SEl _ 20kV wb 10m

Fig. 2. Imagenes SEM de natural Ca-clinoptilolita con distintos acercamientos: (a,
b, y ¢) 10000x, d y e) 15000, y f) 40000x

14.1.3 EDS (Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva)

EDS es una técnica analitica que permite la caracterizaciébn quimica/analisis
elemental de materiales. El principal principio operativo es la capacidad de la
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radiacion electromagnética de alta energia (rayos X) para expulsar electrones del
"ndcleo" (electrones que no estan en la capa mas externa) de un atomo. La
eliminacidon de estos electrones del sistema dejara un agujero que un electron de
mayor energia puede llenar y liberara energia a medida que se relaje. La energia
liberada durante este proceso de relajacion es Unica para cada elemento de la tabla
periddica y, como tal, el bombardeo de una muestra con rayos X se puede utilizar
para identificar qué elementos estan presentes y en qué proporcion estan presentes.
En la Tabla 1. Se muestran los resultados de composicion quimica de la zeolita
estudiada. Se observa que esta composicion refleja los elementos constituyentes
de las fases presentes, de estos resultados se observa el establecimiento de la
siguiente secuencia:

Si/Al: ATZ-P > SGCH-P ~ SF-SLP; CaO: ATZ-P > SF-SLP > SGCH-P; MgO: ATZ-
P > SGCH-P > SF-SLP;

TABLA 1.
COMPOSICION QUIMICA DE LAS MUESTRAS (% EN PESO) SEGUN DATOS EDS

Muestra SiO; Al,O3 Fe, O3 CaO MgO Na,O K;0 TiO, FeO Si/Al DOI

SGCH- 64.97 12.32 ND 171 1.30 1.80 4.14 ND 1.616 5.27 ND
P

14.1.4 Adsorcién de N2

La superficie es el pardmetro mas importante que caracteriza y diferencia los sélidos
entre si, desde el punto de vista de su capacidad adsorbente. Su evaluacion se
realizo a partir de las isotermas de adsorcion de gases y vapores de nitrogeno para
determinar su area superficial, volumen y distribucion de tamafio de poros.

Las isotermas de adsorcion de N2 a 77 K en las zeolitas estudiadas son mostradas
en la Fig. 3.
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Fig. 3. Isotermas de adsorcion de N2 a 77 K en zeolitas
Clinoptilolita natural e intercambiada con Ag

Los resultados texturales obtenidos de las isotermas de adsorcion estan dados en

la Tabla 2.

TABLA 2. Parametros de textura en zeolitas clinoptilolita natural e intercambiada
con Ag, determinada a partir de la adsorcion de N2 a 77 K.

Muestra Asp Cs AsL
m2 g-l mz g-l

Ast
m2 gl

A%

3 o1
cm’ g

Dpsjx
Nm

25

Volumen (cm® g* STP)



ZSGCH-

Ag01
Ag03
Ag06

Ag09

13.59

8.94

10.34

8.85

11.81

65

-199

-610

-179

20.98

12.37

15.88

13.09

17.69

8.109

2.731

6.682

4.742

4.906

0.031

0.0157

0.028

0.0155

0.0224

1.262/1.933/3.824/4.282

5.545/5.533
NA
3.666/7.021

1.853/4.275/5.967

Siendo Ast, superficie especifica estimada por el método Langmuir; Asg, superficie
especifica estimada por el método BET; Ast, area externa estimada por el método t,
Cs constante de ecuacion BET; Vs volumen total de poros y Dpssn tamafio de poros,

ecuacion BJH.
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15 ESTUDIO MICROBIOLOGICO

TABLA 3. Cepas Gram negativas con clasificacion ATCC empleadas en el
estudio de la zeolita modificada con plata

Cepas ATCC
Escherichia coli 25922
Pseudomona 27853

aureoginosa
Klepsiella pneumonie 700603

Acinetobacter baumannii  Sin/ATCC

FUENTE: elaboracién propia

En la tabla 3 se muestran cepas Gram positivas con clasificacion ATCC que se
emplearon en el estudio, proporcionadas por el servicio médico

TABLA 4. Cepas Gram positivas con clasificacion ATCC empleadas en el
estudio.

Cepas ATCC
Staphylococcus salvaje
saprophyticcus

Staphylococcus aureus 29331
Staphylococcus 12228
epidermidis

Enterococcus feacalis 29211

FUENTE: elaboracién propia

En la tabla 4 se muestran cepas Gram positivas con clasificacion ATCC que se
emplearon en el estudio, proporcionadas por el servicio médico.
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TABLA 5. Halos de inhibicion medios producidos en cepas Gram positivas en
presencia de zeolita-plata por el método de difusion en pozo.

Cepa Concentracion de Ag- Halos de inhibicion (mm)
zeolita clinoptilolita

Eschernichia coli 001N 10
0.03N 10

0.06N 12

009N 12

Fseudomona aureoginosa 001N ik
0.03N 11

0.06N 14

0.09N 15

Klepsiella pneumonie 0.01N 10
0.03N 10

0.06 N 11

0.09N 11

Acinetobacter baumannii 001N ik
0.03N 14

0.06N 16

0.09N 17

FUENTE: elaboracion propia

En la tabla 5 se muestran las medidas de los halos de inhibicién en presencia de
zeolita- plata en cepas Gram positivas, respecto a las 4 cepas; se encontrd
diferencia en las 6 concentraciones siendo la concentracién de 0.09 N la que
presenta un mayor halo de inhibicion en las 4 bacterias, seguida de la
concentracion de 0.06 N



TABLA 6. Halos de inhibicion medios producidos en cepas Gram negativas en
presencia de zeolita- plata por el método de difusion en pozo

Cepa Concentracion de Ag- Halos de inhibicion (mm)
zeolita clinoptilolita

Staphylococcus saprophyticcus 0.01HM "
003N 13

0.06MN 14

0.09M 15

Staphylococcus aureus 001N 10
003N 10

0.06MN 13

0.09M 13

Staphylococous epidermidis 0.01HM "
003N 13

0.06M 14

0.09MN 15

Enterococcus feacalis 001N -
003N 9

0.06MN g

0.09N 12

FUENTE: elaboracién propia

En la tabla 6 se muestran promedios de medidas de los halos de inhibicién en
presencia de zeolita- plata en cepas Gram negativas, respecto a las 4 cepas; se

encontré diferencia en las 6 concentraciones siendo la concentracion 0.09 N que

presenta un mayor halo de inhibicién en las 4 bacterias, seguida de la
concentracion 0.06 N.

TABLA 7. Control positivo y negativo para staphylococcus aureus ATCC 29331

Halo de inhibicién Cepa
(mm)
Control positivo 25
Vancomicina Staphylococcus
aureus

Control negativo -
Zeolita clinoptilolita

FUENTE: elaboracién propia
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16 DISCUSION DE RESULTADOS

Para iniciar este estudio fue necesario caracterizar a la zeolita, conocer sus
propiedades para ser empleada como un agente bactericida, con los resultados
obtenidos, la zeolita presenta estructura, y composicién quimica adecuada para
aplicacidones farmacéuticas

Tambien a través del estudio de composicion quimica se demuestra las
nanoparticulas de plata intercambiadas en la zeolita.

En latabla 5y 6 se observa el efecto bactericida de los iones metalicos mismos que
se han utilizado como agentes antimicrobianos, confirmando con ello que la plata
es un ion metalico utilizado por su eficiente actividad bactericida misma que al ser
combinada con la estructura y propiedades quimicas que presenta la
zeolita’potencializa el intercambio ionico incrementando con ello su efecto
bactericida.

Dentro de las cepas gram positivas (tabla 5) las cuatro utilizadas en este trabajo
presentan un efecto bactericida teniendo una mayor inhibicion en Acinetobacter
baumannii con un halo de inhibicidn de 17 mm en la concentracion 0.09 N, seguida
de Pseudomona aureoginosa con un halo de 15 mm, Escherichia coli con un halo
de 12 mm y Klepsiella pneumonie con un halo de 11 mm en la concentracion 0.09
N. Por su parte las cepas Gram negativas (tabla 6 ) de igual manera las cuatro
presentan efecto bactericida presentando una mayor inhibicién en Sthaphylococcus
epidermidis y Sthaphylococcus saprophyticcus con un halo de 15 mm seguida de
Sthaphylococcus aureus con un halo de 13 mm y Enterococcus feacalis con un halo
de 12 mm en la concentracion de 0.09 N.

Al comparar nuestros resultados con los ya realizados por Hrenovic y colab en
2013 que reportan este efecto de una zeolita con plata en cepas aisladas de
Acinetobacter baumanni, de manera similar investigadores de Malasia reportan el
efecto en cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Demirci y colab. En
2014 reportan un efecto antimicrobiano de zeolita con plata en bacterias Gram
positivas y Gram negativa.

En diversos articulos como Kre imir Paveli, 2000 se menciona a la zeolita inocua
para el organismo, y en los que las concentraciones de plata son muy por debajo
de lo reportado como toxicidad, lo que permite a la zeolita con plata ser considera
un biofarmaco ya que es un compuesto que no presenta conservadores, ademas
de que elimina a los microorganismos y no genera toxinas, ya que el cuerpo no
tiene la necesidad de metabolizarlos y por lo tanto no sufre desgaste fisico.

La aplicacion de este compuesto cobra importancia para las bacterias con
resistencia, tal es el caso del biofilm de staphylococcus epidermidis en las
infecciones de protesis articular que hasta ahora a sido compleja ya que no existen
muchas opciones terapéuticas efectiva. Por lo tanto, desde hace una década,
grupos de investigacion se han dado a la tarea de entender el mecanismo de
formacion de la biopelicula, identificar qué moléculas son las que coordinan todo
este proceso y cuales son los principales componentes de la biopelicula; con el fin
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de buscar opciones terapéuticas mas efectivas (G, 2010). es por ello que en el area
de biomateriales, se estd intentando disefiar un implante articular inteligente, que
sea capaz de biosensar las células bacterianas. Cuando el implante detecte a las
bacterias en su superficie, liberard compuestos que inhiban la adhesion bacteriana
y asi obtener enfoques novedosos para el tratamiento. (Patel, 2012 )

Debido a las caracteristicas fisicas y quimicas que posee la zeolita puede ser
utilizada como un material que permite potenciar la actividad antimicrobiana de los
iones de plata para con ello erradicar a las bacterias formadoras de biopeliculas
creando también resistencia a los antibioticos.

17 CONCLUSIONES

Este trabajo permite hacer incapie en la importancia de encontrar nuevos materiales
nanoestructurados, que apoyen en el combate a la resistencia microbiana, el hacer
uso de compuestos que sean de bajo costo e inocuos al organismo. ademas de los
siguientes aspectos como son:

e La caracterizacion fisicoquimica de la zeolita clinoptilolita (ZC) realizada en
el Departamento de Investigacion en Zeolitas del Instituto de Ciencias de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (ICUAP).

e Se demostro la presencia de Zeolita Clinoptilolita natural mediante
Difraccion de Rayos X y Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva.

e Se caracterizo la Zeolita Clinoptilolita intercambiada con plata mediante
Adsorcion de Nitrogeno

e Se evaluo el efecto bactericida de la Zeolita Clinoptilolita con plata (ZC-Ag),
en cepas bacterianas ATTC.

e Se realizo la aplicacion del método difusién en pozo para evaluar el efecto
bactericida de ZC-Ag. Considerando una buena tecnica para este estudio.

e Las concentraciones de plata empleadas en este estudio son inocuas para
el organismo.

e La zeolita intercambiada con plata se presenta como un compuesto
alternativo con efecto bactericida
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18 Anexos

Tabla 1. Bioensayos en bacterias Gram positivas por la técnica de difusién en
pozo en presencia de zeolita-plata.
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Escherichia 25922
coli

CEPA ATCC

Pseudomona 27853
aureoginosa

Klepsiella 700603
pneumonie

Acinetobacter Sin ATCC
baumanni




Tabla 2. . Bioensayos en bacterias Gram Negativas por la técnica de difusion en
pozo en presencia de zeolita-plata.

CEPA ATCC

Enterococcus 29211 i
feacalis " D)

Staphylococcus  salvaje
saprophyticcus

Staphylococcus 29331
aureus

Staphylococcus 12228
epidermidis
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Tabla 3. Control positivo y negativo

CEPA ATCC

Staphylococcus 29331
aureus
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