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La campilobacteriosis es la principal causa de enfermedad diarreica bacteriana asociada a los alimentos [1]. La resistencia de Campylobacter a los
antibidticos se ha convertido en un problema de salud pdblica, por lo que existe gran interés en desarrollar nuevas estrategias que permitan reducir
el impacto que tiene este patdégeno en la salud humana [2]. El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia antibacteriona de

nanoparticulas de plata estabilizadas con glutation (NPs Ag-GSH) frente a diferentes cepas de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli
multiresistentes a antibiéticos aisladas de la cadena alimentaria de la carne de pollo y de pacientes hospitalarios.

Materiales y Métodos
Actividad antibacteriana
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Viabilidad celular

Lineas celulares intestinales humanas usadas:

1) Obtencion de los indculos bacterianos:

» Siembra en medio Mueller Hinton Sangre 5% (MHS)

» Incubacién a 422C en condiciones de microaerofilia (VAIN)
» Inoculo liquido en Brucella Broth (BB)

» Incubacion 24 h a 42°2C, 130 rpm en microaerofilia (VAIN)
» Uso del inoculo bacteriano en fase estacionaria

Poblacion de NPs Ag-GSH de

10-50 nm (197 pg/mL)
(Imagen de microscopia electrénica
de transmision)

Variable atmosphere

incubator (VAIN ) C_2

CCD-18

Estimacion de la viabilidad celular por el método colorimétrico del MTT:

. . oge En | tivi ntibacterian
Especies bacterianas utilizadas: 2) Ensayo de la actividad antibacterianas

Campylobacter jejuni (C. jejuni) » Mezcla del ensayo:

Campylobacter coli (C. col)) 4 mL medio BB
1 mL diferentes concentraciones de NPs Ag-GSH

Origen de las cepas: * 50 |L cultivo bacteriano en fase estacionaria
Cadena alimentaria carne de pollo (CA) » Incubacion 24 h, agitacién 130 rpm, 422C en microaerofilia (VAIN)
Pacientes hospitalarios (H) » Diluciones decimales y siembra en MHS
» Incubacion 48 h en microaerofilia (VAIN)
» Recuento de UFC/mL
» Cdlculo de CMl y CMB

» Siembra celular ~5x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos

» Incubaciéon 24 h a 372C y 5% CO, (confluencia celular ~70%)

» Incubacion celular con diferentes concentraciones de NPs Ag-
GSH durante 24 h a 372C y 5% CO,

» Lavado celular con PBS

» Incubacién 1 h con solucién de MTT (5 mg/mL)

» Revelado colorimétrico con DMSO

» Cdlculo de la viabilidad celular respecto al control no tratado

9 Conclusiones 9

» Las NPs Ag-GSH utilizadas en el presente trabajo fueron

(85% Nz, 10% COZ, 5% 02)

Todas las cepas utilizadas fueron
multiresistentes a al menos tres familias
diferentes de antibioticos.
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Actividad antibacteriana

altamente efectivas para inhibir el crecimiento de
diferentes cepas de C. jejuniy C. coli aisladas de la cadena

Tabla 1. Actividad antibacteriona de las NPs
Ag-GSH frente a cepas multiresistentes de C.

S , Jejuni'y C. coli aisladas de la cadena alimentaria === Ao LTI : alimentaria de la carne de pollo y de pacientes
i i (CA) y de pacientes hospitalarios (H). i i hospitalarios.
; oA CM CMB CMI CMB . g0 i
: 8 - : : == : - . ’ e . of o . ’ e
: oar (u?g:L) (u%n;L) . (ug/;nsL) (u%n;L) . S £100 - il . i (11 & i Las concentraciones minima inhibitoria (CMI) y minima
. : : : : i - i ’ ici i
E . * ' CA2 985 085 @ H2 197 39.4 : 8= g0 - i F | bactericida (CMB) se situaron en el rango de 4,92 a 39,4
S 7 | ’ - . ’ i\ O : 1
; ‘53 ! CA3 9,85 9,85 H3 9,85 39,4 S 8 o - N , ug/mL y de 9,85 a 39,4 pg/mL, respectivamente.
i o . i CA4 985 085 | Ha 197 19,7 ' 58 — L
i o * ! CAs 394 394  Hs 197 19,7 i S @ 40 - A 9 Las cepas aisladas de la cadena alimentaria mostraron
: - | | P * | of_ eofe
i i | CA6 | 492 985 | H6 | 985 19,7 L S0 - : mayor susceptibilidad a las NPs (CMB 9,85 a 19,7 yg/mL
: 2 - | | : ..
| + % x| SO 2 SN 19.7 : : para el 60% de las cepas) que las cepas clinicas (CMB 19,7
: ' | CA8 9,85 19,7 Hs 19,7 19,7 ; O . . . . . . . ; L | % de | | )
o | | | | | | | | Teao | 107 97 [ Ho | 197 107 i C o6l 123 246 493 985 197 39.4 | a 39,4 yg/mL para el 100% de las cepas), lo que sugiere
; Ctrl 061 123 246 492 985 197 394 | CAl0 197 97 | Hio 197 9.7 NPs Ag-GSH (ug/mL) que las cepas clinicas resisten mejor la accion de las NPs.
E NPs Ag-GSH (pg/mL) i CAnN 39,4 39,4 H11 19,7 39,4 E EHT29 =Caco?2 ECDD-18 E N
oo oo CA2 197 39,4 | Hiz 197 T A I ' La exposicion de células intestinales humanas a las NPs
. Actividad antih e o NPs AcGSH CA13 19,7 394  H1I3 197 19,7 . . o Tos NPs Aa-GSH en | bided d Ag-GSH mostré cierto efecto citotoxico, el cual fue

igura 1. Actividad antibacteriana de las s Ag- a igura ectos de las s Ag- en la viabilidad de . . . o

'9 * , 9 o CAl | 197 394  H4 | 197 394 Igura 2. ki 9 dependiente de la concentracién utilizada en todas las
diferentes concentraciones frente a la cepa de referencia | cass 19,7 39,4 Hi5 19,7 19,7 células intestinales humanas HT-29, Caco-2 y CCD-18. Los i ul | de 9.8 4 ua/mL

C. jeiuni 11168 tras 24 h de incubacion. Los resultados @ caie 19.7 19.7 Hi16 19.7 39.4 resultados se expresan como porcentaje de viabilidad Ineas celulares en el rango de 9,85 a 39,4 jg/mL.
representan la media * desviacion estandar del Logl0 | carr 19.7 39.4 Hi7 39.4 39.4 respecto del control celular sin tratar y se representan por ) o . .
UFC/mL (n=3). Las barras con asterisco indican diferencias | caig = 19,7 97 | Hi8 394 39.4 la media * desviacién esténdar (n=3). Las barras con Mas del 60% de las cepas utilizadas en este estudio fueron
significativas (p<0,05) respecto al control de crecimiento  ca19 9,85 19.7 Hio 19,7 39.4 asterisco indican diferencias significativas (p<0,05) respecto susceptibles a concentraciones de NPs <9,85 pg/mL,
(bacterias sin tratar con NPs) obtenidas mediante andlisis | caA20 19,7 394 H20 394 39,4 a su correspondiente grupo de control obtenidas mediante indicando que el efecto antibacteriano podria alcanzarse

de varianza (ANOVA) seguido del test de Dunnett para
multiples comparaciones.

CMI, concentracién minima inhibitoria; CMB, concentracion
minima bactericida; CMI,,, CMI que inhibe el 50% de las
cepas; CMIl,,, CMI que inhibe el 90% de las cepas.

CMI,, =19,7 pg/mL; CMI,, = 39,4 pg/mL.
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a concentraciones sin potencial efecto citotoxico.

Estos resultados sugieren el empleo de NPs Ag-GSH como
una potencial alternativa para el control del patégeno
alimentario Campylobacter en diferentes lugares de la
cadena alimentaria, o como una prometedora
alternativa al uso de los desinfectantes quimicos actuales
utilizados para el control de la formaciéon de biofilms de
Campylobacter.



