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ABSTRACT: Objective: to evaluate the antibacterial effect of bismuth subsalicylate nanoparticles
(NPs-SSBi) against four bacteria, frequently associated with nosocomial infections. Methods: the
NPs-SSBi were obtained in colloidal suspension by laser ablation of solids in liquids (ALSL). The
size, composition, and stability of the NPs in suspension were analyzed by transmission electron
microscopy and ultraviolet-visible spectroscopy. The planktonic growth and biofilm formation of
two Gram-positive bacteria, S. aureus and S. epidermidis, and two Gram-negative bacteria, E. coli
and P. aeruginosa, after exposure to different concentrations of NPs-SSBi (1.25 to 90 pg/mL),
were evaluated by turbidity and XTT assays, respectively. Results: quasi-spherical crystalline
NPs-SSBi were obtained, with a size of 4.5 + 0.14 nm, which remain stable in colloidal suspension
for at least 21 days. The NPs-SSBi inhibited the growth of all four bacteria, planktonic growth was
reduced =80-92% at concentrations above 40 pL/mL, and biofilm formation =73-89% at concen-
trations of 80 and 90 pL/mL. Conclusions: the NPs-SSBi obtained by ALSL inhibited the growth of
four important nosocomial bacteria, so they could be used for the control of health care-associ-
ated infections.
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RESUMEN: Objetivo: evaluar el efecto antibacteriano de nanoparticulas de subsalicilato de bis-
muto (NPs-SSBi) en contra de cuatro bacterias frecuentemente asociadas con infecciones noso-
comiales. Métodos: las NPs-SSBi fueron obtenidas en suspension coloidal por ablacion laser de
solidos en liquidos (ALSL). El tamafio, composicion y estabilidad de las NPs en suspension se
analizo por microscopia electronica de transmision y espectroscopia ultravioleta-visible. El cre-
cimiento planctonico y la formacion de biopelicula de dos bacterias Gram-positivas, S. aureus y
S. epidermidis, y dos Gram-negativas, E. coli y P. aeruginosa, después de ser expuestas a dife-
rentes concentraciones de NPs-SSBi (1.25 a 90 pg/mL), se evalud por ensayos de turbidez y XTT,
respectivamente. Resultados: se obtuvieron NPs-SSBi cristalinas de forma cuasi-esférica, con
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un tamano de 4.5 + 0.14 nm, las cuales permanecen estables en suspension coloidal por al me-
nos 21 dias. Las NPs-SSBi inhibieron el crecimiento de las cuatro bacterias, el crecimiento
plancténico se redujo =80-92% a concentraciones por arriba de 40 pL/mL, y la formacion de
biopelicula =73-89% a concentraciones de 80y 90 uL/mL. Conclusiones: las NPs-SSBi obtenidas
por ALSL inhibieron el crecimiento de cuatro importantes bacterias nosocomiales, por lo cual
podrian ser utilizadas para el control de infecciones asociadas con la atencion a la salud.
PALABRAS CLAVE: subsalicilato de bismuto, ablacion laser, antibacteriano, bacterias nosoco-
miales.

Introduccion

Las infecciones nosocomiales o infecciones asociadas con la atencién a la salud
(TIAAS) son aquellas que se adquieren en el proceso de recibir o brindar aten-
cién médica en un recinto de atencién a la salud como hospitales, clinicas y
consultorios. Son consideradas como un problema de salud publica por la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) debido a las altas tasas de morbilidad y
mortalidad, y a las implicaciones econémicas y sociales. Al mismo tiempo, el
incremento de bacterias resistentes a los antibidticos agrava este problema.
Pacientes de todo el mundo se ven afectados por infecciones nosocomiales,
aunque en los paises desarrollados la prevalencia es menor a la de los paises en
desarrollo. La prevalencia en paises desarrollados, entre 1995y 2010, se esti-
ma en 7.6% de los pacientes ingresados a un hospital (OMS 2022), mientras
en paises en desarrollo se estima en 15.5%, entre 1996 y 2008 (Allegranzi et
al.,2011).

En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) de
la Secretaria de Salud cuenta con la Norma Oficial Mexicana (NOM-045- SSA2-
2005) para la vigilancia epidemioldgica, prevencién y control de las infecciones
nosocomiales. En su informe de 2022, 1a RHOVE reportd que, de enero a agosto
de ese afio, se notificaron 36,425 infecciones nosocomiales a nivel nacional, con
una tasa de letalidad de 5%. Las 4reas hospitalarias en las cuales las infecciones
nosocomiales se adquirieron con mayor frecuencia fueron medicina interna, ci-
rugia general y las unidades de terapia intensiva, siendo las infecciones mas fre-
cuentes en vias urinarias y torrente sanguineo relacionadas con el uso de caté-
teres, bacteriemia primaria, e infecciones en piel y tejidos blandos (Gémez
Muftioz et al., 2023). Las infecciones nosocomiales ocurren por la exposicién a
una gran variedad de microrganismos patégenos u oportunistas; ademds,
existen condiciones favorecedoras de su desarrollo como un sistema inmune re-
ducido, ventilacién insuficiente, desinfeccién deficiente, hacinamiento, estan-
cias hospitalarias prolongadas y procedimientos médicos invasivos.

Los microrganismos asociados con mayor frecuencia a las infecciones
nosocomiales son las bacterias, seguidas de hongos y virus. En la tabla 1 se
enlistan los principales microrganismos aislados de infecciones nosocomiales
en recintos en México, Estados Unidos, y paises en desarrollo. Se observa que
las especies bacterianas encontradas en las tres regiones son Staphylococcus
aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) y Pseudomonas aeruginosa (P. aerugi-
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nosa), por otra parte, las especies fungicas mas comunes fueron las del género
Candida spp. Particularmente en México, la especie Staphylococcus epider-
midis (S. epidermidis) también se encuentra entre las bacterias nosocomiales
mas frecuentes.

TABLA 1. Microrganismos aislados de infecciones nosocomiales en México, Estados Unidos y paises en
desarrollo, en orden de frecuencia.

Microrganismos aislados

en México*

Microrganismos aislados
en Estados Unidos*

Microrganismos aislados
en paises en desarrollo®

Escherichia coli

Clostridium difficile

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus coagulasa

negativo
Enterococcus spp
Escherichia coli
Enterobacteriaceae
(incluyendo E. coli)
Pseudomonas spp

Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Enterococcus spp

Staphylococcus epidermidis | Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans Candida spp Acinetobacter spp
Enterobacter cloacae Streptococcus spp Candida spp
Otros Otros Otros

*Datos reportados de enero a agosto de 2022 (Gomez Mufioz et al., 2023). #Datos reportados de 2011
(Magill et al., 2014). 0Datos reportados de 1995 a 2008 (Allegranzi et al., 2011).

Las bacterias son capaces de formar biopeliculas en los tejidos, disposi-
tivos médicos y otras superficies. Las biopeliculas son comunidades de bacte-
rias fuertemente asociadas entre si que se adhieren a superficies en un am-
biente htimedo y crecen envueltas en una matriz polimérica producida por
ellas mismas (Costerton et al., 1999). La matriz estd compuesta en mayor me-
dida de polisacédridos y agua, y en menor medida de proteinas y moléculas de
acido desoxirribonucleico (ADN) (Flemming y Wingender, 2010). Esta con-
formacién proporciona a las bacterias proteccién contra los mecanismos de
defensa del huésped y contra agentes antimicrobianos como los antibiéticos,
lo cual dificulta su tratamiento.

Por lo anterior, es esencial implementar medidas para prevenir y controlar
la propagacién de los microrganismos responsables de las infecciones nosoco-
miales. Para abordar esta problemadtica, una de las nuevas alternativas incluidas
a explorar por investigadores de todo el mundo, y también por nuestro grupo de
trabajo, es el uso de nanoparticulas (NPs) de compuestos inorganicas como me-
tales de transicién, 6xidos metdlicos y sales con el potencial de inhibir el creci-
miento bacteriano. Los compuestos en nanoescala, es decir, con dimensiones de
12100 nm (1 nm =1 x 10~° m), suelen tener un efecto antibacteriano superior
respecto al mismo compuesto en bulto, por su mayor superficie por unidad de
volumen, haciéndolas mas reactivas y otorgdndoles el potencial de interactuar
con los microrganismos y asi afectar su comportamiento con precisién sin pre-
cedentes. Algunas de las potenciales ventajas del uso de NPs con propiedades an-
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tibacterianas sobre los antibidticos es que las bacterias no parecen generar una
rapida resistencia a ellas, posiblemente por sus mecanismos de accién, como lo
son: el dafio mecanico a la superficie bacteriana, las fuertes interacciones elec-
trostéticas entre moléculas de las bacterias y iones de las NPs que desestabilizan
funciones vitales de las bacterias, la generacién de estrés oxidativo por dife-
rentes vias, por mencionar algunos. Ademds, el uso de nanoparticulas permite
reducir la dosis y con ello, los posibles efectos secundarios en el paciente.

Algunos de los compuestos utilizados como agentes antibacterianos son
aquellos a base de bismuto. El bismuto (Bi) es un elemento metalico pertene-
ciente al grupo 15 (familia VA) de la tabla periddica, tiene un nimero atémico
(Z) de 83, una masa atémica de 208.98 g/mol, y estados de oxidacién +3 y +5,
por lo que actia como agente reductor. Posee un punto de ebullicién de 271.40
°C, un punto de fusién de 1564 °C y una energia de ionizacién de 7.289 eV, por
lo cual es un compuesto quimicamente estable en condiciones estdndar de pre-
sién y temperatura (Habashi, 2013). De acuerdo con el Sistema Integral sobre
Economia Minera (SIEM) del gobierno de México, en 2018 nuestro pais ocup6
el 4to lugar en la produccién de Bi a nivel mundial, produciendo entre 18 y 30
toneladas mensuales, siendo el estado de Coahuila el principal productor. En Es-
tados Unidos, aproximadamente el 60% del consumo de Bi se destina a aplica-
ciones cosméticas, de laboratorio y farmacéuticas (USGS, 2021). El Bi se ha uti-
lizado en el 4rea médica por mas de 250 afios para el tratamiento de diversas
enfermedades, principalmente para trastornos gastrointestinales como dia-
rrea, gastritis y colitis ocasionados por la presencia de Helicobacter pylori (Bagchi
etal.,1999; Koulinska et al., 2018; Lambert y Midolo, 1997; Yakoob et al., 2014).
Asimismo, las sales derivadas del Bi como el subsalicilato de bismuto (SSBi),
subcitrato de Bi coloidal y citrato de Bi han demostrado su efectividad como
agentes antimicrobianos; por ejemplo, el salicilato de Bi es capaz de inhibir el
crecimiento de diferentes bacterias y de levaduras patégenas incluyendo Can-
dida albicans (Alharbi et al., 2012; Cornick et al., 1990; Kappstein y Engels, 1987;
Pitz et al., 2015).

Recientemente, se realizé un estudio comparativo in vitro de la actividad
antimicrobiana de diferentes compuestos de Bi contra diferentes bacterias
de importancia médica, demostrando que el SSBi fue el més eficaz en la inhi-
bicién del crecimiento de estos microrganismos, seguido del triéxido de Biy
el subgalato de Bi (Vega-Jiménez A et al., 2012).

El SSBi es una sal basica de 4cido salicilico unido a un catién de bismuto
trivalente, cuya férmula quimica es C;H;BiO4 (figura 1). Es un polvo blanque-
cino con un peso molecular de 363.00701 g/mol, una densidad de 0.43 g/cm?,
y cada molécula contiene 58% de bismuto y 42% de salicilato en peso (Buda-
vari, 1996). Esta sal basica se obtiene a partir del salicilato de bismuto por
medio de hidrdlisis, es soluble en acidos, alcalinos y aceites, e insoluble en
agua (< 1 mg/ml a 22 °C) y alcohol (Arena, 1974; Lewis, 2007). Es conside-
rado como moderadamente téxico con una probable dosis letal oral en hu-
manos de 0.5- 5 g/kg (Gosselin, 1976).
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FIGURA 1. Estructura quimica del subsalicilato de bismuto.
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Fuente: Imagen tomada de (toxnet.nlm.nih.gov).

Los compuestos inorganicos antibacterianos en forma de NPs podrian
ser usados para desarrollar nuevos materiales con propiedades antimicro-
bianas, principalmente por su estabilidad quimica y la posibilidad de ser sin-
tetizadas por métodos tanto descendentes (top-down) como ascendentes
(buttom-up). Uno de los procedimientos top-down mas eficientes para la ob-
tencién de NPs en suspensién coloidal es la técnica de ablacién laser de s6-
lidos en liquidos (ALSL) (Mafune et al., 2000).

La técnica de ALSL consiste en irradiar con luz laser de alta potencia un
blanco sélido sumergido en un liquido, el blanco estd compuesto del material
del cual se busca obtener las NPs, y al absorber la radiacién, se funde y ioniza
el vapor del material. Después, se forma un plasma, el cual se condensa rapi-
damente en el liquido, y, simultdneamente, se produce una gran cantidad de
particulas neutras de diferentes tamafios, micro y nano. Las particulas
grandes tienden a sedimentarse en el fondo del recipiente, mientras que las
NPs quedan en suspension coloidal. Este procedimiento fisico tiene ventajas
como sintesis sencilla, facilidad para el montaje experimental, control del ta-
mario y concentracién de las NPs; ademads, no utiliza precursores quimicos t6-
xicos para su elaboracién, obteniéndose NPs libres de contaminantes y resi-
duos (Ibrahimkutty et al., 2015; Semaltianos et al., 2016; Yang, 2012).

En este trabajo, se obtuvieron NPs de subsalicilato de bismuto (NPs-SSBi)
en suspension coloidal por la técnica top-down de ablacién laser de sélidos en
liquidos, y se estudi6 su efecto antibacteriano usando cuatro bacterias fre-
cuentemente asociadas con infecciones nosocomiales: E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus'y S. epidermidis.

Materiales y metodologia

Obtencion de las nanoparticulas de subsalicilato de bismuto (NPs-SSBi)
Las NPs-SSBi se obtuvieron mediante la técnica de ablacién laser de sélidos
inmersos en liquidos (ALSL), siguiendo los pardmetros previamente repor-
tados por nuestro grupo de trabajo (Reyes-Carmona et al., 2023), descritos
en la tabla 2. Brevemente: se utilizé un laser de Neodimio: YAG (Nd:YAG) di-
rigido a través de una serie de espejos hacia una lente para enfocar la luz ha-
cia la superficie de una pastilla de SSBi, obtenida por compactacién del pol-
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TABLA 2. Parametros del proceso de ablacion laser utilizados para obtener las NPs-SSBi.

Parametros de la ablacion laser para obtener NPs-SSBi

Energia

Longitud de onda

Frecuencia

Distancia de la lente al blanco
Volumen de agua

60 m)

532 nm con pulsos de 5 ns
10 Hz

14 cm

21 mL (H,0)

Tiempo y nim. de ablaciones Tres ablaciones de 5 min.

Fuente: Elaboracion de los autores.

vo, inmersa en medio liquido (agua estéril). La pastilla se encontraba en
movimiento rotatorio (15 rpm) para lograr irradiar diferentes zonas de la
superficie de la pastilla. Una vez que el laser hizo contacto con el blanco de
SSBi, se formé un plasma condensandose rapidamente dentro del agua, pro-
duciendo la suspensién coloidal de las NPs-SSBi. El principio y el montaje
experimental se muestran en la figura 2.

FIGURA 2. Representacion del montaje experimental de la formacion de NPs-SSBi.

Emision
Laser

Laser Nd:YAG

«— Espejo

Medio liquido
(H,0)

Pluma de plasma
(material
vaporizado en
iones y atomos)

NPs-SSBi

Mesa
rotatoria

Fuente: Imagen tomada de (toxnet.nlm.nih.gov).

Caracterizacion de las NPs-SSBi
Por medio de espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se identificé la pre-
sencia y estabilidad de las NPs-SSBi en suspensién comparadas con el SSBi
en bulto. Se utilizé un espectrofotémetro LAMBDA UV/Vis/NIR (PerkinEl-
mer®) en la longitud de onda de 200-600 nm, y agua estéril como linea base.
Para analizar la estabilidad de la suspensién coloidal, se hicieron mediciones
al,7y21dias.

Para calcular la concentracién de las de las NPs-SSBi se realiz6 una curva
de calibracién, siguiendo la metodologia previamente descrita (Flores-Cas-
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tafieda et al., 2019). Se preparé6 una solucién stock de SSBi en acido acético y
agua (1:1) a partir de la cual se hicieron diluciones conocidas. Posterior-
mente, se midié la absorbancia de las diferentes suspensiones y se tomo el
pico maximo de absorcién (296 nm) como absorbancia de referencia para ob-
tener la curva concentracién vs absorbancia (figura suplementaria). Para de-
terminar la concentracién de las NPs-SSBi en cada muestra en suspensién
coloidal, se midi6 la absorbancia de las muestras con y sin la dilucién de
acido acético:agua (1:1) y se relacioné con la curva de calibracion.

FIGURA SUPLEMENTARIA. Se muestran las curvas de calibracion elaboradas para determinar la concen-
tracion de las NPs-SSB.
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La parte superior, corresponde a los valores de concentracion y absorbancia SSBi en bulto, que poste-
riormente fueron relacionados para crear la segunda curva de calibracion con las NPs-SSBi, en ambos
casos se obtuvieron valores de R? mayores a 99.

Fuente: Elaboracion de los autores.

El tamafio, morfologia y factor de forma de las NPs-SSBi se analizaron
mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM). Se utiliz6 un mi-
croscopio electrénico de transmision (JEOL-2010 operado a 200 kV). Y las
distancias interplanares se determinaron utilizando TEM de alta resolucién
(HRTEM) y el analisis de datos mediante el software Digital Micrograph de
GATAN.

Evaluacion antibacteriana

Los ensayos antibacterianos se llevaron a cabo utilizando cepas tipo (Ameri-
can Type Cell Culture Collection, ATCC) de cuatro especies bacterianas noso-
comiales Escherichia coli (ATCC 33780), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 43536),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidemidis (ATCC 14990)

[



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
18(34), e69835, enero—junio 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691€.2025.34.69835
Lorena Reyes-Carmona, Gina Prado-Prone, Enrique Camps, Argelia Almaguer-Flores

(dos Gram negativas y dos Gram positivas). Las cepas aerobias se cultivaron
individualmente en placas con agar de soya tripticasa (TSA) (BBL, Becton-Dic-
kinson) y se incubaron durante 24 h a 35 °C. Posteriormente, los cultivos pu-
ros de cada una de las diferentes especies bacterianas fueron transferidos a tu-
bos de microcentrifuga con medio de cultivo caldo de soya tripticaseina (TSB).
La densidad éptica (OD) de cada tubo se ajusté a 1 utilizando una longitud de
onda de A = 600 nm en un espectrofotémetro (BioPhotometer D30, Eppen-
dorf) para obtener una suspension bacteriana a una concentracién de 1 x 10°
células/mL.

Para evaluar el crecimiento bacteriano plancténico y la formacién de bio-
pelicula de las cuatro especies bacterianas, después de exponerlas individual-
mente a diferentes concentraciones de NPs-SSBi, se llevaron a cabo los en-
sayos de turbidez y de XTT, respectivamente (figura 3).

Para el ensayo de turbidez, se sembraron 20 pL de (1 x 10° células/mL) de
cada especie bacteriana en placas de 96 pozos y se expusieron a diferentes
concentraciones de NPs-SSBi (90, 80, 40, 20, 10, 5y 2.5 ug/mL), con medio
de cultivo TSB y se incubaron por 24 h a 35 °C. Cada cepa bacteriana fue cul-
tivada con TSB y clorhexidina al 0.2% para ser usado como control positivo,
mientras que como control negativo las cepas se cultivaron en TSB sin NPs-
SSBi. Posterior al tiempo de incubacién, se midié la absorbancia de alicuotas
de 100 pL de cada una de las muestras, a una longitud de onda de A = 595 nm
con un multilector de placas FilterMaxF5 (Dalgaard et al., 1994; Li et al.,
1993; Mira et al., 2022).

El porcentaje del crecimiento bacteriano plancténico se calcul6é usando
la siguiente ecuacién:

(O.D. muestra control)

.. . . O.D. d
Crecimiento bacteriano plancténico (%) = (M>x 100 (Bc. 1)

Donde O.D. muestras tratadas corresponde a la absorbancia de bacterias
en medio TSB expuestas a las diferentes concentraciones de NPs-SSBi, y O.D.
muestra control corresponde a la absorbancia de las bacterias cultivadas en
medio TSB sin NPs.

Para el segundo ensayo, se utilizé el kit colorimétrico de XTT (2,3-bis-(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) de invitrogen™
utilizado en diversos estudios (Braissant et al., 2020; Roehm et al., 1991), si-
guiendo el protocolo que indica el fabricante. Se realiz6 la misma metodologia
que en el ensayo de turbidez; solo que en este caso, posterior a las 24 h de in-
cubacién se adicionaron 20 puL de XTT a cada uno de los pozos que contenian
las muestras y se dejaron incubar durante 3 h a 35 °C. Posteriormente, se to-
maron alicuotas de 100 pL de cada muestra, se diluyeron con 50 puL de PBS 1X
y se midi6 la absorbancia a A = 450 nm.

El porcentaje de viabilidad celular bacteriana se calcul6 usando la ecua-
cién 1, pero en este caso, O.D. muestras tratadas corresponde a la absorbancia
del XTT reducido por las bacterias viables expuestas a las diferentes concen-
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traciones de NPs-SSBiy O.D. de las muestras controles, siendo el negativo la ab-
sorbancia del XTT reducido por las bacterias viables cultivadas en medio de
cultivo sin NPs y el control positivo medio de cultivo con clorhexidina 0.2%.
Ambos ensayos se realizaron por triplicado (n = 3) con cada una de las espe-
cies bacterianas y se ilustran también en la figura 3.

FIGURA 3. Representacion de los ensayos realizados para evaluar el efecto antibacteriano de las NPs-
SSBi, ensayos de turbidez y XTT.
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Fuente: Elaboracion de los autores (con Biorender.com).

Analisis estadistico

Los ensayos antibacterianos se realizaron por triplicado y fueron expresados
como media + EEM (error estindar de la media). Las diferencias significativas
fueron determinadas utilizando la prueba de ANOVA de una via con la correc-
cién de Dunnett, mediante el software Prisma.

Resultados experimentales y discusion

Caracterizacion de las NPs-SSBi mediante la espectroscopia UV-VIS

Enla figura 4A se presentan los espectros UV-Vis de las muestras de NPs-SSBi
y SSBi en bulto medidos a la misma concentracién (100 pg/mL), en ellos se
observan dos bandas de absorcién, una en 234-237 nm y otra de 296-303 nm,
correspondientes a grupos funcionales del 4cido salicilico presentes en la es-
tructura molecular del SSBi, asimismo, la banda en 296 nm es considerada
como la més estable y es caracteristica del SSBi (Purvis, 1926), lo cual mues-
tra que las NPs tienen la misma pureza y composicién que el blanco utilizado

en el proceso de ablacién.
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En la figura 4B se muestran los espectros de absorcién de la suspensién
coloidal de NPs-SSBi, medida a diferentes tiempos 1, 7 y 21 dias de haberse
producido. Se aprecia que en todas las mediciones el espectro de absorcién se
mantiene similar al del dia 1, por lo cual la estabilidad de las NPs en suspen-
sién coloidal se mantiene, por al menos 21 dias posteriores a su obtencién,
posiblemente por su tamafio nanométrico, el cual les permite mantenerse
dispersas entre las moléculas de agua por movimiento browniano.

FIGURA 4. Espectros de UV-Vis. A). Comparacion del espectro SSBi en bulto y de las NPs-SSBi. B). Se
aprecia la estabilidad de los coloides a los dias 1, 7, 21.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

A partir de las micrografias obtenidas por TEM (figura 5A y 5B), se calcul6
que el tamarfio promedio de las NPs-SSBi fue de 4.5 + 0.18 nm, como se muestra
en el histograma de frecuencias (figura 5C), permitiéndoles mantenerse en sus-
pensién coloidal (sin sedimentarse por gravedad) durante un periodo de tiempo
prolongado. A partir de estas mediciones se determiné que las NPs-SSBi tienen
un factor de forma de 0.75 + 0.15, indicando poseer una morfologia cuasi-esfé-
rica. Asimismo, por medio HRTEM (figuras 5D y 5E), se observé que las NPs-
SSBi tienen una estructura cristalina, cuyos patrones de difraccién corres-
ponden a las reflexiones (304) y (-222) con distancias interplanares de 3.25 y
2.94 A, del SSBi en bulto reportado en las Tarjetas Powder Diffraction File™
(7001563 y 7001555) y al patrén de difraccién de SSBi simulado en estudios
previos (Reyes-Carmona et al., 2023; Vega-Jiménez et al., 2017).

Evaluacion del efecto antibacteriano de las NPs-SSBi

Los resultados del ensayo de turbidez para determinar el crecimiento bacte-
riano en estado planctdénico se aprecian en la figura 6. Se observé que las
NPs-SSBi redujeron el crecimiento de las cuatro cepas bacterianas de una
manera dependiente de la concentracién. En las cuatro especies evaluadas se
observé una inhibicién significativa del crecimiento plancténico al ser ex-
puestas a concentraciones por arriba de 40 pg/mL de NPs-SSBi, siendo la
concentraciéon mas alta de NPs-SSBi (90 pg/mL) la cual mostré un efecto in-
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FIGURA 5. A) y B). Micrografias TEM de las NPs-SSBi en donde se puede apreciar la morfologia cuasi-
esférica. C). Histograma mostrando la distribucion del tamafio promedio de las NPs. D) y E). Microgra-
fias HRTEM, mostrando el patron de difraccion correspondiente a las reflexiones (304) y (-222) del SSBi.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

hibitorio mayor, de entre el 80-90%, en todas las cepas bacterianas proba-
das. Con E. coli se inhibi6 el 79.22%, con P. aeruginosa el 90.33 %, con S. au-
reus el 81.98% y con S. epidermidis 92.48 %. En el caso de las especies E. coli
y S. aureus se identificé una reduccién del crecimiento bacteriano significati-
vo a partir de la concentracién 20 pg/mLy 5 pg/mL de NPs-SSBi, respectiva-
mente. En las menores concentraciones (2.5 y 1.25 pg/mL) no se observo re-
duccién de la viabilidad bacteriana representativa.

Con respecto al porcentaje de viabilidad de las bacterias adheridas a la
superficie del pozo de cultivo (es decir, bacterias formando biopelicula) tras
la interaccién con diferentes concentraciones NPs-SSBi, se observé que solo
las concentraciones mas altas (80 y 90 ug/mL) lograron una reduccién signi-
ficativa de la viabilidad bacteriana (figura 7). Especificamente a estas con-
centraciones se calcul6é una inhibicién de la viabilidad bacteriana en E. coli
del 75y 84%, en P. aeruginosa del 80 y 89%, en S. aureus del 73y 79%, y en S.
epidermidis del 78 y 88%.

La significativa reduccién de la viabilidad bacteriana a estas concentra-
ciones de NPs-SSBi es de gran relevancia para el tratamiento de infecciones
persistentes causadas por biopeliculas bacterianas. Cabe mencionar que el
hecho de ser menos sensibles las biopeliculas a las NPs-SSBi que las bacterias
en estado plancténico coincide con lo reportado en otras investigaciones de
NPs inorgédnicas antibacterianas. Por ejemplo, se ha reportado que la concen-
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FIGURA 6. Porcentaje de crecimiento bacteriano en estado planctonico de las cuatro bacterias nosoco-
miales expuestas a diferentes concentraciones de NPs-SSBi, *, P < 0.05 vs Ctrl- (bacterias cultivadas en
TSB). Ctrl + (bacterias cultivadas en TSB y clorhexidina 0.2%).
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Fuente: Elaboracion de los autores.

FIGURA 7. Porcentaje de viabilidad celular bacteriana en biopelicula de las cuatro bacterias nosoco-
miales evaluadas a diferentes concentraciones de NPs-SSBi, *, P < 0.05 vs Ctrl- (bacterias cultivadas en
TSB). Ctrl + (bacterias cultivadas en TSB'y clorhexidina 0.2%).
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tracién requerida de NPs de Bi dimercaptopropanol (BisBAL) para inhibir
cepas plancténicas de Streptococcus mutans'y Streptococcus gordonii es de 5 plM,
mientras que para inhibir su crecimiento en biopelicula se requeriria de una
concentracién de 100 pM (Badireddy et al., 2014). De manera similar, las NPs
de Ag contra E. coli y P. aeruginosa aisladas de biopeliculas fueron mds resis-
tentes que en su estado plancténico (Radzig et al., 2013).

Sibien el mecanismo de accién del SSBino se comprende en su totalidad,
en otras investigaciones han descrito que este compuesto es mayormente
efectivo contra especies Gram negativas como E. coli o Helicobacter pylori (H.
pylori), al ser capaz de reducir la produccién de polisacaridos capsulares (Do-
menico et al., 1991), interferir con la sintesis de moléculas como adenosina
trifosfato (ATP), lo cual es esencial para el almacenamiento y liberacién de la
energia celular bacteriana. Asi como afectar la integridad de la membrana
bacteriana (Sox y Olson, 1989). Por otro lado, el hecho de tener las NPs-SSBi
tamarfios de alrededor de 4.5 nm, favorece que las NPs puedan ingresar a la
membrana celular bacteriana y ocasionar darfio en la integridad de acidos nu-
cleicos (Hajipour et al., 2012) como se ilustra en la figura 8. Por lo tanto, la ca-
pacidad antibacteriana de las NPs-SSBi contra las bacterias nosocomiales en
estado plancténico y biopelicula podria asociarse con la afeccién del metabo-
lismo bacteriano interfiriendo con la sintesis de moléculas como ATP, en-
zimas como la ureasa o catalasa, ocasionando dafio y pérdida de la integridad
de la membrana bacteriana y 4dcidos nucleicos.

FIGURA 8. Posible mecanismo de accion de las NPs-SSBi contra bacterias Gram negativas como E. coli.
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Fuente: Elaboracion de los autores (con Biorender.com).

A pesar de que la formacién de biopelicula se redujo tinicamente cuando
las bacterias fueron expuestas a las dos concentraciones mads altas, 80 y 90
pg/mL, estas se encuentran muy por debajo de las dosis farmacéuticas acep-
tadas de SSBi en adultos (262-2100 mg por dia), por lo cual es un farmaco
eficaz y de baja toxicidad. Sin embargo, se ha reportado como posible mani-
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festacién de algunas de las reacciones adversas de este compuesto el oscureci-
miento temporal en lengua y de heces fecales, debido a su mecanismo de ac-
cién antibacteriano (Dodge y Wackett, 2005).

El SSBi es soluble en ambientes acidos, por lo cual, posiblemente al en-
trar en contacto con el microambiente acido producido por las bacterias, este
se puede disociar en iones Bi y salicilato, pudiendo ser capaces de interac-
cionar electrostiticamente con la envoltura celular y de reaccionar con mayor
facilidad con otras moléculas por medio de reacciones redox.

Conclusiones

Se obtuvieron nanoparticulas de subsalicilato de bismuto (NPs-SSBi) en sus-
pensién coloidal, por medio de la técnica top-down de ablacién laser de sélidos
en liquidos (ALSL). Las NPs-SSBi presentaron una estructura cristalina, morfo-
logia cuasiesférica con un factor de forma de 0.75 y un tamarfio promedio de 4.5
nm. En cuanto a la capacidad antibacteriana de las NPs-SSBi, el crecimiento de
las cuatro bacterias nosocomiales fue inversamente proporcional a la concen-
traciéon de NPs-SSBi. Se identificé la reduccién del crecimiento bacteriano
plancténico de manera significativa a partir de una concentracién de 40 pg/mL.
Mientras que la reduccién de la viabilidad bacteriana en biopelicula fue signifi-
cativa al exponerlas a las dos concentraciones mds altas de NPs, 80 y 90 pg/mL.

Los resultados de este estudio indican que las NPs-SSBi tienen potencial
para ser utilizadas como un agente antimicrobiano para reducir y controlar
infecciones nosocomiales.
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