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Efecto antimicrobiano de un nano-recubrimiento de plata
y cobre depositado en un textil de polipropileno: estudio
in vitro.

Alejandro Lee Colin*, Gina Prado Prone§, Argelia Almaguer Flores§

Resumen.

Introduccion. El equipo de proteccion personal (EPP) es utilizado por médicos y
odontdlogos para el control de infecciones durante procedimientos que generan
salpicaduras o aerosoles contaminados con microorganismos. Uno de los
materiales con los que se fabrican estos equipos es el polipropileno (PP) dado su
alta capacidad de filtracion.

Objetivo. Investigar la capacidad antimicrobiana de un nano-recubrimiento de plata
y cobre (PP-AgCu) depositado sobre textiles de polipropileno, utilizando especies
bacterianas asociadas a infecciones nosocomiales; Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

Materiales y Métodos. El efecto antimicrobiano del nano-recubrimiento se evalu6
mediante la técnica de contacto directo, colocando una gota del cultivo de cada una
de las cepas bacterianas sobre los textiles con y sin el nano-recubrimiento durante
24 horas, y posteriormente se midié la viabilidad celular de las bacterias que
estuvieron en contacto con el nano-recubrimiento. Adicionalmente, se realiz6 un
analisis cualitativo mediante el uso de microscopia 6ptica.

Resultados. Los resultados mostraron que el porcentaje de disminucién del
crecimiento de las bacterias expuestas al nano-recubrimiento fue de 36.6%, 40.9%
y 55.8 % para S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa, respectivamente. Mientras
que E. coli, no mostro sensibilidad al efecto de nano-recubrimiento. Estos resultados
fueron corroborados con el analisis cualitativo con microscopia Optica.
Conclusiones- El nanorecubrimiento PP-AgCu fue efectivo para disminuir la
viabilidad de tres de las cuatro cepas bacterianas probadas, por lo que tiene el
potencial de ser utilizado para como recubrimiento antibacteriano de textiles usados
en la fabricacion de EPP.

Palabras clave.
Propiedades antibacterianas, nano-recubrimiento, plata, cobre, polipropileno,
control de infecciones.

* Residente de la Especialidad de Periodoncia e implantologia, Facultad de Odontologia, DEPel, Universidad
Nacional Autbnoma de México.
§ Laboratorio de Biolnterfases, Facultad de Odontologia, DEPel, Universidad Nacional Autbnoma de México.



Abstract.

Introduction. Doctors and dentists use Personal protective equipment (PPE), such
as face masks for infection control, during procedures that generate splashes or
aerosols contaminated with microorganisms. One of the materials with which this
equipment is manufactured is polypropylene (PP), given its high capacity of
filtration.

Objective. To investigate the antimicrobial capacity of a silver and copper nano-
coating (PP-AgCu) deposited on polypropylene textiles, using bacterial species
associated with nosocomial infections: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and, Staphylococcus epidermidis.

Materials and methods. The antimicrobial effect of the nano-coating was evaluated
using the direct contact technique, placing a drop of the culture of each of the
bacterial strains on the textiles with and without the nano-coating for 24 hours, and
subsequently, the cell viability of the bacteria that were in contact with the nano-
coating. Additionally, a qualitative analysis was carried out using optical microscopy.

Results. The results showed that the percentage decrease in the growth of bacteria
exposed to the nano-coating was 36.6%, 40.9%, and 55.8% for S. aureus, S.
epidermidis and P. aeruginosa, respectively. In contrast, E. coli did not show
sensitivity to the nano-coating effect. These results were corroborated by qualitative
analysis with optical microscopy.

Conclusions. The PP-AgCu nano-coating effectively reduce the viability of three of
the four bacterial strains tested, so it has the potential to be used as an antibacterial
coating for textiles used in the manufacture of PPE.

Keywords:
Antibacterial properties, nano-coating, silver, copper, polypropylene, infection
control.



Introduccion.

El uso de equipo de proteccion personal (ej. cubrebocas, batas y gorros) por
profesionales de la salud como los odontélogos, es una medida para el control de
infecciones ampliamente utilizada durante procedimientos que involucran la
generacion de salpicaduras o aerosoles con contenido de sangre u otros fluidos que
pueden estar contaminados con bacterias, virus y hongos, entre otros patogenos (1-
3).

Dado que la mayoria de este equipo de proteccion es de tipo textil y de un solo uso,
el polipropileno (PP) es un material frecuentemente utilizado para la fabricacion de
dicho equipo. ElI PP es un polimero termoplastico que resulta de la polimerizacion
del hidrocarburo propileno y que, si se somete a un proceso de hilado por fusion de
dicho polimero fundido, es capaz de formar fibras con muchas aplicaciones en la
industria textil dadas sus propiedades de proteccion vy filtracion (4).

Sin embargo, el polipropileno y sus textilies no cuentan con propiedades
antimicrobianas inherentes al material, por lo que el uso del EPP durante el dia,
hace que se puedan acumular diferentes microorganismos del medio con el tiempo
de uso; pudiéndose asi convertirse en un fémite o fuente de infeccion.

Por lo anterior, y para aumentar la efectividad de los cubrebocas y el equipo
de proteccién personal, se han estudiado diversas modificaciones a las superficies
de dichos equipos mediante la incorporacién de elementos quimicos tales como el
cloruro de benzalconio (10), y metales como el cobre (Cu) y la plata (Ag) (11, 12).

Una nueva forma propuesta para la incorporacion de metales como plata y

cobre a estos textiles es mediante la técnica de pulverizacion catdédica o magnetron
sputtering; un método fisico de disposicion por vapor que genera peliculas
nanometricas y que pudiera ser una forma nueva para fabricar EPP con posibles
efectos antimicrobianos.
La actividad de antimicrobiana del cobre es bien conocida, y se cree que esta
relacionada con su capacidad de unirse e inhibir ciertos citocromos presentes en las
bacterias alterando su cadena respiratoria. Otro mecanismo de accién del cobre es
la generacion de radicales toxicos que dafian componentes celulares como el
superéxido cuando el metal se encuentra en altas concentraciones (13). Otro metal
que se ha estudiado mucho por su alta actividad antimicrobiana y que se ha
incorporado en diversos productos es la plata. Se ha propuesto que uno de los
mecanismos de accion principales de la plata, se debe a la atraccion electrostatica
y la afinidad de los iones de dicho elemento por las proteinas de la pared celular y
la membrana citoplasmatica de los microorganismos, aumentando su permeabilidad
y provocando la alteracién de la envoltura bacteriana (14).

En el &mbito odontologico, se ha reportado la contaminacion de superficies
de los consultorios dentales por bacterias durante la generacién de aerosoles (5) y
la contaminacion del aire dentro de las clinicas odontologicas (6). Mas aun, estudios
realizados en centros educativos, reportaron una mayor exposicion de los
estudiantes de odontologia a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
y a otras bacterias, comparado con estudiantes de otras carreras que no estaban
expuestos a el contacto directo de los aerosoles generados en las clinicas de
ensefianza dental (7, 8). De hecho, la Asociacion Dental Americana ha reconocido
a los aerosoles dentales como potenciales focos para el contagio de enfermedades



como tuberculosis, influenza, infecciones por Legionella y el sindrome respiratorio
agudo severo SARS (9).

El propésito del presente estudio fue investigar la capacidad antimicrobiana
de un recubrimiento nanométrico de plata y cobre depositado sobre un textil de
polipropileno (PP-AgCu) utilizando especies bacterianas frecuentemente asociadas
a infecciones de tipo nosocomial como; Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

Materiales y Métodos.

Depdsito de los nano-recubrimientos.

Se depositaron nano-recubrimientos bimetélicos de Ag-Cu mediante la
técnica de pulverizacion catddica de magnetron sputtering utilizando un blanco de
Cu con seis inclusiones de alambre de Ag. Los nano-recubrimientos se depositaron
sobre textiles de polipropileno (PP) bajo las siguientes condiciones de deposito:
presién a 26 mTorr, flujo de Ar a 8 sccm, potencia a 200 W a 6 rpm. El nano-
recubrimiento de AgCu se depositdé en ambas caras del PP. La caracterizacion
fisicoquimica del nano-recubrimiento se realiz6 mediante diferentes técnicas como
microscopia electronica de barrido y analisis por XPS y ha sido publicada
previamente (15).

Una vez hecho el depdsito del nano-recubrimiento se cortaron muestras
circulares de 1 cm de diametro tanto del del PP recubierto con AgCu como del PP
sin recubrir (control).

Ensayos antibacterianos.

Para evaluar la efectividad antimicrobiana del nanorecubrimiento de AgCu se
utilizaron las cepas bacterianas Escherichia coli (ATCC® 33780), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC® 43636), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) vy
Staphylococcus epidermidis (ATCC® 14990). Las cepas se crecieron en agar TSB
(agar soya tripticasa, BBL, Becton-Dickinson) y se incubaron a 35° C durante 24
horas para posteriormente ser transferidas hasta obtener cultivos puros. De cada
bacteria se obtuvo una suspensién ajustada a una concentracion de 1x10’
células/mL.

Los discos del PP y PP-AgCu fueron previamente esterilizados en autoclave
y se colocaron individualmente en cajas de cultivo de 24 pozos. Posteriormente, se
colocé una gota de 40 uL con la suspension ajustada de cada una de las especies
bacterianas y se dejaron incubar durante 24 horas a 35° C en condiciones
aerdbicas. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Adicionalmente, se coloc6 un
disco extra en cada experimento para poder ser observado de manera cualitativa
por microscopia Optica.

Después de la incubacion, cada uno de los discos de tela fue lavado dos
veces con medio TSB y transferido a un pozo nuevo utilizando pinzas estériles.
Posteriormente, se adiciono a cada pozo, 400 pL de medio TSB y 40 pL de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich) y se dejé
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incubar por 3 horas en oscuridad a 35 °C. El ensayo de MTT es un método
colorimétrico para evaluar la viabilidad celular. EI MTT es reducido a formazan por
accion de las deshidrogenasas de la membrana y citoplasma bacteriano, la cantidad
de formazan reducido por las células es proporcional al numero de células
metabdlicamente activas en los cultivos y por lo tanto puede ser considerado como
una medida indirecta de la viabilidad o proliferacion celular.
Pasadas las 3 horas se descartdé el medio con MTT y se adicion6é 400 pL de
Isopropanol:DMSO (1:1) a cada uno de los pozos. Se tomaron 3 alicuotas de 100
pL de cada una de las disoluciones y se colocaron por triplicado en una placa de 96
pozos para medir su absorbancia con un lector de placas o espectrofotometro
(FilterMax F5, Molecular Devices) a una longitud de onda de A = 570 nm. En la fig
1 se puede observar una representacion grafica de la secuencia del estudio.

Con el resultado de las absorbancias obtenidas con el ensayo de MTT
determind el porcentaje de viabilidad celular (VC %) y se calculdé mediante la
siguiente formula:

VC% = (O.D muestra —0.D blanco) x 10

0.D control —0.D blanco

En donde:

0O.D. muestra: corresponde a la absorbancia de las alicuotas de las soluciones de
Formazan:ISO:DMSO obtenido de las células del grupo experimental.

O.D control: corresponde a la absorbancia de las soluciones de
Formazan:ISO:DMSO obtenido de las células control.

O.D Dblanco: corresponde a la absorbancia de las soluciones de
Formazan:ISO:DMSO obtenido después de la incubacion con el material o solucion
experimental, ya que a veces estos materiales pueden reaccionar con el MTT y
generar alguna sefial adicional.

Ademas del ensayo de viabilidad celular, se realizé un analisis del efecto
antibacteriano de los nanorecubrimientos de manera -cualitativa, mediante
microscopia éptica utilizando un microscopio Nikon Eclipse Ni.
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Figura 1. Representacion grafica de la secuencia metodoldgica del estudio.

Etica.
El presente proyecto ha sido aprobado por el Comité de Investigacion y Etica
de la Facultad de Odontologia, UNAM (CIE/0102/08/2022).

Andlisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado utilizando tres muestras
independientes para cada especie bacteriana que fue probada, y se repitieron al
menos una vez. Los resultados se expresaron como valores de la Media + EEM
(error estandar de la media). La significancia estadistica se determiné mediante la
prueba T-student pareada y se consideraron diferencias estadisticamente
significativas a partir de una p < 0.05.

Resultados.

Evaluacion de la capacidad antibacteriana.

Los resultados obtenidos del analisis cuantitativo para determinar la

capacidad antibacteriana del nano-recubrimiento mediante la medicion de la
viabilidad celular de las cuatro cepas utilizadas en este estudio utilizando el ensayo
de MTT, se presentan en la Tabla 1.
Se puede observar que hubo una disminucién de la viabilidad celular cuando las
bacterias estuvieron en contacto con el nano-recubrimiento (PP Ag-Cu) excepto con
E. coli. Mientras que la bacteria que presenté mayor sensibilidad al contacto con el
nanorecubrimiento fue P. aeruginosa.



Con los datos de absorbancia obtenida con el ensayo de MTT, se determino
el porcentaje de viabilidad celular de cada una de las bacterias al ser expuestas al
nano-recubrimiento (PP Ag-Cu). Los resultados de las cuatro cepas analizadas se
muestran en la Figura 2. Se puede observar que la Unica especie que no mostro
sensibilidad a la presencia del nanorecubrimiento de AgCu fue E. coli, ya que su
porcentaje de viabilidad celular se incrementd hasta 113.7 + 6. Por el contrario, el
porcentaje de viabilidad de S. aureus fue de 69.3 £ 3.4 %, de S. epidermidis fue de
59.4 £ 14.9 % y de P. aeruginosa de 44.2 + 4.9 %, todas ellas con diferencias
estadisticamente significativas comparadas con el texti del PP sin el
nanorecubrimiento. Considerando estos datos, hubo una disminucion del
crecimiento bacteriano de S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa del 36.6%,
40.9% y del 55.8%, respectivamente.

E. coli S. qureus

% Viabilidad celular
o =4 S 8
% Viabilidad celular
° g H g

PP PP Ag-Cu PP PP Ag Cu

P. aeruginosa
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100

100
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Figura 2. Porcentaje de la viabilidad celular de las cuatro cepas estudiadas después de su
inoculacion y cultivo sobre los discos del PP y PP Ag-Cu. * p < 0.05, ** p < 0.01.

Finalmente, el andlisis cualitativo con microscopia Optica confirmé los
hallazgos encontrados con el ensayo de MTT, ya que si hubo un efecto
antibacteriano del nanorecubrimiento de AgCu excepto con la cepa de E. coli
(Figura 3).

En estas microfotografias se puede observar la topografia de las fibras que
conforman los textiles del PP y se puede confirmar que no existe una alteracion en
la topografia de estas con el depdsito del nano-recubrimiento. La presencia del color
morado sobre las fibras del textil del PP, se debe a los cristales de formazan que se
forma en la membrana y citoplasma de las bacterias durante el ensayo de MTT; es
decir, a mayor de cantidad de tincion morada, mayor cantidad de bacterias viables.
En el andlisis cualitativo de estas imagenes, se puede observar una menor cantidad
de color morado en las muestras con el nanorecubrimiento de AgCu, con lo que se
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puede inferir que hubo una menor actividad metabdlica de las bacterias y por ende,
una menor viabilidad celular en los textiles recubiertos. Esto fue cierto con todas las
bacterias probadas, excepto en los textiles inoculados con E. coli en donde no se
observaron diferencias en la cantidad de tincidbn morada entre las muestras del PP
y las muestras con el nanorecubrimiento (PP-AgCu).

E coli

S .epidermidis

Figura 3. Imagenes de microscopia 6ptica a 4X, 10X y 40X aumentos después de haber
realizado el ensayo MTT.

Discusion.

La incorporacion de metales a superficies mediante la técnica magnetron sputtering
con fines antibacterianos ha sido probada ya en superficies metélicas de titanio y
talio (16). Una ventaja de esta técnica es que se puede aplicar a materiales que son
sensibles al calor como lo son los textiles.

En este estudio se evaluo el efecto antimicrobiano de un nanorecubrimiento
bimetalico de plata y cobre depositado sobre un textil de polipropileno (PP-AgCu)
utilizando las cepas bacterianas; E. coli, P. aeruginosa S. aureus y S. epidermidis.
Cultivos puros de cada una de estas cepas se colocaron sobre los textiles con y sin
nanorecubrimiento, simulando el contacto directo de gotas contaminadas. La
medicion del efecto antimicrobiano, se realiz6 mediante el ensayo de viabilidad
celular de MTT. El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico utilizado para determinar
la viabilidad celular de bacterias metabdlicamente activas mediante la reduccion del
MTT a formazan, que resulta en la formacion de cristales de color morado los cuales
se disuelven para poder medir la absorbancia resultante con la ayuda de un
espectrofotometro (17).

Los resultados de la efectividad antibacteriana del nanorecubrimiento de PP-
AgCu, mostraron que tres de las cuatro cepas bacterianas tuvieron una disminucion



significativa en su viabilidad celular cuando estuvieron en contacto con el nano-
recubrimiento durante 24 horas.

La especie bacteriana que fue méas susceptible al efecto del
nanorecubrimiento de AgCu fue la especie Gram negativa, P. aeruginosa. Se ha
reportado en la literatura el efecto antimicrobiano sinérgico de la plata y el cobre
sobre esta especie bacteriana en cultivos en medio liquido, usando una
combinacion de sales de nitrato de Ag y sulfato de Cu (18). Ademas, el uso de
nanoparticulas de plata y cobre depositados sobre fibras de grafeno también ha
mostrado un efecto antimicrobiano sobre biopeliculas de P. aeruginosa y en heridas
infectadas (19), coincidiendo con los resultados obtenidos en el presente estudio.

La segunda especie con mayor susceptibilidad al nanorecubrimiento fue S.
epidermidis. Se ha reportado una reduccion de la viabilidad celular de biopeliculas
de esta especie expuestas a hanoparticulas de plata (20). Mas aun, se ha reportado
gue es posible una inhibicibn completa en la formacion de biopeliculas de S.
epidermidis, cuando han sido expuestas a iones de cobre (21).

Respecto al efecto del nanorecubrimiento contra S aureus, los resultados
obtenidos mostraron una disminucién moderada en el crecimiento bacteriano.
Estudios previos ya han demostrado la capacidad bactericida del nitrato de plata y
el cloruro de cobre contra esta especie bacteriana cuando estos compuestos se
encuentran en solucion (22). También se ha reportado previamente la capacidad
antimicrobiana de sales de cobre y plata contra S. aureus en forma de biopelicula
cuando estas se unen a compuestos organicos tales como el quitosano.

De manera interesante, cuando se probd el efecto antimicrobiano del
nanorecubrimiento contra la especie Gram negativa E. coli, los resultados no
mostraron una disminucion en la viabilidad celular de esta especie y mas aun,
cuando se observan las imagenes obtenidas con microscopia Optica, pareciera que
no hay presencia de bacterias sobre las muestras analizadas tanto del PP como del
PP-AgCu. Lo anterior pudiera explicarse por la incapacidad intrinseca de E. coli para
adherirse a las superficies de polipropileno como ha sido previamente descrito en la
literatura (23).

Un aspecto importante para considerar es la posible citotoxicidad que pudiera
tener este nanorecubrimiento. A este respecto, un estudio ha mostrado la ausencia
de citotoxicidad utilizando fibroblastos dérmicos humanos y queratinocitos después
de 48 horas de cultivo sobre los textiles PP-Ag Cu y mediante el ensayo de viabilidad
celular MTT, indicando que el nanorecubrimiento de AgCu depositado sobre PP,
puede estar en contacto directo con la piel humana (15).

Los resultados obtenidos en presente el estudio demuestran el potencial del
nanorecubrimiento de plata-cobre para ser utilizado en equipo de proteccién
personal fabricado con textiles de polipropileno como batas, gorros y cubrebocas, y
comenzar a usarse en entornos clinicos. Dicho equipo podria disminuir la exposicién
del personal de salud a estos y otros patdgenos e incluso disminuir el riesgo de
infecciones de tipo nosocomial en los pacientes hospitalizados.



Conclusiones.

El nanorecubrimiento disminuyo la viabilidad celular de las cepas bacterianas
P. aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis cuando estuvieron en contacto con el textil
nanorecubierto, pero no fue asi con la cepa E.coli.
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TABLAS.

Tabla 1. Viabilidad celular de las bacterias expuestas a los nanorecubrimientos de plata-
cobre (Ag-Cu) sobre textiles de polipropileno (PP) mediante el ensayo de MTT.

Bacteria PP PP-AgCu
Abs a 570 nm (ME + SEM) Abs a 570 nm (ME + SEM)

E. coli - 0.10 + 0.01 0.12 £ 0.01

S. aureus + 0.73 £0.02 0.53 £0.02

S. epidermidis + 0.40 £0.03 0.27 £ 0.04
P. aeruginosa - 0.33+£0.01 0.19+£0.01
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