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RESUMEN

Introduccidn. El equipo de proteccion personal (EPP) se cred principalmente para prevenir la
transmision de enfermedades infecciosas. Actualmente, los EPP carecen de actividad
antimicrobiana por si mismos, por lo que la contaminacion con microorganismos patdégenos
como bacterias, hongos y virus contindia siendo un problema en hospitales y consultorios debido
a la posible transmision de estos microorganismos entre el personal de la salud y los pacientes.
Objetivo. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano y antiviral
del nanorecubrimiento de ZnO depositado sobre un textil de polipropileno (PP) mediante la
técnica de contacto directo sobre dos bacterias aerobias y dos bacterias anaerobias y la técnica
de filtrado de aerosoles sobre un surrogante viral.

Materiales y métodos. La evaluacién antibacteriana se realiz6 mediante la técnica de contacto
directo, utilizando las cepas aerobias Pseudomonas aeruginosa (ATCC 43636) vy
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y las cepas anaerobias Actinomyces israelii (ATCC
12102) y Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). Se coloc6 una gota de la suspension de
cada una de las especies bacterianas sobre muestras de PP con y sin el hanorecubrimiento y
se incubaron durante 24 h en condiciones aerobias o anaerobias segun la especie. La viabilidad
bacteriana se midié6 mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs).
Mientras que la evaluacion antiviral se realizé utilizando el fago PaMx60 y la técnica de filtrado
de aerosoles, donde se gener6 un aerosol contaminado con el bacteriéfago que se hizo pasar
a través del textil de PP con y sin el nanorecubrimiento. La evaluacion de la capacidad infectiva
del fago a su célula huésped se midié mediante el conteo de las unidades formadoras de placas
liticas (UFPs) de su célula huésped P. aeruginosa 33 (ATCC 10752).

Resultados. Los resultados obtenidos en la técnica de contacto directo motraron una inhibicién
de las bacterias aerobias del 77% en el caso de P. aeruginosa y del 99.3% en el caso de S.
aureus. Mientras que las bacterias anaerobias presentaron una inhibicién en su crecimiento del
70% para A. israelii y del 93% para P. gingivalis. Respecto a los resultados antivirales usando
el bacteriéfago PaMx60 encontramos que hubo una inactivacion del virus de aproximadamente
el 60% cuando el virus fue filtrado a través del polipropileno con el nanorecubrimiento.
Conclusiones. El nanorecubrimiento de ZnO depositado sobre textiles de PP fue efectivo para
inhibir el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias tanto Gram positivas como Gram
negativas. También mostré efectividad para disminuir la capacidad infectiva del bacteriéfago
PaMx60. Con estos resultados podemos considerar que tiene el potencial de ser utilizado como
recubrimiento antimicrobiano para algunos EPP como cubrebocas, batas y gorros, para que la
contaminacion de estos equipos ayude a disminuir el riesgo de transmisién de enfermedades

entre el odontélogo y los pacientes.



I. INTRODUCCION.

1. Control de infecciones en Odontologia.

Durante la practica odontolégica, el cirujano dentista y el paciente se exponen al
contacto con microrganismos provenientes de los fluidos y aerosoles generados durante
la consulta.

Los objetivos de un adecuado control de infecciones de acuerdo con organismos
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1), Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) (2), Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) (por sus siglas
en inglés, Centers for Disease Control and Prevention) (3) y la Asociacion Dental
Americana (ADA) (4) son:

e Garantizar una practica segura tanto para los trabajadores de la salud como para los

pacientes.

e Evitar la transmisiébn de microorganismos potencialmente infecciosos dentro del
consultorio odontoldgico.

¢ Disminuir los riesgos de infeccion y accidentes en la consulta.

e Cumplir con los requisitos legales, éticos y morales la practica dental.

En los procedimientos dentales, la transmision de patdgenos depende
principalmente de cuatro aspectos: a) el foco infeccioso (paciente/operador), b) forma de
transmisiéon (sangre, saliva), ¢) via de entrada del agente infeccioso (contacto directo con
la sustancia infectada o con objetos contaminados sobre la piel o mucosa sana o
erosionada y contaminacién por aerosoles infectados) y d) susceptibilidad individual

(estado nutricional, enfermedad, medicacion, herencia, etc.) (5).

2. Generacion de aerosoles en la practica odontolégica.

Diversos procedimientos odontoldgicos producen aerosoles y gotitas que pueden
contener diversos microorganismos como bacterias, hongos y virus provenientes de los
fluidos del paciente, como saliva, sangre y otras secreciones, lo que representa un riesgo
potencial para el odontélogo y el paciente (6, 7).

Los aerosoles se pueden definir como particulas hUmedas que permanecen en el
ambiente durante minutos, horas o dias y que son capaces de causar infecciones de
manera directa (cuando son inhalados), o de manera indirecta (cuando las particulas

contaminadas quedan sobre las superficies). La distancia a la que pueden llegar y el



tiempo que pueden permanecer los aerosoles en el aire variard de su tamafo, la
humedad del ambiente, asi como la velocidad y el flujo del aire (8).

Por ejemplo, al producirse gotas grandes (>5 um), éstas seran las primeras en
depositarse en una superficie y pueden alcanzar hasta 1 metro de distancia. Mientras que
los aerosoles que involucran particulas méas pequefias de 5 um, pueden llegar a mas de 1
metro de distancia y pueden permanecer suspendidas en el ambiente durante horas (9).

El control de la generacion de aerosoles es disminuir la concentracion de gotas
infecciosas y evitar su transmision aérea, esto es particularmente importante en
ambientes cerrados y sin buena ventilacion (10). El odontélogo enfrenta un riesgo
particular de infeccion, ya sea por la contaminacion de superficies con saliva que podrian
ocasionar una posible infeccion cruzada y por el contacto con gotitas contaminadas y

aerosoles generados durante los procedimientos de atencion dental (11).

3. Microorganismos asociados a infecciones cruzadas o adquiridas en el
consultorio dental.

La cavidad oral es un ecosistema complejo, donde habitan una gran cantidad de
microorganismos como bacterias, hongos y virus tanto en las superficies bucales (encia,
dientes, paladar, lengua, carrillos) como en los fluidos como la saliva y el fluido crevicular.
Cualquier procedimiento dental que tenga el potencial para producir aerosoles que
provengan de la cavidad oral, tiene el potencial de ocasionar la transmision de alguno de
estos microorganismos e incluso causar infecciones cruzadas (12, 13).

Se ha reportado con mayor frecuencia en la literatura cientifica, la transmision de
enfermedades de origen viral; por ejemplo, en el afio 2002, se reportd en Nuevo México
un caso de transmision de hepatitis B entre dos pacientes a los que se les realizé una
cirugia oral. Al consultorio llegé una paciente con hepatitis B crénica quien fue atendida en
las primeras horas de la mafiana y de alguna manera, otra paciente atendida 2 horas
después, adquirié esta infeccién al tener algin contacto con la sangre o fluidos de la
paciente anterior (14).

En un articulo se reporta que un cirujano dentista con VIH transmitié el virus a 5 pacientes
gue se sometieron a procedimientos odontolégicos realizados por él. Los analisis
moleculares del virus que presentaban estos cinco pacientes infectados, mostraron
secuencias de nucleétidos y patrones caracteristicos de aminoacidos relacionados con el

virus que tenia el dentista. Por lo que la epidemiologia y los datos de laboratorio, indicaron
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que estos cinco pacientes se habian infectado durante su atencion dental (15). EI modo
preciso de transmision del VIH a estos pacientes no pudo ser identificado; sin embargo,
los pacientes podrian haber sido directamente expuestos a la sangre del dentista como
resultado de lesiones percutaneas sufridas por el dentista durante la realizacién de
procedimientos los dentales, como ha sido documentado (16).

Aunqgue la transmisiébn o contaminacion de otros microorganismos que pueden
estar presentes en el consultorio dental como bacterias y hongos, no ha sido muy
documentada, a continuacion se describen algunos de los microorganismos mas

relevantes que pueden ocasionar infecciones cruzadas en el consultorio dental.

3.1 Bacterias.

Las bacterias son microorganismos procariontes unicelulares que tienen un tamafio
variable entre 0.5 a 5 um. Tienen diversas morfologias como esferas 6 cocos, bastones 6
bacilos y espirales 6 espiroquetas y algunos con morfologias pleomoérficas. Algunas
bacterias pueden tener movilidad y otras no (17). Son los organismos mas abundantes del
planeta, ya que se estima que puede haber hasta 40,000,000 de ellas en un gramo de
tierra y 1,000,000 de bacterias en un mililitro de agua dulce (18, 19).

La cavidad oral es un ecosistema dinamico que comprende una variedad de
comunidades microbianas, incluidas muchas especies patégenas u oportunistas (20). La
microbiota oral comprende el conjunto de microorganismos que se encuentran en la
cavidad oral y zonas contiguas, es la segunda microbiota con mayor diversidad en el
cuerpo humano, albergando a mas de 700 especies diferentes de bacterias reconocidas
hasta ahora que en condiciones normales de salud se encuentran en un estado
simbidtico. Cuando se rompe este equilibrio, se produce la disbiosis lo cual posibilita que
las bacterias que provocan enfermedades se manifiesten y causen enfermedades como

caries, gingivitis y periodontitis (21).
Algunos de los géneros bacterianos de importancia médica y odontol6gica son:
Streptococcus.

Son bacterias Gram positivas de forma esférica con dimensiones de 0.5 a 2 um.

Son células esféricas u ovoides que se encuentran en parejas 0 en cadenas, no tienen



motilidad, son homofermentadoras (produce fundamentalmente lactato), no esporuladas y
su requerimiento de oxigeno es facultativo (17).

Son clasificadas, tipicamente, de acuerdo a sus capacidades de hemdlisis como q,
B o vy y mediante los antigenos que presentan en su pared celular (clasificacion de
Lancefield) (22).

Muchas especies de Streptococcus son parte de la microbiota comensal presente
en las superficies mucosas de humanos y animales, las cuales generalmente no causan
ningun dafo, pero practicamente todas las especies comensales de Streptococcus son
patégenos oportunistas, principalmente si logran tener acceso al flujo sanguineo desde la
cavidad oral o los intestinos (23). Algunas especies pueden causar infecciones como
escarlatina, algunos tipos de neumonia y faringitis, y se transmiten por via aérea en

hospitales, escuelas y lugares publicos donde pueda haber grandes aglomeraciones (24).

Staphylococcus aureus.

Es una de las tres especies mas importantes del género Staphylococcus y uno de
los principales patégenos que infectan al ser humano. Son microorganismos Gram
positivos de forma esférica, aproximadamente de 1 uym de diametro que tienden a
agruparse en forma de racimos de uvas y cuyas colonias presentan tipicamente una
coloracién amarillenta o dorada (25). Son aerobios, catalasa positivos, oxidasa negativos y
fermentan carbohidratos. Se localizan en la piel y las mucosas del ser humano, aunque
también se ha detectado en animales, alimentos contaminados, superficies de objetos
inocuos, en el suelo, agua y también se pueden encontrar suspendidos en el aire (26).

Las infecciones asociadas a S. aureus en el ser humano pueden ocasionar infecciones
piégenas en piel y otros padecimientos como osteomielitis y artritis séptica. La transmision
de esta bacteria se produce por contacto directo y puede causar una gran diversidad de
enfermedades a nivel hospitalario como abscesos, neumonia, empiema, endocarditis,

pericarditis y meningitis (27).

Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aerobio Gram negativo. No requiere de
muchos nutrientes y puede crecer en rangos de temperatura de 4 hasta 42°C (28).
Es considerada una bacteria oportunista y letal que prolifera en personas
inmunocomprometidas; causante de infecciones a nivel sistémico, que a menudo resultan

en hospitalizacion, y mas frecuentemente, ponen en peligro la vida. P. aeruginosa se
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puede aislar de una variedad de fuentes como equipo de terapia respiratoria, fregaderos,
trapeadores, y piscinas de fisioterapia (29).

Actinomyces.

Son bacilos Gram positivos que presentan un lento crecimiento (4 a 10 dias) bajo
condiciones microaerofilas o estrictamente anaerobias y que miden de 0.5 a 0.8 pm.

Diversas especies del género Actinomyces son habitantes normales en areas del
tracto intestinal desde la bucofaringe hasta el colon. Estdn bien adaptados a las
superficies mucosas y no producen enfermedad a menos que traspasen la barrera
epitelial (17).
Los Actinomyces comprenden el grupo mas abundante de especies presentes en la
biopelicula dental y se han identificado tanto en la placa supragingival como en la

subgingival (30).

Porphyromonas gingivalis.

Pertenece al género bacteriano Porphyromonas que incluye a las especies
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas assacharolytica y Porphyromonas
endodontalis.

P. gingivalis es un bacilo corto Gram negativo, mide de 0.5-0.8 um x 1-3.5 um,
posee abundantes fimbrias, no tiene flagelos y no es esporulado. Es anaerobio facultativo
por lo que puede tolerar altos niveles de oxigeno disuelto, siempre y cuando posea las
enzimas necesarias para la desintoxicacién de radicales de oxigeno. Estas enzimas,
superoxido dismutasa, peroxidasa y catalasa, son capaces de proporcionar esta
proteccién. Las colonias son inicialmente de color blanco a color crema. Con el tiempo (4-
8 dias), se oscurecen del borde hacia el centro y una de color rojo oscuro a negro (31,
32).

Es una bacteria periodontopatdégena, localizada principalmente en el surco gingival
y de forma especifica cuando hay lesiones periodontales avanzadas; pero puede
encontrarse en el dorso de la lengua, amigdalas y saliva. Es considerado un patégeno
gue se encuentra presente en: gingivitis, pulpitis, abscesos periodontales y periapicales.
Su principal accién es la degradacion de los tejidos periodontales y la progresion de

algunos tipos de periodontitis (33).



3.2 Hongos.

Los hongos son células eucariontes, de respiracion aerobia. Tienen la capacidad de vivir
en diferentes ambientes; ya que se pueden establecer en la tierra, agua y también pueden
estar presentes en el aire. Se consideran organismos heterétrofos ya que dependen de la
materia organica sintetizada por otros organismos ricos en energia y producen enzimas
para absorberlos. Su forma de reproduccion es sexuada y asexuada Yy producen
estructuras reproductivas denominadas esporas y conidios (esto es importante para
identificar la morfologia de los hongos) (34). El género de hongos de mayor importancia
odontoldgica es el género Candida.

Candida albicans.

Es el hongo mas comudn en la cavidad oral. Es un hongo dimdrfico, es decir, bajo
ciertas circunstancias puede presentar una estructura de forma ovoidal llamada levadura,
mientras que en otras condiciones, forma estructuras filamentosas denominadas hifas o
pseudohifas.

C. albicans forma conidias con capacidad infectiva, las cuales son como esporas
sostenidas en la punta de la hifa, que pueden diseminarse por aguay (35).

Esta especie se considera parte de la microbiota normal de los seres humanos, sin
embargo, cuando ocurre un cambio en la homeostasis del hospedero, se convierte en un
patégeno oportunista causando candidiasis ya sea oral o0 en el sitio anatdbmico donde se

encuentre proliferando (36).

3.3 Virus.

Un virus es una particula infecciosa que consta de un nucleo o core que contiene
un acido nucleico (DNA o RNA) empacado en un recubrimiento hecho de proteinas
llamado capside. Se seba que algunos virus tienen una membrana lipidica de doble capa
externa a la capside llamada envoltura. Los virus son aproximadamente 100 a 1000 veces
mas pequenos que las células a las que infectan, y varian en tamafio de 20 a 300 nm de
diametro (37).

Para replicarse, un virus debe infectar a una célula para poder usar sus
componentes y fabricar copias de si mismo, lo que causa dafio en el organismo
hospedero. Los virus son diversos, y tiene la capacidad de infectar arqueas, bacterias,

hongos, plantas y animales, incluyendo a los seres humanos (38).
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Algunos de los virus mas relevantes en el area odontoldgica son:

Virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (VIH/SIDA).

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia retroviridae
(retrovirus). Es el virus causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (39).
El VIH es un virus con un RNA de cadena sencilla, que tiene la capacidad de transcribir su
genoma a DNA en la célula hospedera, mediante una enzima llamada transcriptasa
inversa que permite que el virus se integre al material genético de las células infectadas
(40).

El VIH puede transmitirse de diversas maneras, ya sea por via sexual, contacto con
sangre, o transmitirse de madre a hijo a través de la placenta o de la leche materna (38).
Una persona con VIH tiene SIDA cuando desarrolla infecciones y enfermedades
oportunistas como: sarcoma de Kaposi, candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar, ciertos

tipos de linfomas, tuberculosis pulmonar e infeccién por micobacterias, entre otras (40).

Coronavirus.

El virus del sindrome respiratorio agudo severo tipo-2 (SARS-CoV-2), causante de
COVID-19, se encuentra taxonémicamente en la familia Coronaviridae. Los coronavirus
suelen causar enfermedades respiratorias leves (entre el 10 - 30% de los casos de
resfriado comun).

La morfologia de los coronavirus es esférica irregular y tienen un tamafo
aproximado de 125 nm. Tienen una envoltura lipidica con tres proteinas ancladas a ella
denominadas E (envoltura), M (membrana) y S (del inglés, spike, o espicula). Esta ultima
proteina, es la que le da al virus la apariencia de una corona, y es la proteina que media
la unién al receptor y facilita su fusién con la membrana celular (41).

El virus causante de la COVID-19 se puede transmitir por contacto directo y, de
forma indirecta, por contacto con objetos, materiales y superficies contaminadas. Su
transmisiébn aérea es posible cuando se efectian procedimientos o tratamientos que
pueden generar aerosoles (42).

Los sintomas de personas con COVID-19 varian desde leves (fiebre, tos, fatiga, dolor de
cabeza y garganta, entre otros), hasta quienes se enferman gravemente (dificultad para
respirar y pérdida de la oxigenacion). Estos sintomas pueden surgir de 2 a 14 dias

después estar expuesto al virus (43).



Virus del herpes simple (HSV).

El virus del herpes simple (HSV) es un virus cuyo huésped natural es el ser
humano. El HSV pertenece a la familia de virus herpesviridae. Se divide en dos tipos:
virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) asociado a lesiones faciales y bucales, virus del
herpes simple tipo 2 (HSV-2) asociado principalmente a lesiones genitales, es uno de los
agentes transmitidos por via sexual mas frecuentes. Posee una céapside icosaédrica de
162 capsémeros, el genoma del virus es del20 a 250kbp y esta constituido por DNA
bicatenario y lineal, la envoltura esta construida por una membrana lipidica con espiculas
de glicoproteinas (44).

Los pacientes infectados con virus de herpes simple tipo 1 y 2 experimentan una
infeccion primaria inicial seguida por un estado de latencia. La mayoria de los casos de
infeccion inicial por herpes no producen lesiones clinicas evidentes, por ello la mayoria de
los pacientes desconocen que el virus ha entrado a su organismo. El virus atraviesa la
barrera mucosa y debido a que el virus es neurotrépico, infecta los nervios periféricos

donde puede permanecer latente y pueden pasar afios antes de ser diagnosticado (45).

Virus de la hepatitis B (HBV).

La hepatitis B (HBV) es causada por un virus del género Orthohepadnavirus que
pertenece a la familia Hepadnaviridae, el cual comprende varios virus que ocasionan
infecciones hepaticas persistentes y cancer hepético. Su virion denominado particula
Dane, es esférico de un tamafio aproximado de 40 nanémetros (hm), con una envoltura o
cubierta lipidica que contiene diferentes proteinas viricas (lipoproteica). EI HBV puede
causar una enfermedad aguda que puede durar varias semanas y cuyos sintomas son:
ictericia, orina oscura, dolor abdominal, nauseas, vomitos y fatiga extrema (33).

El virus de la hepatitis puede estar presente en todos los fluidos corporales del
paciente infectado y su transmision esta relacionada con una alta concentracion de
particulas virales. Un ejemplo es el contacto con sangre o saliva contaminada con el virus

en escenarios de atencion médica y odontolégica (46).

4. Equipo de proteccién personal (EPP).

En el area de la salud el EPP es el equipo destinado a ser llevado o sujetado por el
personal médico u odontolégico para protegerse durante un procedimiento médico o

dental. Este equipo de proteccién personal esta conformado principalmente por (47, 48):



Bata impermeable o repelente. Este tipo de bata debe ser resistente a los liquidos

y de manera ideal debe contar con un nivel 4 de proteccién. Esto significa que
debe resistir la penetracion de virus y de liquidos con presion hidrostatica. Debe
tener un ajuste elastico en las mufiecas y una longitud que cubra por debajo de las

rodillas y la parte posterior del usuario.

Figura 1. Bata quirargica. (https://goo.su/uUBhG)

Cubrebocas quirdrgico de triple capa. Esta elaborado con dos capas externas de

tela, tiene un filtro intermedio de polipropileno y un ajuste nasal moldeable. Debe

ser desechable, hipoalergénico y resistente a fluidos.

Figura 2. Cubrebocas quirdrgico. (https://goo.su/23RRxz9)

Respirador N95. Debe cumplir con eficiencia de filtracion minima de 95% y debe

tener proteccidon contra bioaerosoles y particulas menores a 0.3 um. Debe ser
hipoalergénico, resistente a fluidos y antiestatico, con un ajuste nasal que impida el

paso del aire alrededor de toda la mascarilla, y ajuste elastico a la cabeza.

KNos

Figura 3. Cubrebocas KN95. (https://goo.su/EEW0)
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Gorro. Debe ser impermeable a la penetracion de aerosoles y fluidos, también
debe ser resistente a la tensién. Debe contar con un eldstico para ajustar alrededor
de la cabeza. Este aditamento es importante para proteger el cabello y evita que
se enrede en los equipos médicos y odontolégicos como motores eléctricos,

piezas de mano u otros.

Figura 4. Gorro quirdrgico. (https://goo.su/zn6d)

Guantes. Los guantes deben contar con acabado liso y debe estar libre de
irregularidades. Los mas comunes estdn hechos de latex o de nitrilo para la
exploracién. Deben ser desechables y cubrir minimo cinco centimetros por debajo

de la muieca.

Figura 5. Guantes desechables. (https://goo.su/knMG)

Gafas de sequridad. Tienen la funcién de proteger parpados y ojos de salpicaduras

y objetos punzocortantes. Deben de ser ergondémicas, con armazén de vinil, lente

transparente, con un puente nasal de silicona.

Figura 6. Gafas de seguridad. (https://goo.su/Xmf1sJ)
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El utilizar correctamente el equipo de proteccion personal es un punto importante
para evitar la contaminaciéon microbiana dentro de hospitales y el consultorio dental, ya
gue la contaminacién puede darse entre colegas, pacientes y poblacion en general.

5. Materiales con propiedades antimicrobianas.

Los agentes antibacterianos de origen inorganico tales como metales y 6xidos
metdlicos, presentan diversas ventajas debido bioseguridad y estabilidad . De los
materiales que han demostrado tener propiedades antimicrobianas podemos encontrar a
la plata (Ag), el cobre (Cu), y 6xidos metalicos como, el 6xido de zinc (ZnO), diéxido
titanio (TiO2) y 6xido de hierro (Fe20s) (49).

Plata (Aqg). La plata es un metal de transicion brillante, resistente, ductil y maleable,
de todos los metales tiene la conductividad térmica y eléctrica mas alta. Tiene multiples
aplicaciones en diversas areas, siendo la actividad antimicrobiana una de las mas
importantes en el area médica. Presenta un buen efecto antibacteriano en contra de
bacterias Gram negativas como Escherichia coli y Gram positivas como S. aureus (50).
Por otra parte, se ha estudiado que cuando la plata se encuentra en tamafios
nanometricos (ej. nanoparticulas de plata), aumenta su efecto bactericida sobre los

microorganismos (51).

Cobre (Cu). Es un metal de transicion de color anaranjado de brillo metalico.
Ademéas de ser un micronutriente esencial importante en la salud y nutriciébn de las
plantas, el cobre fue reconocido en 2008 por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (EPA) (por sus siglas en inglés, Environmental Protection Agency), como
el primer agente antimicrobiano metalico. Esto llevé a muchas investigaciones sobre las
diversas propiedades del cobre y sus compuestos como agentes antibacterianos,
antifingicos y antivirales. Se ha reportado que las propiedades antimicrobianas del Cu en
tamafio nanométrico, son mas eficientes que las exhibidas por las particulas de Cu de
tamafio micrométrico. Ademas, existen reportes que los nanomateriales de cobre causan
el efecto denominado "muerte por contacto o contact kiling” en diversas especies
bacterianas. Se ha probado que tiene efecto antimicrobiano en contra de Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, y S. aureus y (52,
53).
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Oxido _de hierro (Fe,03). Es un Oxido muy estable, que se encuentra en la

naturaleza como el mineral hematita a-Fe>Os. Puede tener diferentes tonalidades de color
las cuales van desde el amarillo, ocre y marrén. El 6xido de hierro puede también ser
usado en la industria de la construccion, ya que se utiliza para darle color al cemento. Es
un componente fundamental en la fabricacion de pinturas e impermeabilizantes
decorativas y diferentes tipos de recubrimientos. Las nanoestructuras de este o6xido
adoptan diferentes formas como son; nanoalambres, nanotubos, nanoesferas, entre otros
(54).

Se ha reportado su efecto bactericida contra E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, entre otras
especies. Debido a los diferentes estudios de citotoxicidad, se ha propuesto su probable
uso en la bioremediacion del ambiente y la limpieza del agua, asi como su uso en el area
biomédica (55).

Di6xido de titanio (TiO;). Es un compuesto mineral que se encuentra en la

naturaleza en tres diferentes estructuras cristalinas polimérficas: brookita, rutilo y anatasa.
Su punto de fusién y de ebullicion son extremadamente altos, de tal manera que se
encuentra en estado sélido y es insoluble en agua. El TiO, también es un semiconductor.
Su color es de un blanco puro gracias a su manera de absorber los rayos ultravioleta.
Debido a su coloracion, tanto el material en bulto como en tamafio nanométrico se utilizan
en pigmentos farmacéuticos, cosméticos y productos para el cuidado de la piel como
protectores solares y pastas dentales (56).

El TiO2 aporta a la superficie caracteristicas fotocataliticas en presencia de radiacién UV,
en el que se desarrollan radicales de oxigeno y moléculas de oxigeno monoatémicas y
triatdbmicas, que se convierten en promotores de la accion antibacteriana. Esta propiedad

fotocatalitica ha sido bien estudiada en contra de microorganismos como E. coli (57).

5.1 Oxido de zinc.

El 6xido de zinc es un compuesto de color blanco, sedoso que posee una
densidad de 5.60 gr/cm® y un peso molecular de 81.4. Es insoluble en agua y es soluble
en ciertas disoluciones de bases fuertes y acidas. Tiene un didmetro de particula entre 0.5
y 0.6 micras.

Desde la vista estructural, el ZnO esta formado por un atomo de zinc y uno de oxigeno.

Se obtiene por oxidacion de vapor de zinc metalico a elevadas temperaturas (58).
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El 6xido de zinc tiene una elevada conductividad térmica, bajo coeficiente de
dilatacion y un alto punto de fusién, lo que permite su uso para ciertas aplicaciones
industriales como la industria del caucho en donde grandes masas de caucho se someten
a condiciones extremas de calor en la que implican flexiones y distorsiones. También se
utiliza en la industria ceramica, especificamente en la fabricacién del vidrio, en esmaltes
de porcelana y en cristales ya que las propiedades térmicas de estos productos
proporcionan una buena conductividad calorifica, reduciendo las roturas gracias a su bajo
coeficiente de dilatacion (58). En agricultura, el éxido de zinc se utiliza para el tratamiento
de muchas enfermedades que afectan a las plantas, y se adiciona en cantidades
considerables a fertilizantes comerciales.

En el area de cosméticos y productos farmacéuticos, el ZnO se encuentra en cremas
contra las quemaduras, polvos faciales, esmalte de ufias, polvos higiénicos entre otros.
La presencia del 6xido de zinc en productos cosméticos tiene efectos protectores sobre
los rayos del sol, prolonga la eficacia de los perfumes y desodorantes (59).

En odontologia, los cementos que contienen 6xido de zinc son utilizados como base de
cavidades, recubrimientos pulpares, cementacion de protesis y material de restauracion.
El uso del ZnO se debe a su bajo costo, facil manipulacién y remocion, asi como, a sus
propiedades antibacterianas y sedantes (60).

El 6xido de zinc es blanco a la luz visible pero negro a la luz ultravioleta. Esta
caracteristica es importante en las propiedades fotoquimicas, fotoconductoras vy
luminiscentes lo que lo hace adecuado para ser utilizado en una amplia gama de
dispositivos, como: sensores de gases, fotocatalizadores, celdas solares, y espejos
térmicos, entre otras (61).

La actividad antimicrobiana de ZnO es una consecuencia de su contacto directo
con la pared celular de los microorganismos. El dafio se genera cuando se adhiere
electrostaticamente a la envoltura bacteriana, ya que su carga positiva facilita la union a la
superficie de las bacterias cargada negativamente. Una vez unido, la integridad de la
membrana bacteriana es afectada debido a un cambio del potencial y despolarizaciéon de
los lipidos de la membrana (62). Otro mecanismo, es la inhibicién del transporte activo y la
afectacion del metabolismo de los aminoacidos y del sistema enzimatico por la liberacion
de iones Zn?*. Por ultimo, la generacién de especies reactivas de oxigeno o ROS (63). El
efecto antimicrobiano del 6xido de zinc en su tamafio nanomeétrico suele mostrarse
significativamente mas pronunciado en bacterias Gram positivas que sobre las Gram

negativas. Varios estudios han demostrado la actividad antimicrobiana contra los
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microorganismos como; S. aureus, Proteus mirabilis, Serratia marcescensy, Citrobacter
freundii, E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis y Shigella
flexneri (64).

6. Nanorecubrimientos.

Un nanorecubrimiento es una pelicula delgada de dos dimensiones y su tamafio es
menor a 100 nm. Estos nanorecubrimientos pueden exhibir propiedades como; resistencia
a la corrosion, aislamiento térmico, eléctrico, cambios en la hidrofobicidad de la superficie
que recubren, asi como también cambios en la conductividad eléctrica, entre otras. Esto
se debe al confinamiento de los electrones en un volumen limitado, pero también a que en
los materiales nanoestructurados la relacion superficie-volumen se incrementa
exponencialmente con la disminucién del tamafio de particula (65).

Los nanorecubrimientos tienen aplicacion en diversas industrias (66), la tabla 1

muestra algunos ejemplos de esto.

Tabla 1. Aplicacion industrial de los hanorecubrimientos.

Industria Ejemplos

Cosmética Cremas solares, lentes de contacto.

Revestimientos exteriores de automoviles para

Automotriz . . . ~ .,
mejorar la resistencia a los arafiazos y a la abrasion.

Liberacion controlada de farmacos, sustitutos 6seos,
Médica y farmacéutica medicamentos, medicina regenerativa, implantes de
rodilla y cadera.

Tejidos con superficie nanoestructurada repelente,

Textil productos textiles antimicrobianos.

Modificacién de pinturas y barnices con
nanoparticulas, pegamentos rapidos basados en
nanoparticulas de ferrita, nanocompuestos
poliméricos de arcilla para el reciclaje de PET.

Construccion

Baterias de ion-litio, células solares flexibles, pilas

Energia de combustible.
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6.1 Aplicaciones en el area médicay odontoldgica.

En el area médica y odontologica la utilizacion de los nanorecubrimientos
representa un campo potencial para el desarrollo de nuevos revestimientos de superficies
gue eviten la adhesiéon microbiana y asi poder reducir la formacion de biopelicula en
dispositivos médicos, ortopédicos y aditamentos para el tratamiento de heridas, entre
otros (67). Por ejemplo, implantes de titanio con nanorecubrimientos y superficies
nanoestructuradas que favorecen la union del tejido éseo a la superficie del implante
(osteointegracion) (68).

Respecto a su potencial para eliminar o disminuir la presencia de microorganismos
sobre las superficies de aditamentos de uso médico y odontologico, los
nanorecubrimientos han demostrado tener una gran efectividad contra diversas especies
de bacterias, hongos y virus (69).

Los nanorecubrimientos tienen mecanismos de accién antimicrobiana diferentes a
los antibidticos tradicionales, lo que los hace una alternativa ante la creciente resistencia a
los agentes antimicrobianos tradicionales. Diferentes estudios han llevado a proponer que
estos materiales en forma nanométrica destruyen los microorganismos principalmente por
tres mecanismos (70).

El primer mecanismo tiene que ver con la liberacion gradual de iones metélicos los cuales
inhiben la produccion de ATP (adenosin trifosfato) y la duplicacion del DNA (71).

En el segundo mecanismo, los iones metéalicos presentes en los nanorecubrimientos son
liberados y absorbidos a través de la membrana, alterando el pH. Esto genera dafios
fisiologicos, afectaciones en la estructura celular y en la actividad enzimatica (72).

En el tercer mecanismo, esta involucrada la generacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) las cuales generan estrés oxidativo y muerte celular (73).

7. Bacteriofagos como surrogantes virales.

Los bacteriéfagos o fagos, son virus que infectan especificamente a bacterias,
ademas de ser las entidades biolégicas mas abundantes en el planeta Tierra y
encontrarse en diversos sitios como; heces fecales, animales, suelo y agua, entre otro.
Como todos los virus, los bacteri6fagos carecen de metabolismo propio y tienen la
capacidad de replicarse dentro de su célula huésped; debido a estas caracteristicas,
pueden ser utilizados como modelos surrogantes de los virus que infectan células

eucariontes (74).
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Estructura y morfologia.

Los fagos pueden contener DNA o RNA, pero no ambos. Estos 4cidos nucleicos
pueden contener bases modificadas, las cuales sirven para protegerlos de las
endonucleasas (enzimas que cortan los acidos nucleicos de la célula hospedera durante
la infeccién). Los fagos mas simples contienen un material genético mas corto (aprox. de
3-5 productos génicos), mientras que el material genético de los fagos mas complejos,
puede codificar para mas de 100 productos génicos (33, 75).

Caracteristicas morfologicas de los bacteriéfagos.
Tamafo. La mayoria de los fagos tienen un tamafio de entre 24-200 nm.
Cabeza o Capside. En general, los fagos poseen una estructura a manera de cabeza con
diferentes tamafios y formas. La cabeza o capside esta compuesta de muchas copias de
una o mas proteinas diferentes. Al interior de la cabeza se encuentra el acido nucleico. La
cabeza actlla como una cubierta protectora para el acido nucleico.
Cola. La cola de los fagos es una estructura tubular hueca a través de la cual el acido
nucleico pasa durante la infeccion. Su tamafio de la cola puede variar e incluso estar
ausente en algunos fagos. Esta cola esta involucrada en la union de los fagos a su célula
huésped bacteriana.
Forma. Algunos fagos se encuentran en forma icosaédrica (20 caras) otros son

filamentosos (76).

Los ciclos replicativos de los bacteriéfagos al igual que los demas virus pueden
dividirse en; ciclo litico y ciclo lisogénico.

Ciclo litico del fago. El bacteriéfago toma el control de la célula, reproduce nuevos
fagos y destruye la célula. Después de la adhesion del bacteriéfago a la célula huésped,
el material genético del fago ingresa a ella, posteriormente iniciando su proceso de
multiplicacion. Pasado un tiempo, la bacteria se rompe (lisis) liberando los fagos al medio
(77).

Por otra parte, en el ciclo lisogénico los fagos en lugar de matar al huésped, el genoma
del fago se integra en el cromosoma bacteriano. El genoma integrado del fago se llama
profago (por que posee el potencial para producir fagos). A medida que la bacteria replica
su cromosoma, también replica el DNA del fago y lo transmite a nuevas células hijas

durante la reproduccién con la posibilidad de poder alterar el fenotipo de la bacteria (78).
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Bacteriofago PaMx60.

El bacteri6fago PaMx60 es un fago de RNA monocatenario icosaédrico,
perteneciente a la familia Leviviridae con un didmetro de 25-27 nm. Cabe mencionar que,
comparte muchas caracteristicas con el bacteriofago MS2, como morfologia, tamafio y
tipo de &cido nucleico, entre otras. Por ello, PaMx60 puede ser utilizado como un sustituto
del surrogante viral MS2 para representar un modelo de virus respiratorio (79) (Figura 7).

Figura 7. Microfotografia del fago PaMx60.
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

A lo largo de los afos, los EPP se han optimizado para prevenir la transmision de
diversas enfermedades infecciosas. Sin embargo hasta la fecha, los EPP no tienen
propiedades antimicrobianas por si mismos, por lo que la contaminacién de estos equipos
con microorganismos patdégenos como bacterias, hongos y virus continla siendo un
problema importante de salud publica.

En este proyecto, se propone evaluar la capacidad antibacteriana y antiviral de un
nanorecubrimiento de ZnO depositado sobre un textil de polipropileno, con el que se
elaboran cubrebocas de uso quirdrgico. La finalidad de este estudio, es que el
nanorecubrimiento de ZnO pudiera colocarse en EPP como cubrebocas, gorros y batas,
entre otros, y que no solo actie de proteccién como barrera fisica, sino que también tenga
la capacidad de eliminar los microorganismos que puedan estar presentes cuando se

realicen procedimientos dentales que involucren fluidos y aerosoles.

lIl. HIPOTESIS.

El nanorecubrimiento de ZnO depositado sobre un textil de polipropileno tiene

capacidad antibacteriana y antiviral.

V. OBJETIVOS.

Evaluar el efecto antibacteriano y antiviral del nanorecubrimiento de ZnO

depositado sobre un textil de polipropileno (PP-ZnO).

Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto antibacteriano del nanorecubrimiento PP-ZnO sobre dos
bacterias aerobias (P. aeruginosa, S. aureus) y dos bacterias anaerobias (A.
israelii, P. gingivalis), utilizando la técnica por contacto directo.

2. Evaluar el efecto antiviral del nanorecubrimiento PP-ZnO contra un surrogante viral

(bacteriéfago PaMx60), utilizando la técnica de filtrado de aerosoles.
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V. DISENO EXPERIMENTAL.

El presente proyecto de investigacion fue un estudio experimental in vitro donde se
evalué la capacidad antibacteriana y antiviral de un nanorecubrimiento de ZnO depositado
mediante la técnica de magnetron sputtering, proporcionado por el Instituto de
Investigaciones en Materiales de la UNAM (lIM, UNAM). Los ensayos bioldgicos que se
realizaron para la evaluacion antibacteriana y antiviral del nanorecubrimiento de ZnO se

llevaron a cabo en el Laboratorio de Biointerfases de la DEPel, FO, UNAM.

Evaluacién del efecto antimicrobiano del

nanorecubrimiento de ZnO

]

Actinomyces israelii (ATCC 12102) Bacteriofago PaMx60 con su cepa
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) huésped (P. aeruginosa (ATCC
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 43636) 10752))
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277

Técnica por Técnica de filtrado
contacto directo de aerosoles
(gota)

e

. e e
. e

e.'s @

.
/ e *

Figura 8. Secuencia experimental del estudio.
Evaluaciones antimicrobianas del nanorecubrimiento de ZnO.

a) Ensayos antibacterianos.

Se utilizaron dos especies bacterianas aerobias (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus) y dos especies bacterias anaerobias (Actinomyces israelii,
Porphyromonas gingivalis).

Las bacterias aerobias se cultivaron individualmente en placas de Petri con agar
TSA (Trypticase Soy Agar (BBL, Becton-Dickinson) y se incubaron a 37 °C, durante 24 h.
Mientras que las bacterias anaerobias se cultivaron en placas de agar HK enriquecido
(Brain Heart Infusion Agar (BBL, Becton-Dickinson), Trypticase Soy Agar (BBL, Becton,
Dickinson), Yeast extract (BBL, Becton, Dickinson), suplementadas con 5 pg/mL de
hemina (Sigma-Aldrich), 0.3 ug/mL de Menadiona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), y 5% de
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sangre de cordero desfibrinada (Microlab)) y se incubaron durante 7 dias a 35 °C en
condiciones anaerobias. Tras el periodo de incubacién y una vez que se confirmé la
pureza de cada una de las cepas bacterianas, éstas fueron recolectadas en tubos
individuales con caldo de cultivo TSB (Trypticase Soy Broth (BBL, Becton-Dickinson) o
caldo de Mycoplasma enriquecido (Brain Heart Infusion Agar (BBL, Becton-Dickinson),
suplementado con 10 pyg/mL de peptona (Sigma-Aldrich), 5 ug/mL de cloruro de sodio
(Sigma-Aldrich)), dependiendo de las cepas. Posteriormente, se realiz6 la medicion de la
densidad 6ptica (OD) de cada cepa y se ajustdé a 1 a A = 600 nm en un espectrofotometro
(BioPhotometer D30, Eppendorf), para obtener una suspension bacteriana con 1 x10°
células/mL (Figura 9).

Figura 9. Ajuste de densidad éptica (OD) de cada bacteria.

Evaluacion por contacto directo (gota).

Para la evaluacion de la efectividad antibacteriana del nanorecubrimiento de ZnO
por medio de contacto directo, se sembré una gota de 40 pL (4x10” UFCs/mL) de cada
bacteria sobre discos de 1 cm de diametro de polipropileno (PP) y discos de polipropileno
con el nanorecubrimiento de ZnO (PP-ZnO). Una vez colocadas las gotas sobre los
discos, éstos se incubaron a 35 °C durante 24 h en condiciones aerdbicas o anaerdbicas
(Figura 10).

i >
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Figura 10. Sembrado e incubacion bacteriana sobre los discos de PP con y sin

nanorecubrimiento de ZnO.
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Después del periodo de incubacién, se recuperaron los discos y se colocaron en
un tubo estéril con 500 pL de caldo de cultivo. Se realiz6 una agitacion vigorosa (vortex)
durante 5 segundos y se repitid tres veces, con el objetivo de desprender las bacterias
gue se encontraban viables sobre cada uno de los discos (Figura 11).

X N N
d
L/

Figura 11. Recuperacion de gota, agitacion y obtencion de solucién stock.

Se retird el disco del tubo y de la solucién “stock” resultante, se realizaron cuatro
diluciones seriadas (1:100) y se sembraron 5 puL de cada una de las diluciones
bacterianas en placas de Petri con agar TSA o0 HK y se incubaron a 35 °C en condiciones
aerobias (24 h) o anaerobias (5 dias) dependiendo de la cepa bacteriana (Figura 12). Se
midio la viabilidad bacteriana mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias

(UFCs).

Figura 12. Diluciones seriadas y sembrado en placas Petri.
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Para obtener el porcentaje de inhibicion bacteriana se utilizo la siguiente formula:

-7

% inhibicion
bacteriana

xX 100

Donde:
C = UFCs del control (PP).

T = UFCs de la muestra experimental (ZnO).

b) Ensayos antivirales.

Para llevar a cabo la evaluacion antiviral del nanorecubrimiento de ZnO se utilizé el

bacteri6fago PaMx60, considerado un surrogante viral de virus respiratorios de RNA.

Evaluacion por filtrado de aerosoles.

Para la evaluacion de la efectividad antiviral mediante la técnica de filtrado por
aerosoles, se realiz6 el montaje del equipo de filtrado del laboratorio de Biointerfases. El
cual esta adaptado con base en la norma ASTM-F2101 con algunas modificaciones
(Figura 13).

Suspensioén viral __g '

Direccion de aerosoles

Figura 13. Equipo de filtrado adaptado de la norma ASTM-F2101
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Previo a realizar el experimento, se prepararon cajas Petri con tapices bacterianos
de la cepa huésped Pseudomonas aeruginosa 33 (PS33), utilizando la técnica del agar
suave de doble capa (79, 80).

Figura 14. Tapices bacterianos de la cepa huésped.

Los parametros para el ensayo de filtrado fueron los siguientes:

e Tiempo de filtrado: 1.5 min (bomba y nebulizador).

e Volumen del medio de cultivo en el vaso nebulizador: (6 mL de medio SMy 600 uL
del fago PaMx61 1x10° UFP/mL)

e Se trabaj6é con controles (ambiente y medio) y todas las conexiones del equipo de
filtrado fueron selladas con parafilm.

e Incubacion a 35 °C por 24 h.

e El experimento se realiz6 por triplicado y se cambio el textil y la caja de Petri con
tapiz bacteriano por cada filtrado.

e Se evalu6 la capacidad infectiva del fago sobre su célula huésped, mediante la

formacion de unidades formadoras de placas liticas (UFPS).

Figura 15. A) Filtrado del aerosol con el bacteriéfago. B) Formacién de UFPs.
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Para obtener el porcentaje de inactivacion viral del textil con el nanorecubrimiento de ZnO,

se utilizé la siguiente férmula:

i % inactivacion

X 100 = viral

Donde:
C = UFPs del control (PP).

T = UFPs de la muestra experimental (ZnO).

Andlisis estadistico.

Los experimentos antibacterianos y antivirales se realizaron por triplicado y los
resultados de los conteos de las unidades formadoras de colonias (UFCs) de cada
bacteria y las unidades formadoras de placas liticas (UFPs) del bacteriéfago se
expresaron como valores media (ME) * error estandar de la media (EEM).

Los andlisis para determinar las diferencias entre el polipropileno (PP) y polipropileno con
el nanorecubrimiento de ZnO (PP-ZnO) se llevaron a cabo usando la prueba T-Student.

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas a partir de una p < 0.05.

VI. RESULTADOS.

Evaluaciones antimicrobianas del nanorecubrimiento de ZnO.

a) Ensayos antibacterianos.
Evaluacién por contacto directo (gota).

Bacterias aerobias.

Los resultados de Ila evaluacion de la efectividad antibacteriana del
nanorecubrimiento de ZnO por medio de contacto directo durante 24 horas de incubacion
sobre los discos de polipropileno (PP) y los discos de polipropileno con el
nanorecubrimiento de ZnO (PP-ZnO) de P. aeruginosa y S. aureus medidos mediante el

conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs) se presentan en la figura 16.
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Se puede observar una disminucion significativa de las UFCs de las bacterias que
estuvieron en contacto con el PP-ZnO comparandolo con el contacto con el PP. La
especie que mostré mas sensibilidad al contacto con el nanorecubrimiento fue S. aureus.
Se usaron los valores de las UFCs de cada bacteria para obtener el porcentaje de
inhibicién utilizando la férmula descrita previamente en la metodologia. Los resultados
mostraron un porcentaje de inhibicion del 77% para P. aeruginosa y del 99.3% para S.

aureus cuando estuvieron en contacto con el nanorecubrimiento de ZnO.

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Diluciones PP PP-Zn0 Diluciones PP PP-ZnO
seriales . seriales .
0 ‘ . = PP
0 . 1.05%x10 10— = 7n0
E —
-2 0 ;_,ﬁ 5.5%x10°9 i
2 € sxios) I HE
= 3x106
-4 _8
-4 o 2x%106 -]
£
-6 S 1x106
=
-6 0

P. aeruginosa S. aureus
*P<0.05

Figura 16. Conteo de las UFCs de las bacterias P. aeruginosa y S. aureus que crecieron al estar
en contacto con los textiles de PP y PP-ZnO. Del lado izquierdo se muestran imagenes
representativas del crecimiento bacteriano en las diferentes diluciones que fueron sembradas
después de 24 horas de incubaciéon en contacto con el PP y el PP-ZnO. Del lado derecho se
muestra la gréafica del conteo de las UFCs de ambas bacterias.

Bacterias aerobias.

La efectividad antibacteriana del nanorecubrimiento de ZnO por medio de contacto
directo durante 24 horas de incubacion anaerobia sobre los discos de polipropileno (PP) y
los discos de polipropileno con el nanorecubrimiento de ZnO (PP-ZnO) de A. israelii y P.

gingivalis medida mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs) se
presenta en la figura 17.
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Se puede observar una disminucién de las UFCs de las bacterias que estuvieron
en contacto con PP-ZnO comparandolo con PP, siendo P. gingivalis la especie que
mostré mas sensibilidad al estar en contacto con el nanorecubrimiento.

Se usaron los valores de las UFCs de cada bacteria para obtener el porcentaje de
inhibiciéon con la misma férmula que se usé para las bacterias aerobias. Los resultados
mostraron una inhibicién bacteriana del 70% para A. israelii, mientras que P. gingivalis

tuvo una inhibicion del 93% después del contacto con el nanorecubrimiento de ZnO.

Actinomyces israelii Porphyromonas gingivalis

Diluciones PP PP-ZnO Diluciones PP PP-Zn0
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]
E
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0_
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Figura 17. Conteo de las UFCs de las bacterias A. israelii y P. gingivalis que crecieron al estar en
contacto con los textiles de PP y PP-ZnO. Del lado izquierdo se muestran imagenes
representativas del crecimiento bacteriano en las diferentes diluciones que fueron sembradas
después de 24 horas de incubacién en contacto con el PP y el PP-ZnO. Del lado derecho se

muestra la grafica del conteo de las UFCs de ambas bacterias.

b) Ensayos antivirales.

Evaluacion por filtrado de aerosoles.

La evaluacién de la efectividad antiviral mediante la técnica de filtrado por
aerosoles se midi6 mediante el conteo de las unidades formadoras de placas liticas
(UFPs) del bacteri6fago PaMx60. Los resultados del efecto del contacto con el

nanorecubrimiento de ZnO se presentan en la figura 18.
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Se puede observar una disminucién significativa de las UFPs del aerosol
contaminado con el bacteriéfago que estuvo en contacto con el PP-ZnO comparandolo
con el PP.

Los valores de las UFPs obtenidas fueron utilizados para obtener el porcentaje de
inactivacion viral utilizando la formula descrita previamente en la metodologia. Los
resultados mostraron un porcentaje del 56.23% de inactivacion del fago al estar en

contacto con el nanorecubrimiento de ZnO.

Bacteriéfago PalVIx60 125
= PP
PP PP-ZnO 100 = 7ZnO

- 4

) L 75+
=1
[}

S 50-
z

25+
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PP ZnO
Fago PaMx 60
* (P < 0.05)

Figura 18. Conteo de las UFPs formadas una vez que los aerosoles del bacteriéfago PaMx60
atravesaron los textiles de PP y PP-ZnO. Del lado izquierdo se muestran imagenes representativas
de la inhibicién del crecimiento de la célula huésped del bacteriéfago después de 24 horas de
incubacién. Del lado derecho se muestra la gréafica del conteo de las UFPs del bacteriéfago cuando

estuvo en contacto con PP como con PP-ZnO.
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VII. DISCUSION.

El polipropileno es un material con el que se elaboran barreras de proteccion del
personal médico y odontolégico como cubrebocas, batas, gorros y zapatos quirdrgicos. En
este estudio in vitro se evalué la efectividad antibacteriana y antiviral de un
nanorecubrimiento de 6xido de zinc depositado sobre textiles hechos de este material
(PP-Zn0O).

Los experimentos con las bacterias fueron disefiados para simular gotas
contaminadas con microorganismos generadas al toser, estornudar o en un ambiente
clinico donde se pudieran general gotas al atender un paciente como en el consultorio
dental y que pudieran quedar adheridas al polipropileno (contacto directo). Mientras que
los ensayos antivirales se disefiaron para simular el contacto con aerosoles contaminados
por virus que pudieran tener contacto sobre el polipropileno en un ambiente hospitalario o
en el mismo consultorio dental haciendo un procedimiento generador de aerosoles como
las profilaxis hechas con escariador ultrasénico.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron una disminucion del
crecimiento bacteriano tanto en bacterias aerobias como en bacterias anaerobias cuando
estuvieron en contacto con el nanorecubrimiento de ZnO. El efecto antibacteriano del
oxido de zinc ha mostrado mayor efectividad sobre bacterias Gram positivas (81). Las
bacterias Gram positivas se distinguen por su capa gruesa de 20 a 50 nm compuesta por
peptidoglucanos, la cual confiere proteccion a la célula. En cambio, las bacterias Gram
negativas tienen una pared celular mas compleja ya que comprende una capa de
peptidoglicano ubicada en medio de una membrana celular externa y una membrana
celular interna. La membrana externa de las bacterias Gram negativas contiene
lipopolisacaridos y proteinas y es el lugar por donde se lleva a cabo el transporte de
nutrientes y iones que son esenciales para la integridad estructural y la viabilidad de las
bacterias. El dafo en la estructura celular de las bacterias Gram negativas también
pueden ser parte de algin mecanismo de accion antimicrobiano del 6xido de zinc (82).
Las diferencias estructurales de las bacterias Gram positivas y Gram negativas pueden
influir en la resistencia de las bacterias a los mecanismos de accion de los
nanorecubrimientos. En las Gram positivas la pared celular actia como capa protectora
debido al grosor haciendo mas resistentes a los mecanismos de accién antimicrobianos
que en las Gram negativas ya que estas carecen de esta gruesa capa y por la

permeabilidad de la membrana externa facilita el ingreso de los iones Zn?* (83). Cuando la
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integridad de la pared bacteriana se ve afectada, podriamos hablar de un posible
mecanismo de accion antimicrobiana (84).

Los resultados con las bacterias aerobias mostraron que la bacteria Gram positiva
S. aureus disminuy6 su crecimiento en un poco mas del 99% después de haber estado en
contacto con el nanorecubrimiento de ZnO, este resultado coincide con lo que la literatura
menciona ya que la integridad de la célula depende de la liberacion de iones metalicos del
ZnO que se pueden establecer en el citoplasma, causando dafios estructurales (85). En
cambio, P. aeruginosa fue mas resistente al contacto con el PP-ZnO teniendo un 77% de
inhibicién. Esto, podria deberse a que la pared celular de P. aeruginosa es delgada ya
gue es una bacteria Gram negativa y sus mecanismos de resistencia y de adaptacion al
medio ambiente se encuentran mas encadenados con su metabolismo y con la integridad
de la membrana celular (86).
Por otra parte, los resultados con las bacterias anaerobias mostraron un efecto contrario
respecto al tipo de Gram; ya que P. gingivalis (Gram negativa) tuvo un 99% de inhibicién
al tener contacto con el PP-ZnO y A. israelii que es Gram positiva, tuvo un efecto
inhibitorio del 70%. P. gingivalis al ser una bacteria Gram negativa, probablemente fue
mas susceptible debido a que su membrana externa contiene polisacaridos, lo cual podria
aumentar la carga negativa de la bacteria y que junto con la liberacién de los iones Zn?*
provocaria una atraccidon electrostatica causando la acumulacion de iones en la
membrana celular, alterando la estructura y permeabilidad de la misma (87). Mientras que
A. israelii pudo ser mas resistente debido a que su pared celular le confiri6 mayor
resistencia a la entrada de iones al interior (88).
Diferentes estudios han reportado que el ZnO actla a través de varios mecanismos, como
el dafio a la membrana e interrupcién del potencial e integridad de la misma debido al
exceso de iones Zn?* que puede generar una alteracion del metabolismo celular. También
se ha reportado el incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno
causantes del dafio al DNA de la bacterias. Se ha estudiado y comprobado el efecto
inhibitorio en bacterias como Bacillus subtilis, Campylobacter jejuni, E. coli, E. faecalis,
Listeria monocytogenes, K. pneumoniae, Salmonella enteritidis, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes (89, 90).
También hay otros estudios que confirman la fuerte actividad antimicrobiana del ZnO
donde pudo lisar completamente Salmonella typhimurium y S. aureus, bacterias que se

transmiten a través de los alimentos (91).
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Por otro lado, el 6xido de zinc también ha sido estudiado por su capacidad
antiviral. Nuestros resultados mostraron que los aerosoles contaminados con el
bacteri6fago PaMx60 que atravesaron el textil con el nanorecubrimiento de ZnO tuvieron
una menor capacidad infectiva de su célula huésped, ya que hubo una menor cantidad de
UFPs cuando el fago estuvo en contacto con el nanorecubrimiento de ZnO que con el
textil sin nanorecubrimiento.

Se ha demostrado que el ZnO tiene una buena actividad antiviral contra el virus de la
influenza A (H1N1) y del herpes simple tipo 1 (HSV-1) (92). Sin embargo, se desconoce el
mecanismo de accion del ZnO contra los coronavirus, pero hipotesis han propuesto la
capacidad de los iones Zn?* para unirse a proteinas y a otras macromoléculas biolégicas,
modulando su actividad (93). En un estudio reciente se menciona el posible mecanismo
de accion de los metales y 6xidos metélicos como el nanorecubrimiento de plata-cobre
(AgCu) sobre el SARS-CoV-2 y éste se debe a la liberacion de iones con un efecto letal al
contacto con los fosfolipidos de la membrana del virus provocando su muerte (94).

En un estudio realizado en el afio 2018, concluye que el ZnO exhibe una importante
actividad antiviral al interactuar con el virus del chikungunya y propone a este compuesto
como un posible farmaco antiviral contra este virus, aunque menciona que adn es
necesario realizar pruebas en animales y si hay éxito aplicarla en humanos (95).

Se ha reportado que la accion antiviral del ZnO se produce a través de la liberacién de los
iones sobre la membrana lipidica del virus, lo que podria conducir a una pérdida de la
viabilidad e infectividad del virus y posiblemente los iones que lleguen a cruzar al interior
también puedan dafar la estructura helicoidal del material genético (DNA o RNA)
provocando su lisis (96).

Aln queda mucho por seguir investigando en la capacidad antimicrobiana del
Oxido de zinc, asi como sus mecanismos por los cuales llega a provocar la lisis celular
bacteriana y la inactivacion viral. Respecto a los ensayos antivirales, el uso de
bacteriéfagos, resulta ser un método innovador y seguro para investigar las propiedades
antivirales de diferentes agentes utilizandolos como sustitutos de virus que afectan a los

seres humanos.
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VIIl. CONCLUSIONES.

Con los resultados de este estudio podemos concluir que:

e El nanorecubrimiento de ZnO depositado sobre textiles de polipropileno, fue
efectivo para inhibir el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias tanto Gram
positivas como Gram negativas en porcentajes del 70 al 99 %, comparandolo con
los resultados obtenidos del propileno sin recubrir.

e También inactivd de manera importante la capacidad infectiva del bacteriéfago
PaMx60 ya que hubo menor cantidad de unidades formadoras de placas liticas
una vez que el fago estuvo en contacto con el nanorecubrimiento comparada con
el contacto sobre el polipropileno sin recubrir.

e EI 6xido de zinc tiene el potencial de ser utilizado como recubrimiento
antimicrobiano para algunos equipos de proteccion personal que utilizamos en la

atencion odontoldgica como cubrebocas, batas y gorros.

Los equipos de proteccion personal utilizados en consultorios dentales y en el
medio hospitalario, tienen la capacidad para prevenir la transmision de diversas
enfermedades infecciosas que pueden ser causadas por aerosoles bioldgicos
contaminados con microorganismos patdgenos. El uso de equipos que tengan un
componente antimicrobiano como el nanorecubrimiento de ZnO, puede ser fundamental
para protegernos de los agentes patdgenos y que estos equipos ayuden a disminuir el

riesgo de transmision de enfermedades entre el odontélogo y los pacientes.
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