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RESUMEN

Introduccién: el equipo de proteccidén personal (EPP) se utiliza para proteger al personal de |a sa-
lud, como médicos y dentistas, del contacto con microorganismos potencialmente patégenos que
pueden estar presentes en los aerosoles generados por fluidos como la sangre y la saliva. Objeti-
vo: evaluar el efecto antibacteriano del nanorecubrimiento de plata-cobre (SakCu®) depositado en
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textiles de polipropileno sobre especies bacterianas frecuentemente asociadas a infecciones no-
socomiales y microorganismos provenientes de muestras de biopelicula subgingival de pacientes
con periodontitis, simulando el contacto con gotas contaminadas generadas durante la atencion
dental. Materiales y Métodos: el estudio experimental in vitro se llevd a cabo por medio de ensa-
yos con cepas nosocomiales de las siguientes especies bacterianas: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Mientras que, para los ensayos
clinicos, se tomaron muestras de biopelicula subgingival de cinco pacientes diagnosticados con
periodontitis. Todos los ensayos consistieron en mantener el contacto de los microorganismos
con el nanorecubrimiento durante 24 horas. Resultados: los resultados mostraron que hubo una
disminucién de la viabilidad celular de las cepas nosocomiales cuando estuvieron en contacto
con el nanorecubrimiento, siendo P. aeruginosa la bacteria que presenté mayor sensibilidad al
contacto seguida de S. epidermidis y S. aureus. Sin embargo, E. coli parecid no ser afectada por
el nanorecubrimiento. Respecto a la evaluacién de las bacterias provenientes de las muestras
de biopelicula subgingival, hubo una disminucién de entre 32.9% y 80% respecto al ndmero
de microorganismos que fueron expuestos al nanorecubrimiento, comparado con el ndmero de
bacterias presentes en los textiles del polipropileno sin recubrir. Conclusiones: los resultados
obtenidos en el presente estudio demuestran el potencial del nanorecubrimiento de plata-cobre
para ser utilizado en equipo de proteccion personal fabricado con textiles de polipropileno como
batas, gorros y cubrebocas, comdinmente usados en entornos clinicos.

Palabras clave: equipo de proteccidon personal, nanorecubrimiento, antimicrobiano, plata, cobre.

INTRODUCCION

Durante la atencién dental, los pacientes y los dentistas estan expuestos al contacto con bacte-
rias, virus y hongos, entre otros microorganismos patégenos que pueden estar presentes en los
aerosoles generados por fluidos como la sangre y la saliva, y la utilizacién de piezas rotatorias
y equipos ultrasénicos. Es por eso que el principal objetivo del equipo de proteccion personal
(EPP) es el de proteger al profesional de la salud y a los pacientes de estas salpicaduras o aero-
soles. Uno de los primeros reportes documentados del uso del EPP data del siglo XIV, donde los
médicos se protegian del contagio de la peste negra por el contacto con pacientes enfermos’.
No fue hasta la década de los 80, a raiz de la pandemia de VIH-SIDA y mas recientemente, a la
pandemia de SARS-CoV-2 (COVID-19), que el uso del EPP para el control de infecciones en el
ambito médico y odontoldgico se ha vuelto imprescindible?3.

La cavidad bucal alberga una gran cantidad de microorganismos que normalmente conviven
de manera homeostatica con el hospedero®. Sin embargo, existen enfermedades como la perio-
dontitis que alteran dicha homeostasis y cuyo tratamiento incluye diversos procedimientos con
equipos ultrasénicos®, los cuales provocan la generacion de gotas y aerosoles que pueden estar
contaminados con diversos microorganismos presentes en la cavidad oral®. Tales microorganis-
mos pueden mantenerse viables durante minutos e incluso horas contaminando el aire de las
clinicas odontoldgicas”®, el EPP y las superficies del consultorio dental®™®.

La American Dental Association (ADA) ha reconocido a los aerosoles dentales como po-
tenciales focos para el contagio de enfermedades como tuberculosis, influenza, infecciones
por Legionella sp. y el sindrome respiratorio agudo severo (SARS)". Durante la pandemia de
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COVID-19, un estudio publicé la estimacién del riesgo de exposicion y el uso del EPP de profe-
sionales dentales hacia diversos procedimientos clinicos, siendo los procedimientos de mayor
riesgo de exposicion aquellos en los que se usa equipo de ultrasonido'. También se ha investi-
gado el potencial de contaminacién de diversos componentes del EPP después de tratamientos
que producen aerosoles, los resultados mostraron que los cubrebocas eran de los aditamentos
mas contaminados, siendo las bacterias mas detectadas: Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Pseudomonas spp. y Escherichia coli.

El polipropileno (PP) es uno de los materiales mayormente utilizados en la fabricacion de
los EPPs debido a sus propiedades fisicas de filtracion. Es un textil sintético no tejido y ligero,
resultado de la polimerizacién del monémero de propileno®. Ejemplos de EPP hechos a base de
textiles de PP, son los cubrebocas, batas, gorros, campos quirdrgicos, entre otros'™. A pesar de
sus cualidades como material filtrante, los textiles de PP no cuentan con propiedades antimi-
crobianas inherentes al material, por lo que la acumulacién de diferentes microorganismos con
el tiempo de uso podria convertirse en un fomite o fuente de infeccién.

Para aumentar la efectividad de los cubrebocas y del EPP, se ha estudiado la incorporacién
de elementos metalicos como el cobre (Cu)™ y nanoparticulas de plata (Ag)'®. Recientemente,
se desarroll6 un nanorecubrimiento de 30 nm de grosor de Ag y Cu depositado sobre textiles
de PP llamado SakCu®. Este nanorecubrimiento demostré tener propiedades virucidas contra el
SARS-CoV-2 y bacterias patdgenas del grupo ESKAPE".

El propdsito del presente estudio fue evaluar el efecto antibacteriano del nanorecubrimiento
SakCu® depositado sobre textiles de PP mediante dos aproximaciones: la primera consisti6 en
la utilizacion de cepas de especies bacterianas frecuentemente asociadas a infecciones de tipo
nosocomial como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylo-
coccus epidermidis. En la segunda, propusimos evaluar la capacidad antimicrobiana de dicho
nanorecubrimiento utilizando microorganismos provenientes de muestras de biopelicula
subgingival de pacientes con periodontitis, simulando el contacto con gotas contaminadas ge-
neradas durante la atencién dental.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue un estudio experimental in vitro. El depdsito del nanorecubrimiento
bimetalico de Ag-Cu sobre los textiles de PP se realiz6 mediante la técnica de pulverizacion
catddica o magnetron sputtering, en el Instituto de Investigaciones en Materiales de la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Las condiciones del depésito y la caracterizacion
fisicoquimica del nanorecubrimiento ya han sido publicadas previamente'’'®. Una vez hecho
el depésito del nanorecubrimiento, se cortaron discos de 1 cm de didmetro tanto del PP recu-
bierto con Ag-Cu como del PP sin recubrir (control).

Para los ensayos con las especies bacterianas asociadas a infecciones nosocomiales se uti-
lizaron las cepas de Escherichia coli (ATCC® 33780), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 43636),
Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) y Staphylococcus epidermidis (ATCC® 14990). Las cepas
se cultivaron en agar soya tripticasa (TSA) (BD BBL™ Trypticase™ Soy Agar, Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos) y se incubaron a 35°C durante
24 horas para posteriormente ser transferidas hasta obtener cultivos puros. De cada bacteria
se obtuvo una suspensién en caldo de soya tripticasa (TSB) (BD BBL™ Trypticase™ Soy Broth,
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos) ajustada a una
concentraciéon de 1x107 células/mL. Una gota de 40 ulL de esta suspensidén fue colocada en
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cada uno de los discos previamente esterilizados de PP sin recubrimiento y de PP con Ag-Cu, se
dejaron incubar durante 24 horas a 35°C en condiciones aerdbicas. Los ensayos se realizaron por
triplicado, colocando un disco extra en cada experimento para poder ser observado y analizado
de manera cualitativa por microscopia dptica.

La evaluacién antimicrobiana se llevé a cabo mediante el ensayo colorimétrico de viabilidad
celular con MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Cell Proliferation
Kit | (MTT), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), el cual evalia de manera indirecta
la viabilidad celular de bacterias metabdlicamente activas'™. Después de la incubacién, cada
uno de los discos fue lavado dos veces con TSB y transferido a un pozo de una placa de cultivo
nueva. Posteriormente, se adicion6 TSB y el MTT. Las muestras fueron incubadas por 3 horas
en oscuridad a 35°Cy luego fueron procesadas para obtener alicuotas para ser analizadas en un
espectrofotometro (FilterMax™ F5 Multi-Mode Microplate Readers, Molecular Devices, LLC.,
San José, California, Estados Unidos) a una longitud de onda de A = 570 nm.

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

VC% = (O.D muestra —0.D blanco) x 100

0.D control —0.D blanco

En donde:

0.D. muestra: corresponde a la absorbancia de las alicuotas de las muestras de las bacterias que
estuvieron en contacto con el nanorecubrimiento.

0.D control: corresponde a la absorbancia de las muestras de bacterias que estuvieron en con-
tacto con el PP sin recubrimiento.

0.D blanco: corresponde a la absorbancia del medio de cultivo sin bacterias después de la incu-
bacion con el PP con y sin el nanorecubrimiento.

El analisis cualitativo mediante microscopia dptica se llevé a cabo utilizando un microscopio
serie Eclipse Ni (Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japén). La Tabla 1 presenta la secuencia meto-
dolédgica de este ensayo.

Respecto al ensayo con microorganismos de biopelicula subgingival, esta parte del estudio
comprendié la toma de muestras de biopelicula subgingival de pacientes diagnosticados con
periodontitis, estadio Ill o IV, tratados en la Clinica de Periodoncia e Implantologia de la Divi-
sién de Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia, UNAM. El estudio fue
realizado con la aprobacién del Comité de Etica e Investigacion de la Facultad de Odontologia
(CIE/0102/08/2022) y todos los pacientes asintieron a firmar el Consentimiento informado
para participar. Fueron incluidos cinco pacientes que no hubieran recibido ningtn tipo de trata-
miento periodontal mas alla de profilaxis, que no tuvieran compromiso sistémico y que tuvieran
presente alguno de los primeros molares con profundidad al sondaje de >5 mm. Cada paciente
recibié una evaluacion periodontal completa realizada por un especialista experimentado de
acuerdo con el procedimiento previamente descrito en la literatura?®-22,

Después de la evaluacion clinica, se recolectaron las muestras de biopelicula subgingival del
sitio mesiobucal de cualquiera de los primeros molares presentes en cada paciente, utilizando
curetas Gracey 11/12 estériles (Harmony™ Handle, Hu-Friedy Mfg. Co., Chicago, Illinois, Estados
Unidos). Cada muestra fue colocada en un tubo para microcentrifuga con caldo de cultivo de
Mycoplasma, (BBL™ Mycoplasma Broth Base, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
Nueva Jersey, Estados Unidos) enriquecido con 0.3 ug/mL de vitamina K (Menadione, Sigma-Al-
drich Inc., St. Louis, Missouri, Estados Unidos) y 5 ug/mL de hemina (Hemin, Sigma-Aldrich Inc.,
St. Louis, Missouri, Estados Unidos). En seguida, cada muestra fue dispersada mediante vortex
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Tabla 1.
Secuencia metodolégica del ensayo con cepas asociadas a infecciones nosocomiales.

Paso Descripcion

| Cultivos puros de las cepas bacterianas
y obtencidn de una solucién con
1x107 células/mL de cada cepa.

Il Inoculacién de cada cepa sobre discos
del PP sin recubriry PP con Ag-
Cu e incubacién por 24 horas.

111 Ensayo de viabilidad celular con MTT.

~  Formazan

v Analisis cuantitativo (MTT, absorbancia) f
y cualitativo (Microscopia 6ptica). ;

w0

p—

para obtener una suspension bacteriana homogénea y una gota de 40 ulL de esta fue colocada
sobre los discos de PP con y sin el nanorecubrimiento. Las muestras fueron incubadas por 24
h a 35°C en una camara de anaerobiosis (Coy Laboratory Products Inc., Grass Lake, Michigan,
Estados Unidos) con atmésfera de 80% N,, 10% CO, y 10% H, (Figura 1. A). Después del tiempo
de incubacién, cada disco fue procesado para desprender las bacterias presentes en cada uno
(Figura 1. B). De cada muestra se realizaron cinco diluciones seriales 1:10 y se sembraron 5 uL de
cada una de ellas en cajas de Petri con agar enriquecido (TSA, Brain Heart Infusion Agar, Yeast
extract, suplementado con 25 mL de sangre de carnero desfibrinada (5%), 5 mL vitamina K (0.3
ug/mL) y 5 mL de hemina (5 ug/mL)). Una vez sembradas todas las diluciones, las cajas Petri
fueron incubadas a 35°C en condiciones anaerdbicas por 5 dias. Después de la incubacién, se
realizaron los conteos de las unidades formadoras de colonias (UFCs) de cada una de las dilu-
ciones sembradas (Figura 1. C). La efectividad antibacteriana del nanorecubrimiento de Ag-Cu
sobre los microorganismos cultivables de cada una de las muestras de biopelicula subgingival,
fue expresada como porcentaje de inhibicién de acuerdo con la siguiente ecuacion:

L. Al — A2
% de inhibicion = (T) X100

Donde:
Al: nimero de UFCs que crecieron en el PP sin recubrimiento (control negativo).
A2: nimero de UFCs que crecieron en el PP en presencia del nanorecubrimiento de Ag-Cu
(experimental).

Para el anilisis estadistico, todos los resultados se expresaron como valores de la
Media + EEM (error estindar de la media). La significancia estadistica se determiné mediante
la prueba t de student pareada y se consideraron diferencias estadisticamente significativas a
partir de una p<0.05, utilizando el programa GraphPad Prism versién 8.0.1 (GraphPad Software
Inc., San Diego, California, Estados Unidos).
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Figura 1. Procesamiento de muestras de biopelicula. A. Toma de la muestra de biopelicula e
inoculacién sobre los textiles de PP con y sin el nanorecubrimiento de Ag-Cu. B. Recuperacién de
los discos inoculados con microorganismos expuestos por 24 hrs al PP sin recubrir y PP con Ag-Cu.

C. Diluciones seriales y sembrado en cajas de Petri con agar para la cuantificacién de las UFCs.

RESULTADOS

Los resultados del analisis cuantitativo para determinar la capacidad antibacteriana del nano-
recubrimiento mediante el ensayo de viabilidad celular con MTT de las bacterias nosocomiales
utilizadas en este estudio, se presentan en la Figura 2. A. Se puede observar que hubo una
disminucién de la viabilidad celular cuando las bacterias estuvieron en contacto con el nano-
recubrimiento, siendo P. aeruginosa la que presenté mayor sensibilidad al contacto con una
viabilidad de 44.2 + 4.9%, seguida de S. epidermidis y S. aureus con un 59.4 £ 14.9y 69.3 + 3.4%
de viabilidad, respectivamente. Sin embargo, E. coli pareci6 no ser afectada por el nanorecubri-
miento, ya que su porcentaje de viabilidad celular se incrementé hasta 113.7 * 6%.

Respecto a la evaluacion del efecto antibacteriano del nanorecubrimiento de Ag-Cu en
contra de las especies bacterianas provenientes de las muestras de biopelicula subgingival de
pacientes, la Figura 2. B muestra los resultados de los conteos de las UFCs de las bacterias
expuestas a los textiles con y sin el nanorecubrimiento de Ag-Cu de cada muestra. En dichos
resultados se observa una disminucién en el crecimiento de microorganismos cuando fueron
expuestos al PP con Ag-Cu, comparado con las bacterias presentes en el PP sin recubrir, de
todas las muestras evaluadas. Esta disminucidn fue estadisticamente significativa en las mues-
tras bacterianas que fueron expuestas al nanorecubrimiento vs. las que no fueron expuestas
(p< 0.05y p< 0.001).

El analisis cualitativo de las muestras con microscopia dptica (Figura 3) confirmé los hallaz-
gos encontrados con el ensayo de MTT. Debido a la naturaleza del reactivo de MTT, a mayor
cantidad de tincién morada, mayor cantidad de bacterias viables. En las microfotografias se
puede observar que la tincion de la cepa de E. coli es muy similar cuando se comparé el PP
sin recubrir y el PP con Ag-Cu, mientras que en las demas cepas se puede distinguir un efecto
antibacteriano del nanorecubrimiento. Es importante observar que la topografia de las fibras
del PP se mantiene aln después del depésito del nanorecubrimiento.
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Figura 2. Viabilidad celular de los microorganismos expuestos a los textiles de PP con
y sin el nanorecubrimiento. A. Resultados del ensayo con las cepas nosocomiales.

B. Resultados del conteo de las UFCs/mL de microorganismos provenientes de las
muestras de biopelicula subgingival de 5 pacientes con periodontitis. En la parte inferior
de cada grifica se presenta el porcentaje de inhibicién de cada cepa o microrganismos
obtenidos de las muestras de biopelicula subgingival. *p<0.05, **p<0.01.

PP-AgCu

Figura 3. Analisis cualitativo de las cepas nosocomiales expuestas a los textiles
de PP con y sin el nanorecubrimiento después de haber realizado el ensayo con
MTT. Imagenes de microscopia dptica a 4X, 10X y 40X aumentos.

DISCUSION

El principal objetivo de la presente investigacién fue determinar el potencial antibacteriano de
un recubrimiento de espesor nanométrico de plata-cobre (Ag-Cu) depositado sobre textiles
de polipropileno (PP), para ser incorporado en la fabricaciéon de equipo de proteccion personal
(EPP), como cubrebocas, batas y gorros, y mejorar el control de infecciones en la medicina y
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la odontologia. La efectividad antimicrobiana del nanorecubrimiento fue examinada mediante
dos pruebas; la primera, utilizando cepas de especies bacterianas frecuentemente asociadas
a infecciones de tipo nosocomial y la segunda, evaluando microorganismos provenientes de
muestras de biopelicula subgingival de pacientes con periodontitis.

El nanorecubrimiento fue depositado mediante la técnica de pulverizacion catddica o
“magnetron sputtering”, un método fisico que permite el depdsito de peliculas nanométricas
en superficies de distinta naturaleza?>?*. La efectividad antibacteriana del nanorecubrimiento
en contra de las cuatro cepas bacterianas asociadas a infecciones nosocomiales probadas?>2°,
mostro una alta efectividad especialmente contra P. aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis. Nues-
tros resultados son congruentes con otros estudios que han reportado la sensibilidad de estas
cepas a la platay el cobre?’-%°. Mas alin, en un estudio realizado previamente por nuestro grupo
de trabajo se reporté un porcentaje de inhibicion del 70 al 92 % al contacto con aerosoles
contaminados con las mismas cepas’®. Aunque los resultados en el presente estudio mostraron
un menor porcentaje de inhibicién (del ~37 al ~56 %), es importante aclarar que la metodologia
utilizada en este estudio fue diferente, ya que se utiliz6 el reactivo MTT para medir la viabilidad
celular y en el estudio antes mencionado, se realiz6 la cuantificacion directa de las unidades
formadoras de colonias (UFCs). Un resultado inesperado fue que la cepa E. coli mostré una
sensibilidad similar al contacto entre el PP con nanorecubrimiento y el PP sin recubrir. Esto
pudiera explicarse por la poca capacidad intrinseca de E. coli para adherirse a las superficies de
PP, como ha sido previamente descrito en la literatura®>'.

Respecto a los resultados cuando se utilizaron microorganismos provenientes de biopelicula
dental subgingival de pacientes con periodontitis, es interesante observar la variabilidad de la
sensibilidad al contacto con el nanorecubrimiento entre las diferentes muestras provenientes
de cada uno de los pacientes. Sin embargo, la variabilidad entre las muestras confirma la nocién
de que la sensibilidad de un mismo tipo de cepa a un agente antimicrobiano, ya sea antibidtico,
antiséptico o como en este caso a dos elementos metalicos con potencial biocida, puede variar
debido a factores como resistencia intrinseca, o resistencia adquirida por exposicion previa®*33.
Si bien no se realizé una identificaciéon de los microorganismos presentes en las muestras, se
da por entendido que todas las muestras contenian bacterias anaerdbicas y facultativas tanto
Gram positivas, como Gram negativas®*. Es importante mencionar que, aunque el nidmero de
muestras clinicas incluidas fue limitado, el objetivo en esta parte de la investigacion fue evaluar
la capacidad antibacteriana contra las cepas de aislados clinicos de manera complementaria
a las evaluaciones hechas utilizando cepas tipo (ATCC). Este enfoque metodoldgico permitié
analizar el comportamiento del nanorecubrimiento de Ag-Cu contra bacterias periodontales
aisladas de muestras de biopelicula dental.

La importancia de evitar la contaminacién con aerosoles o gotas durante la atencién odon-
toldgica es evidente, puesto que esta comprobado que la microaspiracién bacteriana es posible,
causando dafio a nivel pulmonar, a pesar de existir salud pulmonar en las personas®. La pre-
sencia de microrganismos patdgenos orales se puede asociar a la gravedad o sinergia con otras
enfermedades sistémicas. Los microorganismos transportados por el aire y el microbioma oral
son las principales fuentes de infecciones pulmonares, y dado que la cavidad oral es el punto
de entrada para el sistema digestivo y parte del sistema respiratorio, no es sorpresa que se
compartan algunos microorganismos del microbioma de ambos sistemas. Debido a que la oro-
faringe y el arbol traqueobronquial son contiguos, la microaspiracién continua probablemente
inocule a los pulmones con bacterias orales®®3’.

La utilizacion de pequefias cantidades de plata y cobre en textiles del PP representa una
excelente opcidén para el control de infecciones durante la atencion odontoldgica. Ambos
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metales en tamafo nanométrico se han reportado como una alternativa al uso de antibidticos
con excelentes resultados contra una gran diversidad de bacterias orales, asi como en la adicion
a enjuagues bucales y dentifricos con la finalidad de evitar la formacion de la biopelicula dental,
especificamente contra Streptococcus spp. en su estado plancténico y contra especies como
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, SARM (Staphylococcus aureus resistente
a meticilina), Streptococcus mutans y Candida albicans. También, se ha reportado su uso en
sistemas adhesivos y materiales de restauracion mejorando las propiedades de los mismos3%3°,

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran el potencial del nanorecubrimiento
de plata-cobre para ser utilizado en equipo de proteccion personal fabricado con textiles de
polipropileno como batas, gorros y cubrebocas en entornos clinicos. Dicho equipo podria dismi-
nuir la exposicion del personal de salud a estos y otros patdgenos, e incluso disminuir el riesgo
de infecciones de tipo nosocomial en los pacientes hospitalizados. De igual manera, la disminu-
cion de la viabilidad de bacterias periodontopatégenas en contacto con el nanorecubrimiento
de Ag-Cu, abre la puerta para mas investigaciones respecto a mayores aplicaciones clinicas en
el ambito periodontal e implantoldgico.
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