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Resumen 

El rápido crecimiento de microorganismos patógenos y su multirresistencia frente a los antibióticos de primera línea, 

plantea un severo desafío para los profesionales de la salud y para el desarrollo de nuevos productos capaces de abordar 

este importante problema. Con base a esta información, en el presente trabajo se sintetizó nanovesículas a partir de 

cultivos de Staphylococcus aureus (S. aureus) y se incorporaron con nanopartículas (NPs) de plata (AgNPs) como agente 

antimicrobiano, con el fin de obtener NPs camufladas para promover así su actividad antibiótica. Esta estrategia se basó 

considerando que la gran diversidad bacteriana requiere de interacciones célula-célula para lograr generar comunicación 

entre el consorcio celular y el medio que lo rodea. Inicialmente, se prepararon cultivos axénicos de S. aureus los cuales 

se utilizaron como precursores para la síntesis de nanovesículas, aplicando el surfactante Tween 80 o ultrasonido como 

disruptor membranal físico. Las AgNPs fueron desarrolladas por vía electroquímica y proporcionadas por el Laboratorio 

de Química de Materiales. Los resultados indicaron que las AgNPs y las nanovesículas siguieron una distribución 

homogénea, con un diámetro promedio de 20 nm para las nanovesículas. Los métodos de síntesis de las vesículas fueron 

capaces de inhibir el crecimiento de S. aureus, evitando la recolonización. Al “enmascararse” las AgNPs con las 

nanovesículas se podía lograr obtener efecto antiestafilocócico manejando una proporción menor de AgNPs en relación 

con las nanovesículas estafilocócicas. Por otra parte, se aplicaron curvas de crecimiento bacteriano que indicaron que al 

utilizar proporciones al doble de nanovesículas con respecto a AgNPs, se podría acelerar la inhibición de S. aureus, 

proponiendo que la estrategia de camuflaje aplicada radicaba en acelerar la incorporación de las AgNPs. El presente 

estudio sugiere la aplicación de precursores bacterianos como medios de camuflaje/enmascarado de agentes 

antibacterianos para incrementar la actividad antimicrobiana. 
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Abstract 
The fast growth of pathogenic microorganisms and their multi-resistance to first-line antibiotics poses a severe challenge 

for health professionals and for the development of new products capable of addressing this important problem. Based 

on this information, in the present work nanovesicles were synthesized from cultures of Staphylococcus aureus (S. 

aureus) and were incorporated with silver nanoparticles (AgNPs) as an antimicrobial agent, in order to obtain 

camouflaged NPs to promote its antibiotic activity. This strategy was based on considering that the great bacterial 

diversity requires cell-cell interactions to generate communication between the cellular consortium and the surrounding 

environment. Initially, axenic cultures of S. aureus were prepared and used as precursors for the synthesis of 

nanovesicles, applying the surfactant Tween 80 or ultrasound as a physical membrane disruptor. The AgNPs were 

developed electrochemically and provided by the Materials Chemistry Laboratory. The results indicated that the AgNPs 

and nanovesicles followed a homogeneous distribution, with an average diameter of 20 nm for the nanovesicles. The 

vesicle synthesis methods were able to inhibit the growth of S. aureus, preventing recolonization. By “masking” the 

AgNPs with the nanovesicles, it was possible to obtain an antistaphylococcal effect by handling a lower proportion of 

AgNPs in relation to the staphylococcal nanovesicles. On the other hand, bacterial growth curves were applied indicating 

that using double proportions of nanovesicles with respect to AgNPs, the inhibition of S. aureus could be accelerated, 

proposing that the camouflage strategy may accelerate the incorporation of the AgNPs. The present study suggests the 

application of bacterial precursors as means of camouflage/masking of antibacterial agents to increase antimicrobial 

activity.  
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Simbología y abreviaturas 
Abreviatura Significado 

Ag Plata 

AgNPs Nanopartículas de plata 

S. aureus  Staphylococcus aureus 

AFM Microscopia de fuerza atómica 

DLS Dispersión dinámica de luz 

UV- VIS Espectroscopia ultra violeta visible 

CYTO VIVA Microscopia de campo oscuro hiperespectral 

Tween 80 Polisorbato 80 

PBS Tampón fosfato salino 

mm Milímetros 

nm Nanómetros 

µm Micrómetros 

µL Microlitros 

˚C Grados Celsius  

UFC Unidades formadoras de colonias  

D.O Densidad óptica 

UV Ultravioleta 

RPM Revoluciones por minuto 

EV Vesículas extracelulares  

NV Nanovesículas 

UNPs Nanovesículas ultrasónicadas 
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Originalidad de autoría de tesis  
El presente trabajo aporta un nuevo método en lo que compete al área de nanomateriales haciendo una fusión con 

vesículas extracelulares a partir del microorganismo Staphylococcus aureus irrumpidas por métodos físicos y químicos 

de bajo costo, demostrando así una capacidad antimicrobiana eficaz y prometedora por medio de la técnica caballo de 

troya, aportando así al área industrial e investigación científica. 
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Capítulo 1 

1.1 Introducción 
El rápido crecimiento de microorganismos patógenos y su multirresistencia frente a los antibióticos de primera línea, 

plantea un severo desafío para los profesionales de la salud y para el desarrollo de nuevos productos capaces de abordar 

este importante problema. Actualmente, se están aplicando esfuerzos por diseñar nuevas estrategias para obtener nuevas 

generaciones de agentes antimicrobianos más efectivos, de mayor espectro, mejor versatilidad terapéutica y 

funcionalidad antibacteriana [1, 2]. Un indudable ejemplo de las nuevas y prometedoras estrategias para lograr estos 

objetivos es la fabricación y aplicación de nanopartículas utilizando diversas fuentes tanto orgánicas como inorgánicas, 

naturales o sintéticas, bajo diferentes parámetros fisicoquímicos que permitan regular las interacciones célula-material 

requeridas para lograr el control en la respuesta celular [3, 4]. 

Un importante agente microbiológico y patógeno asociado a un amplio rango de infecciones de importancia médica, 

veterinaria y de problemáticas en procesos industriales es S. aureus [5]. Debido a que el perfil bacteriano que juega S. 

aureus como modelo Gram Positivo y que lo caracteriza su estructura celular este puede jugar un papel preponderante 

en su capacidad para resistir la acción de un importante número de agentes antimicrobianos (Figura 1) [6]. Es crucial 

considerar que la configuración de la pared Gram Positiva data a una espesa y gruesa capa de peptidoglicano 

acompañada de ácidos teicoicos y lipoteicoicos principalmente. 



 

12 Figura 1. Puntos objetivo de antibióticos activos contra S. aureus, adaptado de [6]. 

Por otra parte, se debe considerar que S. aureus es responsable de un diverso número de casos asociados a infecciones 

subsecuentes a quemaduras en el humano, su capacidad de generar bacteriemias puede llegar a un 25%, posee una fuerte 

afinidad a adherirse a superficies y cuerpos extraños y que durante el proceso de bacteriemia es capaz de extenderse a 

otras regiones de cuerpo humano [7]. Tomando esta información es importante definir que por excelencia S. aureus es 

un colonizador de membranas mucosas, de la piel, y del tracto gastrointestinal siendo responsable de hasta un 80% de 

los casos que se reportan. Mientras que los casos que afectan la vía nasal y aérea se pueden amplificar cuando hay 

compromiso inmunológico, diabetes o diálisis, principalmente ocasionada por insuficiencia renal [8]. Por lo que ingeniar 

estrategias innovadoras es determinante para lograr suprimir la resistencia microbiana a los antibióticos que cada vez es 

más fuerte en la actualidad.  
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En el presente trabajo se sintetizó nanopartículas a partir de cultivos de Staphylococcus aureus y se incorporaron con 

nanopartículas de plata, con el fin de obtener nanopartículas camufladas para promover así su actividad antimicrobiana. 

Esta estrategia se basó considerando que la gran diversidad bacteriana requiere de interacciones célula-célula para lograr 

generar comunicación entre el consorcio celular y el medio que lo rodea. Por consiguiente, las AgNPs serán capaces de 

penetrar de forma más sencilla al interior bacteriano, por el reconocimiento de compuestos y estructuras de las vesículas 

de S. aureus camuflando a las de AgNPs. Las partículas disfrazadas no solo se considera que son capaces de pasar 

inadvertidas, sino también de aprovechar las propiedades naturales al máximo, ya que pueden actuar como organismos 

portadores de las soluciones seleccionadas para atacar microorganismo o actuar como nanoportadores capaces de 

reconocer a su mismo huésped todo esto en concentraciones controladas y tamaños nanométricos similares para su 

mayor reconocimiento, adherencia y eficacia. 

Durante los últimos años la nanotecnología ha jugado un rol muy importante generando avances significativos con el 

diseño de nuevas técnicas para el tratamiento y aplicación de agentes antimicrobianos. Una novedosa técnica 

emergiendo y con aplicaciones de alto potencial para el control del crecimiento microbiano, consiste en el desarrollo de 

nanopartículas camufladas utilizando la membrana del mismo agente causal de la infección para el desarrollo de 

estrategias de Caballos de Troya [9, 10]. Es decir, aplicar las características de la membrana celular del mismo patógeno 

con el objetivo de engañar a la célula infecciosa para permitir la entrega del agente antimicrobiano en el interior celular 

[11]. De esta forma, consideramos que podremos potenciar el efecto antimicrobiano y además optimizar la selectividad 

de las partículas de entrega.  

Cabe mencionar que este método de camuflado o disfraz es fuertemente prometedor, además en la literatura científica 

es escaza la información reportada sobre partículas camufladas y la aplicación del método caballo de troya en lo que 

refiere a implicaciones antimicrobianas. Principalmente, se reportan estas aplicaciones en vesículas extracelulares a 

partir de células mamíferas, por lo que asegura trabajo a futuro por ser una técnica prometedora para la respuesta de 

activada bactericida. 
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1.2 Objetivo General 
Sintetizar a partir del modelo Staphylococcus aureus nanopartículas de origen bacteriano incorporados con 

nanopartículas de plata para promover su actividad antiestafilocócica. 

1.3 Objetivos específicos 
1. Estandarizar cultivos de S. aureus que permitan obtener suficiente concentración y viabilidad celular para la 

generación de nanopartículas camufladas. 

2. Sintetizar nanopartículas bacterianas de S. aureus utilizando Tween como estrategia química por surfactantes. 

3. Sintetizar nanopartículas bacterianas de S. aureus utilizando disrupción ultrasónica. 

4. Estandarizar la incorporación de AgNPs a las nanopartículas bacterianas obtenidas por los dos métodos de 

síntesis para generar nanopartículas camufladas. 

5. Caracterizar fisicoquímicamente las nanopartículas bacterianas y las camufladas de AgNPs. 

6. Evaluar la actividad antibacteriana de los modelos nanoestructurados frente al precursor celular S. aureus. 

7. Estudiar el efecto de las nanopartículas sintetizadas en la biología de crecimiento de S. aureus aplicando curvas 

de crecimiento en condiciones controladas. 

8. Analizar los resultados y cambios estadísticos de la investigación. 

1.4 Hipótesis 
La aplicación de nanopartículas derivadas de S. aureus como estrategia de caballo de troya con incorporación de 

nanopartículas de plata promoverá el reconocimiento y actividad antiestafilocócico de las AgNPs, permitiendo mayor 

investigación en el desarrollo de modelos para aplicaciones antimicrobianas selectivas. 
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Capítulo 2 

2.1 Antecedentes 
La nanotecnología consiste en el estudio, análisis, estructuración, formación, diseño y operación de materiales a escalas 

moleculares, conocidos como nanomateriales [12, 13]. Por lo que la nanotecnología impacta directamente en otras áreas 

de la ciencia, por lo que actualmente juega un papel preponderante en las diferentes ramas interdisciplinarios. 

Actualmente, se afirma que el pronóstico de dichas innovaciones derivadas del desarrollo de nanomateriales y su 

subsecuente aplicación, dará respuesta y soluciones a muchos de los problemas que enfrenta la sociedad en la actualidad 

[14-16]. Asimismo, tanto las universidades como los centros de investigación están trabajando arduamente en la síntesis 

de nuevos nanomateriales y en el estudio de sus propiedades para aplicaciones en campos variados dentro de la medicina. 

Por una parte, se ha descrito que las primeras generaciones de productos farmacológicos son los “nanofármacos” con 

una capacidad inédita de distribuirse de manera eficiente y específica [17-19]. Por otra parte, la funcionalización de 

estos compuestos para el desarrollo de avanzados medicamentos se ha obtenido como resultados formas eficaces de 

actividad farmacológica, con la capacidad de minimizar posibles daños colaterales que estos pudieran enfrentar [20, 21]. 

También es importante resaltar que la nanotecnología viene jugando un papel protagónico en cuanto a investigación y 

desarrollo científico refiere. Gracias a la transformación de un material a escala nanométrica, este adquiere propiedades 

y fenómenos totalmente novedosos los cuales se pueden modificar y manipular a la línea de conveniencia, que destacan 

significativamente de las que presentan a escala microscopia y macroscópica [22-24]. Considerando lo anteriormente 

discutido, cabe destacar que el impacto que ha ganado la nanotecnología para el tratamiento y erradicación en 

aplicaciones microbiológicas es de gran avance [25, 26]. Por lo que gracias a distintas técnicas de síntesis de 

nanomateriales es posible diseñar nuevas estrategias para atacar a distintos microorganismos oportunistas como lo es el 

género Staphylococcus [27-29], uno de los objetivos primordiales de la presente investigación. 
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Es importante describir el género Staphylococcus como un conjunto de microorganismos con morfología circular y 

definido como cocos Gram positivos, caracterizados por un diámetro aproximado de los 0.5- 1.5 μm [30-32]. Este 

género bacteriano adopta agrupaciones celulares únicas, creciendo en pares, tétradas, cadenas cortas o incluso 

formando racimos de uvas (Figura 1). Tomando estas características como referencia cabe destacar que son bacterias 

no móviles, no esporuladas, que no poseen capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan capsula de limo, y 

son anaerobias facultativas [33, 34]. La mayoría de los estafilococos producen catalasa la cual es la enzima capaz de 

desdoblar el peróxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre; característica que los diferencia de los estreptococos y 

enterococos [31]. 

Figura 2. Representación gráfica de los arreglos celulares con los que crece el género Staphylococcus. Fuente: 

Elaboración propia. 

En la actualidad es muy común encontrar alojado S. aureus como parte del microbiota de la piel y mucosas en el ser 

humano. Estos microorganismos actúan como microorganismos oportunistas y además de que el género Staphylococcus 
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contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los humanos [35, 36], algunas de estas especies son 

patógenas cuando existe predisposición e inmunosupresión en el huésped o en presencia de cuerpos extraños. Por otra 

parte, se describe a Staphylococcus aureus por su amplia participación en infecciones debido a la intervención de 

distintos factores de virulencia codificados en diversos genes que se ven activados en su ciclo de crecimiento celular 

[37]. Es por ello que dicho microorganismo puede ser complicado de erradicar desde el punto de vista terapéutico y aun 

así es capaz de colonizar e invadir células de su hospedero [38]. Estos factores de virulencia se encuentran asociados a 

mecanismos de alta resistencia como lo es la generación de exopolisacáridos que la mayoría de las veces se conforman 

por proteínas, polisacáridos y ácidos nucleicos [5, 39, 40]. El resultado de que esta matriz no sea eliminada o inhibida 

tiene como consecuencia la nula interacción de los antibióticos y su subsecuente disminución del efecto terapéutico, 

ocasionado enfermedades infeccionas cada vez más severas.  

En contraste con muchos otros patógenos bacterianos, que a menudo dependen de una o unas pocas toxinas para 

promover la enfermedad, S. aureus es capaz de generar una asombrosa variedad de factores de virulencia. Estos incluyen 

una plétora de toxinas y factores de evasión inmune, y una amplia gama de factores proteicos y no proteicos que permiten 

la colonización del huésped durante la infección [41-43]. Si bien siempre ha habido un gran interés en la virulencia de 

S. aureus desde que esta bacteria se reconoció por primera vez como un patógeno importante a fines del siglo XIX, los 

desarrollos recientes han aumentado los esfuerzos de investigación para desentrañar a este organismo en sus diferentes 

mecanismos de virulencia. Los nuevos desarrollos de materiales nanoestructurados consideran el aumento reportado a 

principios de la década de 2000 de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés) 

asociado a la comunidad de cepas que combinan la resistencia a un amplio derivado de betalactámicos como las 

penicilinas con un alto potencial de resistencia de una manera previamente desconocida [44-46]. 

En los organismos multicelulares y pluricelulares (p.ej. consorcios bacterianos) las células distantes pueden intercambiar 

información mediante el envío de señales combinadas compuestas de moléculas individuales. Este proceso se ha descrito 
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recientemente que se puede ejecutar a través de paquetes de empaquetamiento complejos alimentado con una selección 

de proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, llamados vesículas extracelulares (EV, por sus siglas en inglés) [47-49] 

A medida que en las últimas décadas se ha expandido el campo de la administración dirigida de fármacos, la 

nanotecnología ha contribuido sustancialmente al desarrollo de estos portadores o sistemas de entrega inteligentes. En 

particular los nanoportadores basados en lípidos ofrecen una plataforma versátil para la encapsulación de fármacos, lo 

que ha llevado a su traducción y aplicación clínica con varias formulaciones [50, 51]. Además de los nanoportadores 

sintéticos, los derivados de células pueden actuar como importantes sistemas de transporte propios de la célula huésped 

o de comunicación, basados en EV. Por ejemplo, tanto las bacterias gramnegativas como las grampositivas liberan EV 

que contienen componentes de sus células madre. Las EV bacterianas son similares en tamaño a las EV derivadas de 

mamíferos y se cree que median las comunicaciones bacteria-huésped mediante el transporte de diversas moléculas 

bioactivas que incluyen proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y metabolitos [52, 53]. Las EV bacterianas se han implicado 

en las interacciones bacteria-bacteria y bacteria-huésped, promoviendo la salud o causando diversas patologías. Aunque 

la ciencia de los EV bacterianos está menos desarrollada que la de los EV eucariotas, el número de estudios sobre EV 

bacterianos aumenta continuamente. El conocimiento de estos mecanismos puede traducirse en nuevas terapias y 

diagnósticos basados en EV bacterianas y su aplicación para la entrega dirigida de sustancias activas que permitan 

regular el control celular. 

2.2 Marco teórico  

2.2.1 Síntesis de Nanomateriales  
En función de la procedencia de los precursores base para la fabricación de los nanomateriales [54], estos se pueden 

clasificar en naturales, al ser generados con activos o moléculas provenientes de plantas, animales o células. También 

se consideran como “incidental” cuando surgen durante la combustión en vehículos y en procesos industriales [55]. 

Mientras que el más común es el artificial, producido por dos procesos de fabricación: descendentes/ascendentes [56]. 
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Es importante destacar que las técnicas descendentes (Top-Down) consisten en la división de material macroscópico o 

grupo de materiales sólidos hasta llegar al tamaño nanométrico. Para seguir esta estrategia se usan métodos físicos como 

la molienda o el desgaste, métodos químicos y la volatilización de un sólido seguido por la condensación de los 

componentes volatilizados, hasta obtener una serie de ensambles que van siendo controlados con precisión hasta llegar 

al tamaño deseado [57]. Por otra parte, el método ascendente (Bottom-Up; Figura 2) principalmente se caracteriza por 

conducir a la unión y autoensamblado de átomos para formar estructuras moleculares con tamaño, morfología, estructura 

y composición química definida [58].  

 

 

 

Figura 3. Síntesis de AgNPs por el método de bottom-up. Elaboración propia. 

2.2.2 Fisiología e implicaciones clínicas de Staphylococcus aureus.  
El S. aureus es un patógeno con gran potencial para causar múltiples infecciones en el humano y en los animales. Este 

importante microorganismo Grampositivo es la especie de Staphylococcus es considerado dentro de su grupo como la 
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especie más virulenta por su estructura y composición superficial externa (Figura 3), responsable de un amplio espectro 

de enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con la 

vida del ser humano [39, 59]. 

A través de los años se ha incrementado la tasa de morbilidad y mortalidad asociada a infecciones ocasionadas por este 

microorganismo, a pesar del gran número de antibióticos disponibles [59, 60]. Además, S. aureus constituye parte de la 

flora normal del ser humano, y se considera que entre el 25 y 50% de la población sana está colonizada por esta bacteria, 

constituyendo un riesgo potencial de diseminación cuando se presentan desbalances inmunológicos [61]. Este 

microrganismo puede ser adquirido a través del contacto con otras personas o por exposición al ambiente, y en los 

últimos años han aumentado de forma notable las infecciones asociadas a S. aureus, en especial por cepas predominantes 

de MRSA [62, 63]. 

 

Figura 4. Estructura de S. aureus [61]. (Traducir el texto en la Figura) 
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2.2.3 Método de Caballo de Troya.  
Alrededor del año 1200 d.C., la antigua Troya, actualmente parte del territorio turco, fue sitiado por el ejército griego 

durante aproximadamente 10 años. Al percatarse los griegos de que el asedio fue inútil, aparentemente se dieron por 

vencidos, no sin antes dar un último intento por conquistar Troya. Por lo que durante los siguientes tres días construyeron 

un alto caballo de madera como presente de despedida a los troyanos, el cual dejaron fuera de los muros de la ciudad. 

Una vez el ejercito griego parecía retirarse de la ciudad de Troya, muy emocionados los troyanos abrieron las puertas 

de la ciudad, colocaron ruedas al gran caballo y lo introdujeron dentro de su pueblo. Inadvertidos los troyanos, dentro 

del caballo de madera se escondían soldados de elite griegos. Por lo que, al caer la noche, los soldados griegos 

desembarcaron del caballo y abrieron las entradas a la ciudad, dando acceso al ejército griego que había regresado a 

Troya durante la media noche. Por lo que el ejército griego entró a la ciudad, finalizando la guerra. 

La aplicación de modelos y estructuras celulares como recipientes para el transporte, inserción e internalización de 

sustancias dentro de una célula blanco con el objetivo de alterarla o destruirla, es lo que actualmente definimos como 

estrategias de “caballo de troya” o transportadores camuflados [9]. Una importante demanda a nivel global que exige 

aplicar e idear innovaciones funcionales como la anteriormente mencionada es la resistencia bacteriana a los 

antibióticos, la cual ha crecido y convertido en una gran amenaza para la salud mundial, la economía de los países y la 

seguridad alimentaria [64]. Este importante factor que deteriora la salud pública progresa de forma exponencial, lo que 

concluirá agotando rápidamente las opciones terapéuticas y farmacológicas disponibles. La resistencia bacteriana puede 

afectar a todas las personas de cualquier edad, en cualquier región del mundo, sin distinguir clases sociales, razas y 

estilos de visa en un futuro próximo. Dicha resistencia a los antibióticos también comprometerá el progreso de la 

medicina moderna en áreas como el trasplante de órganos, la cirugía y la quimioterapia [65], por mencionar algunos 

ejemplos. Un amplio espectro de bacterias (Gram positivos y negativos) suelen ser menos sensibles a los antibióticos 

debido a las características de su membrana externa, que es una barrera de permeabilidad selectiva eficaz contra las 

moléculas tóxicas, incluidos muchos antimicrobianos. Por lo que considerar la estrategia de caballo de troya o diseño 
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de nanopartículas camufladas ha brindado evidencia en la eficacia y mejora promoviendo la acción antibacteriana de 

diferentes compuestos y materiales. Martin-Trasanco y colaboradores sintetizaron AgNPs capeadas con β-

ciclodextrinepiclorhidrina como estrategia para conservar la estabilidad de las NPs y promover la internalización de la 

plata como estrategia de caballo de troya contra Escherichia coli [66], un modelo Gram Negativo. Por otra parte, la 

estrategia de formación de nanopartículas con propiedades de caballo de troya o camufladas también se ha aplicado para 

el diagnóstico de enfermedades infecciosas. En un estudio reciente Pang y colaboradores reportaron el diseño de 

nanopartículas de manganeso funcionalizadas con manosa y coordinadas con eumelanina como una estrategia de caballo 

de troya para localizar y aplicar terapia inmune-fototérmica [67].  

Por otra parte, se reportó la aplicación de vesículas membranales extracelulares derivadas de E. coli y recubiertas con 

nanopartículas de oro (Figura 4) que al ser inyectadas por la vía subcutánea son capaces de activar rápidamente la 

respuesta y maduración de células dendríticas en los nodos linfáticos de ratones [68]. Por lo que el estudio demostró 

que es posible la aplicación de vesículas bacterianas como una prometedora estrategia de caballo de troya o camuflaje 

para generar vacunas o estrategias antibacterianas de alta efectividad.  
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Figura 5. Diseño de nanopartículas derivadas de E. coli y recubiertas con AuNPs como estrategia de camuflaje para el 

desarrollo de vacunas y aplicaciones antibacterianas de alta efectividad, adaptado de [68]. 

Capítulo 3 

3.1 Introducción 
A continuación, se describe el proceso por el cual se obtuvieron las vesículas extra celulares, desde la síntesis, su 

acoplamiento con las AgNps y posteriormente las caracterizaciones y pruebas microbiológicas correspondientes que 

avalan el hallazgo y efecto de dichas nano vesículas. 

3.2 Preparación de medios de cultivo microbiológico. 
Se prepararon cajas de Petri con agar soya tripticaseína de acuerdo a lo indicado por el proveedor. Inicialmente, para 1 

L de agar de soya tripticaseína (BD Bioxon, México) en agua destilada se pesaron 40 g del medio deshidratado. 

Posteriormente, se dejó humedecer el polvo en condiciones estáticas por 15 min, se calentó a 85 °C hasta lograr la 

completa disolución del medio. Después, se colocó el agar en fase líquida en el interior de una autoclave de vapor 

(Yamato SN300C) y se esterilizó a 121 °C. 15 psi, por 15 min. Una vez cumplido estos parámetros, se retiró el medio 

y se vació en cajas de Petri de 100 mm (VWR, USA) a un volumen de 25 mL por caja, en el interior de una campana 

de flujo laminar. 

En el caso del caldo de cultivo soya tripticaseína para un volumen de 1 L se utilizó g de medio deshidratado, se 

disolvió en agitación constante y se esterilizó siguiendo el procedimiento para el medio en agar. 

3.3 Cultivo y viabilidad de Staphylococcus aureus. 
Con el objetivo de obtener cultivos axénicos del modelo utilizado para la generación de las vesículas, en el interior de 

una campana de flujo laminar se tomaron de 3 a 4 colonias de S. aureus (ATCC 25923) con 12 h previas de cultivo en 
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agar soya tripticaseína y se inocularon en 10 Ml de caldo soya tripticaseína para incrementar el número de células en 

suspensión con las que se obtendrán las vesículas [69]. A continuación, la suspensión se colocó en el interior de una 

incubadora aerobia a 37 °C por 24 h (esquema 1).  

 

Esquema 1. Procedimiento para el cultivo de S. aureus con alta viabilidad celular. Elaboración propia. 

3.4 Preparación de cultivos de S. aureus para la síntesis de 

nanopartículas camufladas. 
Para la preparación de las nanopartículas camufladas, a partir de las suspensiones previamente inoculadas, estás se 

centrifugaron a 10,000 RPM por 15 min y se lavaron con agua destilada estéril, este procedimiento se repitió tres veces 

para obtener células vivas y descartar las muertas, así como los fragmentos y restos de células lisadas [70]. A 

continuación, se realizaron suspensiones celulares a una densidad óptica (D.O.) de 0.5 a 600 nm, esto con el objetivo de 
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tener una concentración celular de aproximadamente 1 × 108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, y utilizarse 

como concentración estándar bacteriana de trabajo.  

3.3.1 Síntesis de nanopartículas camufladas de S. aureus por 

el método de ultrasonido. 
A partir de la solución bacteriana inicial se realizaron alícuotas de 2 mL las cuales se colocaron en tubos 

microcentrífugas de 2 mL (Eppendorf, USA), se montaron en una gradilla para tubos microcentrífuga y se posicionaron 

en el interior de una cámara de abatimiento acústico equipada con un homogeneizador de punta (OMNI International, 

Sonic Ruptor 400, USA) aplicando 0.2 pulsos por segundo por 15 min a temperatura ambiente. 

3.3.2 Síntesis de nanopartículas camufladas de S. aureus vía 

Tween 80. 
Una vez obtenida la solución bacteriana se prepararon alícuotas de 2 mL de la muestra de S. aureus y se mezclaron con 

30 µL del surfactante Tween 80 (Sigma Aldrich, USA) a temperatura ambiente en el interior de una campana de flujo 

laminar. Cada alícuota se resuspendió repetidas ocasiones con la ayuda de una micropipeta hasta obtener completa 

homogeneidad.  

3.3.3 Evaluación de la viabilidad celular de las 

nanopartículas camufladas 
Con el fin de identificar que la viabilidad bacteriana se haya erradicado por completo durante el procedimiento de 

síntesis de las nanopartículas camufladas, se procedió a realizar cultivos de cada una de las muestras. Inicialmente, se 

tomaron 100 µL de cada una de las suspensiones y se colocaron en el interior de un tubo con 10 mL de caldo infusión 

cerebro corazón, se incubaron a 37 °C por 5 días en condiciones estáticas y ambiente aerobio. Posteriormente, se verifica 
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que no exista la formación de precipitados o turbidez en el caldo de cultivo, para sembrar 100 µL del medio en agar 

soya tripticaseína sin dilución alguna e incubar a 37 °C por 48 h. Esta parte del procedimiento se aplicó para confirmar 

la ausencia de viabilidad celular, después de la generación de las vesículas bacterianas.  

Por otra parte, al realizar cada preparación de nanopartículas camufladas se verificaba la viabilidad celular realizando 

la siembra directa de 50 µL de la suspensión en agar soya tripticaseína, incubándose a 37 °C, en condiciones aerobias 

por 72 h. 

 

 

3.3.4 Incorporación de AgNPs en las nanopartículas 

camufladas. 
Para la incorporación de las AgNPs dentro de las vesículas de S. aureus sintetizadas por los diferentes métodos, se 

realizó mezclas entre ambas suspensiones a proporciones 1:2, 1:1 y 2:1 (V/V). Por lo que se realizaron pruebas de 

microbiología para cada una de las soluciones generadas, esto con el objetivo de identificar la eficacia antibacteriana en 

función a la proporción [71] 

3.4 Caracterización fisicoquímica de las nanopartículas 

camufladas 
Las nanopartículas de plata se sintetizaron empleando NaBH4 como reductor primario y citrato sodio como agente 

estabilizador. Primero se preparó el volumen el NaBH4 (2µM) y citrato de sodio (2µM) en agua destilada y se calentó a 

60 °C durante 30 minutos en la oscuridad con agitación vigorosa para asegurar una solución homogénea. Al final de los 
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30 minutos, se añadió gota a gota una solución de AgNO3 (1.5Μm). Después de otros 30 minutos bajo agitación y 

calentamiento, la suspensión de nanopartículas se dejó enfriar a temperatura ambiente. 

3.4.1 Espectrofotometría Ultravioleta-Visible. 
Cada una de las muestras (AgNPs, NPs camufladas en Tween 80 y Sonicadas) se suspendieron en agua destilada y se 

colocaron dentro de una celda de cuarzo transparente para ser analizadas en un espectrofotómetro UV-Vis (UV-2600, 

Shimadzu, Japón) en la región de 300 a 600 nm con una resolución de 1 nm a temperatura ambiente [72]. 

3.4.2 Análisis de Dispersión Dinámica de Luz. 
Con el objetivo de cuantificar el diámetro hidrodinámico de las nanopartículas camufladas (Tween 80 y por Ultrasonido) 

en suspensión, se prepararon soluciones acuosas de cada una y se colocaron 3 mL de cada muestra por separado para 

analizarse en un Nanotrac Wave II (Microtrac, North Wales, PA, USA) con un tiempo de lectura de 30 segundos a 

temperatura ambiente [69, 73]. 

3.4.3 Microscopia Hiperespectral de Campo Oscuro de las 

Nanopartículas. 
Para analizar la incorporación de AgNPs dentro de las nanopartículas camufladas (T80NPs y UNPs) se utilizó un sistema 

de iluminación en campo oscuro (Cytoviva® 150 Resolution Imaging System, Auburn, Al, USA) equipado en un 

microscopio vertical (Olympus BX-41, Japón), contando con un objetivo de 100x de inmersión de aceite (Olympus, 

Japón). Las muestras se prepararon colocando individualmente 10 µL de cada una de las muestras de estudio sobre 

portaobjetos de vidrio (VWR, USA), con un cubreobjetos de vidrio (0.145 mm de grosor; VWR, USA) y sellados con 

esmalte de uñas comercial para evitar la desecación de las muestras [69]. Cada portaobjetos se dejó reposar por una hora 

para ser posteriormente montado en el equipo Cytoviva para obtener las micrografías de las partículas y el plasmón de 

resonancia de las AgNPs. 
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3.4.4 Microscopia de Fuerza Atómica. 
Para los estudios morfológicos de las nanopartículas por microscopia de fuerza atómica (AFM, por sus siglas en inglés) 

se depositaron las suspensiones de AgNPs, UNPs y T80NPs en cubreobjetos de vidrio y se colocaron en disecador hasta 

completa sequedad. A continuación, las muestras se montaron en un porta muestras para AFM, posicionándolas en un 

AFM (NX10, Park Systems, Suwon, República de Corea) equipado con una caja antiacústica y mesa antivibratoria. Para 

los análisis de aplicó una fuerza constante de 42 N/m, la frecuencia de resonancia fue de 330 kHz, la tasa de escaneo 

fue de 0.2 Hz y el área de análisis fue de 0.5 µm2, empleando una punta tipo PPP-NCHR en modo de no contacto [74].  

3.5.1 Difusión en agar. 
Se aplicó la técnica de difusión en agar para evaluar la capacidad antibacteriana de las nanopartículas experimentales y 

los cambios de estos en función a la estrategia de caballo de troya que se aplicó [11, 75, 76]. Inicialmente, se sembró 

0.1 mL de S. aureus en cajas de petri con agar soya tripticaseína y se dejó reposar por 30 min. A continuación, se 

generaron pozos de 7 mm de diámetro y 4 mm de profundidad utilizando un cilindro metálico estéril. Posteriormente, 

se colocaron 30 µL de cada una de las muestras experimentales en pozos individuales y se incubaron en condiciones 

aerobias y estáticas a 37 °C por 24 h [77]. Los halos de inhibición resultantes se midieron utilizando un vernier 

electrónico digital y las cajas de Petri se fotografiaron en un contador de colonias de campo oscuro (Reichert, NY, NY, 

USA). 

3.5.2 Análisis de la tasa de sobrevivencia bacteriana 

dependiente del tiempo. 
Para la evaluación del comportamiento en el crecimiento bacteriano en función al tiempo por exposición de las AgNPs 

camufladas con NPs derivadas de S. aureus, se realizaron curvas de crecimiento para monitorear los cambios y 

respuestas celulares. Inicialmente, se prepararon stocks individuales de AgNPs, UNPs, T80NPs, AgNPs/UNPs (2:1), 
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AgNPs/UNPs (1:1), AgNPs/T80NPs (2:1) y AgNPs/T80NPs (1:1) en agua destilada estéril, dentro de tubos 

microcentrífuga de 2 mL temperados a 37 °C. A continuación, se agregaron 20 µL de una suspensión fresca de S. aureus 

(1 × 106 UFC/mL) en H2O destilada (previamente esterilizada) a cada uno de los stocks preparados por separado con 

las AgNPs y los modelos camuflados (con y sin AgNPs). Después, se incubaron todas las muestras a 37 ± 0.1 °C, en 

condiciones estáticas y aerobias por un periodo de 24 h. Durante la incubación, se realizó mediciones de D.O. a 600 nm 

cada 60 min a 37 ± 0.1 °C, utilizando un lector de microplacas equipado con control de incubación (Thermoskan, 

Thermo Fisher Scientific, USA). Como referencia del crecimiento bacteriano, se utilizó una suspensión libre de 

tratamiento alguno, y como señales de línea base se analizó las suspensiones sin contenido bacteriano durante cada 

punto de lectura, y se normalizó sustrayendo el blanco [69, 78].  

 

3.6 Análisis estadístico 
Los datos de cada experimento se analizaron aplicando el análisis de varianzas de una vía seguido por el método de 

comparaciones múltiples de Tukey utilizando el programa estadístico (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

Cuando P < 0.05, los datos se consideraron estadísticamente significativos, siendo expresados como la media ± la 

desviación estándar de tres experimentos independientes realizados cada uno por triplicado [79]. 

Capítulo 4 

4.1 Resultados y discusión 
Inicialmente, se realizaron varios pasajes celulares para comprobar el grado de pureza de los cultivos de la cepa S. 

aureus que se utilizaron para el estudio, identificando que las colonias conservaran el color dorado característico [7, 44], 

siempre uniformes, bien distribuidas y de reciente cultivo para su aplicación (Figura 6). De esta forma, se validó la 

homogeneidad en los parámetros biológicos de las nanovesículas generadas a partir de las cepas de S. aureus. Sin 
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embargo, después de aplicar alrededor de 8 pasajes celulares, se realizaba un cultivo en agar Staphylococcus No. 110 

como método de control de calidad y conservación de la pureza celular (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Cultivo axénico de S. aureus utilizado para el presente estudio. 

Por otra parte, se estandarizó la generación de nanovesículas generadas por las cepas de S. aureus como resultado de la 

ejecución de réplicas de los métodos, en lo que se descubrió que ni el método por Tween 80 (T80NPs) y ultrasonido 

(UNPs) permitieron conservar la viabilidad celular  
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Figura 7. Análisis de la viabilidad de S. aureus posterior a los protocolos de generación de nanovesículas bacterianas. 

Nótese la falta de crecimiento y formación de colonias. 

Después de lograr estandarizar la preparación de las nanovesículas bacterianas y demostrar que los métodos aplicados 

lograban erradicar la viabilidad celular, lo que resulta como indicativo que elimina la posibilidad de contaminación 

celular y propagación por aplicación de este novedoso tratamiento.  

A continuación, se aplicó la técnica de DLS con el objetivo de caracterizar el diámetro hidrodinámico de las vesículas, 

resultando en 6-9 nm. Es importante resaltar que el tamaño promedio de un coco Gram positivo como es el modelo S. 

aureus es de 0.5 – 1 µm [80], lo que indica que al aplicar los métodos de generación de nanovesículas reportado en este 

estudio, se reduce significativamente el tamaño celular (Figura 8). Por otra parte, es importante discutir que ambos 

métodos no solo se caracterizaron por reducir el tamaño celular (generando nano-vesículas), sino también se detectó 

que la uniformidad en la distribución de tamaño es muy baja, indicando que la mayor tasa de las vesículas generadas se 

encuentra distribuidas en un rango de 5 – 15 nm (T80NPs) y 5 – 20 nm (UNPs).  
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Figura 8. Análisis de DLS de las nanovesículas derivadas de S. aureus sintetizadas por los dos métodos 

experimentales. 

Se ha reportado en la literatura que las células bacterianas en función a su género, tamaño, componentes particulares y 

a su naturaleza en la composición extracelular pueden generar diferentes espectros de absorción en el plano UV-Visible 

[81-83]. Por lo que se evaluó los posibles cambios espectrofotométricos que pudieran originarse entre S. aureus y las 

nanovesículas resultantes de las estrategias sintéticas experimentales (Figura 9). Las curvas espectrofotométricas 

indicaron que se presentaron ligeros cambios en las regiones de absorción de 250 – 280 nm entre ambos tipos de 

vesículas (UNPs y T80NPs) y S. aureus en suspensión. Este interesante efecto puede deberse a las alteraciones a nivel 

de membrana celular debido al proceso de ultrasonido y a la emulsificación molecular ocasionado por el Tween 80. Es 

importante resaltar que el ultrasonido consiste en la emisión de ondas sonoras que generan alta energía permitiendo 

alterar la estructura de diferentes sustancias químicos, principalmente compuestos orgánicos. Un estudio reciente sugirió 

que el tratamiento ultrasónico inhibe el crecimiento de E. coli O157:H7 (modelo de interés en la industria alimentaria), 

por medio de la disrupción de la integridad de membrana, aberración en la morfología celular y alteraciones 

ultraestructurales que llevan al vaciamiento celular [84]. Además, los investigadores reportaron que la aplicación de 

ultrasonido puede generar permeabilidad y subsecuente alteración en la polaridad membranal, en conjunto inhibiendo 

el crecimiento de E.coli. Esta información propone que el ultrasonido pudo ocasionar una leve alteración bioquímica de 

los componentes celulares, lo que podría explicar lo cambios ligeros ilustrados por el UV-Vis.  
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Figura 9. Espectro ultravioleta-visible que muestra el comportamiento de absorción entre las nanovesículas y la 

bacteria precursora.  

Reitermeyers et al., reportó que la aplicación de Tween 80 en cultivos de Lactobacillus platarum puede afectar la 

fisiología y estrés celular generando alteraciones en el perfil de ácidos grasos celulares [85]. Los estudios 

transcriptómicos descriptos por los investigadores indicaron que se presenta una disminución en la ruta de la biosíntesis 

de ácidos grados, acompañado de liberación de proteínas y permeabilización membranal. Esta información en parte 

ayuda a explicar la perdida de la viabilidad celular y el comportamiento similar en el espectro UV-Vis observado para 

estos tratamientos. 
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Como se describió anteriormente, en este estudio se aplicaron AgNPs electroquímicas (5 – 10 nm en diámetro, 

proporcionadas por el Laboratorio de Corrosión y Materiales Avanzados) como agente antibacteriano y de enmascarado. 

Con el objetivo de ubicar el plasmón de resonancia de las AgNPs, se aplicó espectroscopia de UV-Vis, demostrando 

que el pico máximo se ubica en 400 nm, información que coincide con lo reportado en la literatura. 

 

 

 

 

 

 

 

Con el objetivo de identificar la formación de vesículas y la incorporación de las AgNPs a estas, se caracterizaron las 

nanovesículas sintetizadas por ambos métodos y la incorporación de AgNPs (Figura 11).  

Es interesante describir que el método de ultrasonido (UNPs) generó la formación de estructuras vesiculares altamente 

definidas por el Cytoviva, ilustrando alta homogeneidad y dispersión de las muestras. Asimismo, las T80NPs sugirieron 

presentar mayor presencia de fragmentos celulares y restos provenientes de las mismas bacterias. Sin embargo, es 

importante indicar que los procesos de lavado y tratamiento sugirieron ser altamente efectivos, ya que comparado con 

los controles bacterianos (datos no mostrados) no se encontró la presencia de restos de exopolisacáridos, partículas de 

alto tamaño que indicará la presencia de células intactas y tampoco la formación de grandes conglomerados 

Figura 10. Espectro UV-Vis de las AgNPs utilizadas para camuflar con las nanovesículas de S. 
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membranales. Por otra parte, al analizar las AgNPs fue claramente evidente la presencia de partículas completamente 

diferentes a las observadas en las nanovesículas.  

Las AgNPs ilustraron partículas de diferentes colores, que de acuerdo con estudios de otros grupos se debe a diferencias 

en el tamaño de la nanopartícula y ligeros desplazamientos en los plasmones superficiales de resonancia [86, 87].  

 

Figura 11. Micrografías de campo oscuro hiperespectral (Cytoviva) de las nanovesículas funcionalizadas y AgNPs. 

Tomando toda esta evidencia, se evaluó la presencia de las AgNPs en conjunto con las nanovesículas obtenidas por 

ultrasonido (Ag@UNPs) y por Tween 80 (Ag@T80NPs). Las micrografías propusieron que las Ag@UNPs se redujeron 

en tamaño al entrar en contacto con las AgNPs, sin embargo, incorporando a las AgNPs en el interior y la periferia 

membranal. Incluso las Ag@T80NPs siguieron un patrón similar, mostrando la presencia de las AgNPs en conjunto con 

las vesículas, pero también con los fragmentos celulares resultantes del tratamiento. 

Con el objetivo de caracterizar la morfología de las nanovesículas y las AgNPs, estás se prepararon y montaron para 

AFM (Figura 12). Las micrografías indicaron que las AgNPs siguieron una morfología esférica, con una distribución 

homogénea caracterizadas por estructuras regulares en altura y diámetro. Por otra parte, las UNPs mostraron la 

formación de vesículas semiesféricas ligeramente e irregulares, pero distribuidas siguiendo una misma orientación. La 

altura de las UNPs fue muy similar entre el grupo analizado, de acuerdo a lo mostrados por las micrografías en 3D 
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obtenidas. En el caso de las T80NPs se apreció la formación de vesículas de mayor tamaño en comparación con las 

UNPs y también las AgNPs (Figura 12), sugiriendo que la presencia del surfactante podría permitir la generación de 

intercalaciones entre membranas que pudieran resultar en vesículas de mayor tamaño [88]. 

 

Figura 12. Micrografías de AFM mostrando la morfología de los nanomateriales experimentales. 

Con el objetivo de identificar la actividad antiestafilocócico de las nanopartículas experimentales, se procedió a ejecutar 

la prueba de difusión en agar Kriby-Bauer (Figura 13). Los resultados indicaron que la presencia de las nanovesículas 

obtenidas por ambos métodos no disminuían la actividad antibacteriana de las AgNPs en su concentración total (sin 

diluir). Mientras que las AgNPs incorporadas a las nanovesículas se mezclaron en una proporción 1:1 (V/V), por lo que 

la actividad de las AgNPs se conservó. Estos interesantes resultados en parte pueden explicarse debido a una posible 

fusión de las nanovesículas generadas por ambos métodos que se integran de forma rápidas con las superficies 

membranales de S. aureus. Por lo que en consecuencia se da un proceso de absorción/fusión generando la 
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permeabilización de la membrana bacteriana, lo que permite la penetración de las AgNPs incorporadas dentro y fuera 

de las nanovesículas (UNPs y T80NPs), mejorando el flujo de penetración del “nanoantibacteriano” [89]. 

 

Figura 13. Análisis de actividad antibacteriana de las nanopartículas experimentales contra S. aureus. n.s. indica 

cambios sin significancia estadística. 

Por otra parte, se evaluó la actividad antibacteriana de los modelos experimentales variando las proporciones de 

nanovesículas con respecto a las AgNPs (1:1 y 2:1). Los resultados indicaron que tanto las Ag@UNPs y Ag@T80NPs 

conservaron su actividad sin cambios estadísticamente significativos (Figura 14). Estos resultados son importantes 

debido a que sugieren que el potencial de acción de las AgNPs se puede conservar al camuflarse con las nanovesículas, 

requiriendo de menor concentración de acción y potencializando la capacidad de penetración celular contra S. aureus. 
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Figura 14. Evaluación de la actividad antibacteriana de las nanopartículas experimentales funcionalizadas con AgNPs 

a diferentes proporciones. n.s. indica cambios sin significancia estadística. 

Con el objetivo de analizar el impacto de los nanomateriales y parte de su mecanismo de acción frente a S. aureus, se 

estudió la capacidad de crecimiento bacterianos en función al tiempo (Figura 15). Es interesante resaltar el sorprendente 

poder antibacteriano que se detectó desde el inicio del tratamiento, ya que los microorganismos no lograron crecer en 

ninguno de los modelos nanoestructurados evaluados. Este importante efecto se monitoreó por cinco horas continuas, 

para identificar si podría darse alguna recuperación celular o solamente se tratara de un desplazamiento en la capacidad 

de crecimiento bacteriano [69]. Por lo que esta información sugiere que parte del mecanismo de efecto antibacteriano 

puede estar regulado por la eficiencia de penetración célula-nanomaterial [72, 90, 91]. 
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Figura 15. Curva de crecimiento bacteriano mostrando el comportamiento antibacteriano de las NPs experimentales 

durante la fase de evolución exponencial. Nótese un comportamiento similar entre los nanomateriales. 

Para caracterizar si el efecto en la actividad antibacteriana de los nanomateriales en función al tiempo y fase de 

crecimiento estaba relacionado a la proporción AgNPs/nanovesículas, se ejecutaron curvas de crecimiento bacterianos 

utilizando proporciones variadas de cada uno de los nanomateriales (Figura 16). Los resultados indicaron un interesante 

decaimiento a la primera hora de tratamiento entre AgNPs y su contraparte funcionalizadas con las nanovesículas en 

proporción 2:1. Este efecto podría deberse a que al contar con mayor disponibilidad de AgNPs se potenciaría el efecto 

antibacteriano, sin embargo, no fue así para las puras AgNPs, por lo que se hipotetiza que la presencia de las 

nanovesículas facilitaron la penetración de un mayor número de AgNPs, potenciando así el efecto de primer paso, dando 

mejor difusión y penetración, sin permitir un crecimiento constante bacteriano. Por otra parte, al aplicarse los 

tratamientos en relación AgNPs/nanovesículas (1:2) se encontró el que el comportamiento inhibitorio fue similar durante 

las seis horas de monitoreo (Figura 16). Lo que este comportamiento fue similar al observado al utilizar la relación 1:1 
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anteriormente discutida (Figura 15). Este efecto en parte refuerza la hipótesis del manejo de nanorevestimientos 

(camuflados) derivados de S. aureus como mecanismo de promoción y reconocimiento antibacteriano. 

 

Figura 16. Curvas de crecimiento de S. aureus mostrando el comportamiento antibacteriano de las NPs 

experimentales en proporciones variadas, durante la fase de proliferación exponencial. 

Estos resultados sugieren que la aplicación de nanovesículas derivadas de la fuente bacteriana puede incrementar la 

capacidad de acción de los tratamientos antimicrobianos, disminuyendo así el requerimiento de altas concentraciones e 

incrementando la biodisponibilidad de estos. Además, es interesante que el enmascarar (camuflar) las AgNPs, más que 

incrementar su capacidad de acción, podría acelerar el efecto destructor bacteriano, lo que sugiere que las AgNPs 

mantendrán su efecto, pero el tiempo de respuesta podrá ser menor. Se recomienda caracterizar las nanovesículas y sus 

contrapartes funcionalizadas por microscopia electrónica de transmisión, identificar la penetración de AgNPs a las 

células por Cytoviva y estudiar los componentes metabolómicos y proteómicos de las nanovesículas obtenidas por 

ambos tratamientos. Los resultados obtenidos en este estudio abren puerta a continuar con las investigaciones en 

estrategias de “caballo de Troya” para el desarrollo y aplicación de nuevas metodologías de acción antiestafilocócica y 

antimicrobial.  
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Capítulo 5 

 5.1 Conclusiones 
Las estrategias de “camuflaje” de agentes antimicrobianos es una novedosa tendencia en crecimiento para enfrentar la 

resistencia a los antimicrobianos que se viene desarrollando desde hace ya más de cinco décadas. Por lo que en el 

presente estudio se desarrolló nanovesículas derivadas de S. aureus con el objetivo de “enmascarar” agentes 

antimicrobianos que puedan ser incorporados a las células objetivo y promover así el efecto antiestafilocócico buscado. 

Los resultados indicaron que utilizar el surfactante Tween 80 se altera la estructura y comportamiento de las partículas 

bacterianas de S. aureus, permitiendo generar nanovesículas con distribución homogénea, inhibiendo el crecimiento y 

recolonización celular. Además, el método de ultrasonido también fue efectivo para la obtención de nanovesículas 

provenientes de S. aureus. Al incorporar las AgNPs con las nanovesículas en diferentes proporciones, se encontró que 

la capacidad antibacteriana de la plata no se ve comprometida, por lo contrario, se requirieron menores niveles de AgNPs 

para lograr efectos similares. Los estudios de crecimiento bacteriano sugieren que la presencia de las AgNPs camufladas 

pueden acelerar la captación, subsecuente absorción/difusión de las AgNPs, disminuyendo el tiempo de acción, como 

lo propuso las curvas de crecimiento. Por otra parte, las pruebas preliminares de las Ag@UNPs y Ag@T80NPs 

mostraron escasa/nula inhibición contra E. coli (datos no mostrados), lo que sugiere que el método desarrollado puede 

ser altamente específico para dirigirse contra microorganismos de interés. Se recomienda caracterizar por métodos 

ómicos los componentes bioquímicos de las nanovesículas, aplicar TEM para estudiar los cambios estructurales de las 

NPs camufladas y extender el estudio con otros modelos bacterianos.  
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