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Figura 1: Candida spp en infecciones fungicas y NPsAg
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Biofilm Candida spp

Red hifas y
pseudonhifas
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Figura 3: Proceso de desarrollo de Biofilm




Evaluar el tratamiento con
nanoparticulas de plata
obtenidas por sintesis verde
de Borojo sobre biofilm de
cepas de Candida sp.

« Generar un protocolo para creacion de
biofilm de Candida sp. sobre placas de acrilico.

e Desarrollar protocolos para evaluar la
formacion e inhibicidn de biofilm.

e Determinar el efecto inhibitorio sobre biofilm
y la concentracidon minima inhibitoria de las
nanoparticulas de plata por medio de lectura
por absorbancia utilizando MTT.

e Visualizar el efecto causado por
nanoparticulas de plata sobre biofilm por
medio de microscopia electrénica de barrido.




3. FORMACION DE BIOFILM EN ACRILICOS

Figura 7: Protocolo Formacidn de Biofim

2. Seleccién de cepas.
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Distribucion del numero de NPsAg de acuerdo al tamano
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2.. Seleccidon de cepas.

Figura 6 : Protocolo selecion de cepas
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Tabla 2: Cepas productores de Biofilm seleccionadas.
Microorganismo Absorbancia a 360nm
C. albicans (4) 0.164
C. quillermondii (31) 0.158
C. tropicalis (46) 0.174
C. auris (51) 0.067




3. FORMACION DE BIOFILM EN ACRILICOS

Figura 7: Protocolo Formacion de Biofim
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Figura 8: Determinacion de concentracion y tiempo para formacion de biofilm de Candida albicans.

Candida albicans




Figura 9: Determinacion de concentracion v tiempo para formacion de biofilm de Candida guillermondii.

Candida guillermondii




Candida tropicalis

Figura 10: Determinacion de concentracion y tiempo para formacion de hiofilm de Candida tropicalis.
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FUNDAMENTO MTT

DESHIDROGENASA

’ CRISTALES DE
' FORMAZAN

MTT =

(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol)
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Figura 13: Reduccion de MTT
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M)  MIC para NPsAg-47 y NPsAg-49

Microorganismos

Candida auns 0.25 pg/mL.| 0.5 pg/mL [ 0,25 pg/mL.| 0.5 pgit

Tabla 3: Resultado de CMI para NPsAg.

Wang y col. (MIC) de 2.0 mg/ml en C. albicans
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Cadida guillermondii
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Candida albicans

Pre-biofilm NPsAg-47 Pre-biofilm NPsAg-49
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Figura 18: Evaluacion del efecto de NPsAg-47y NPsAg-49 sobre biofilm de Candida tropicalis.




Cadida guillermondii

Figura 17: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 v NPsAg-49 sobre biofilm de Candida guillermondii.
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andida tropicalis

Figura 18: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 v NPsAg-49 sobre biofilm de Candida tropicalis.
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Figura 19: Evaluacion del efecto de NPsAg-47 vy NPsAg-40 sobre biofilm de Candida auris.

Pre-biofilm NPsAg-47

1.0 pg/ml 5 pg/mL

Pre-biofilm NPsAg-49

positivo
Uy :
F ]
0.063 pg/mL | 0.031 pg/mL 0015 po/mlL

Post-biofilm NPsAg-47




INCUBAR

4

LAVAR 2
VECES

L

FIJAR

L

GUARDADOS
(I: AMBIENTE)

INCUBAR 6. EFECTO DE NPsAg SOBRE

m&nz BIOFILM EVALUADO CON

VECES

L MICROSCOPIA

50pL medio +
50uL NPsAg ELECTRONICA DE

INCtBAR BARRIDO SEM

$

LAVAR 2
VECES

4

FIJAR

'] : : :
AR A Universidad Nacional-
AaeaNi Laboratorio de Geologia

AUTORES




Candida tropicalis

Cﬂndfda‘ ﬂ';"bfcans Figmra zzz Fraluacian por SEM del electo producida por 5P At- g5y NP O2-4p on biodihn de Condide tropicalis.
Figara 21z Evalusciin jor SEM ddel efiecto profucide por 5P y SPAd- g e iofil e Cordide alfivars.

e— formacion ' ormacion

| “
[ NPsAgdd

| Freformacion | orrnuuun ﬂsl ormacion

Candida auris

Figgora z5: efurmacion anivel de mesnlvana de levaduras de € aliionrs.




Figura 21: Evaluacion por SEM del efecto producido por NPSAg-47 v NPsAg-49 en biofilm de Candida albicans.
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Candida tropicalis

Figura 22: Evaluacion por SEM del efecto producido por NPsAg-47y NPsAg-49 en biofilm de Candida tropicalis.
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Figura 24: Sitios de accion de NPsAg en levaduras




Candida albicans
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Figura 25: Deformacion a nivel de membrana de levaduras de C. albicans.




- Las nanoparticulas de plata inhiben in vitro la formacién de biofilm por C.
albicans, C. guillermondii, C. tropicalis y C. auris.

- Seleccionamos a la NPsAg-47 como la mejor alternativa para combatir el
pre-biofilm de Candida spp. por ser eficiente en concentracion de
0,25ug/ml.

- Las concentraciones minimas inhibitorias para las NPsAg obtenidas en este
ensayo fueron de 0,5ug/mly 0,25ug/ml, lo que permite evidenciar que las

concentraciones necesarias para lograr un efecto son bajas.

- Las NPsAg provocaron la reduccion de la formacion de biofilm y se
evidencio mediante microscopia electronica de barrido el dafio en la
membrana de las levaduras.
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