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Evaluacion completa de la actividad antibacteriana
de nanomateriales

Comprehensive evaluation of the antibacterial
activity of nanomaterials

Alejandro Huerta-Saquero**y Anaid Meza-Villezcas*

ABSTRACT: Infectious diseases caused by pathogenic bacteria are one of the leading causes of
death worldwide. Today, the adquisition of multi-antibiotic resistance by pathogenic bacteria
increases the difficulty of treating microbial infections, creating a significant global health prob-
lem. Therefore, finding new therapeutic alternatives and new antimicrobial agents is essential.
In this sense, nanomaterials with antimicrobial activity, or “nanoantibiotics,” represent a real
and practical alternative against infectious agents, primarily of viral and bacterial origin. Among
these materials, metallic nanoparticles stand out, exerting a generalized antimicrobial effect on
Gram-positive and Gram-negative bacteria and can also enhance the antimicrobial effect of ex-
isting antibiotics. For antibacterial nanomaterials, it is essential to characterize their properties
using standardized protocols for their evaluation and comparison. These protocols include de-
termining the minimum bactericidal concentration, minimum inhibitory concentration, median
lethal dose, bactericidal time of action, effective concentration, and the exposure time required
to achieve antimicrobial activity against a specific bacterial load. Determining the reusability and
bactericidal or bacteriostatic effect of nanomaterials is also essential. This paper describes
some of these protocols in detail, emphasizing the scope of the techniques and their correct
interpretation.
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RESUMEN: Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias patégenas son una de las prin-
cipales causas de muerte en el mundo. La adquisicion de multirresistencia a los antibioticos por
bacterias patogenas incrementa la dificultad para tratar infecciones, lo cual origina un problema
de salud de importancia mundial. Por lo tanto, encontrar nuevas alternativas terapéuticas y
nuevos agentes antimicrobianos es fundamental. En este sentido, los nanomateriales con acti-
vidad antibacteriana o “nanoantibioticos” representan una alternativa real y efectiva contra
agentes infecciosos, principalmente de origen viral y bacteriano. Entre estos materiales desta-
can las nanoparticulas metalicas, por ejercer un efecto antimicrobiano generalizado sobre bac-
terias Gram positivas y negativas, ademas de tener la posibilidad de potenciar el efecto antimi-
crobiano de los antibidticos existentes. Para el uso de nanomateriales antibacterianos, es
fundamental caracterizar sus propiedades con protocolos estandarizados que permitan su eva-
luacion y comparacion, tales como la determinacion de la concentracion minima bactericida, la
concentracion minima inhibitoria, la dosis letal media, el tiempo de accion bactericida, la con-
centracion efectiva y el tiempo de exposicion requerido para lograr actividad antimicrobiana
frente a una carga bacteriana especifica. Asimismo, es fundamental determinar la capacidad de
reutilizacion y el efecto bactericida o bacteriostatico de los nanomateriales. En este trabajo se
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describen con detalle algunos de esos protocolos, enfatizando los alcances de las técnicas y su
correcta interpretacion.

PALABRAS CLAVE: nanomateriales antibacterianos, nanoantibioticos, caracterizacion antibac-
teriana.

Introduccion

Actualmente, la alta produccién de nanomateriales en diferentes dreas y para
multiples aplicaciones afecta irremediablemente a los organismos, el ambien-
tey particularmente a las comunidades microbianas. La toxicidad de los nano-
materiales es materia de preocupacién a nivel mundial (Alizadeh, 2025). Sin
embargo, la actividad antimicrobiana de ciertos nanomateriales representa
una alternativa real para el combate de microrganismos patégenos, particular-
mente bacterias con multirresistencia a los antibiéticos convencionales. El fa-
cil manejo y reproduccién de bacterias como organismos modelo favorece su
uso para evaluar la toxicidad y la actividad antibacteriana de los nanomateria-
les. Asi, las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, representadas por Es-
cherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, entre otras, se han consoli-
dado como organismos modelo en la evaluacién de la toxicidad relativa de
diversos nanomateriales (Sezonov G., 2007) (Vazquez-Mufioz, 2019).

En este sentido, es fundamental realizar una caracterizacién y evaluacién
completa de la toxicidad de los nanomateriales (Slavin, Asnis, Hafeli y Bach,
2017) (Cheeseman et al., 2020). El principal parametro para evaluar la toxi-
cidad de los nanomateriales es su efecto sobre la viabilidad microbiana (Jaime-
Acufia, 2016) (Maillard J. Y., 2013) (Dong, B. 2014). Sin embargo, hoy en dia
no existen protocolos estandarizados para la evaluacién toxicolégica de nano-
materiales en microrganismos (Rozhin et al., 2021), limitando la comparacién
entre estudios y dificultando la interpretacién global de los resultados.

Para avanzar hacia una comprensién mas integrada de su impacto, es
esencial establecer criterios uniformes que incluyan una caracterizacién fisico-
quimica detallada de los nanomateriales (tamario, morfologia, carga superfi-
cial, composicién, entre otros), asi como condiciones de cultivo estandarizadas
de las bacterias a evaluar, concentraciones iniciales del inéculo bacteriano y
parametros experimentales definidos (Jaime-Acufia, 2016). Solo a partir de
esta homogeneizacién metodolégica serd posible realizar metanalisis compa-
rativos entre diferentes estudios, permitiendo evaluar de manera mds precisa
la toxicidad relativa de los nanomateriales desarrollados a nivel global.

Ademds de las pruebas de viabilidad microbiana, la evaluacién toxicolégica
de nanomateriales en modelos bacterianos debe considerar una serie de para-
metros clinicamente relevantes, como la concentracién minima bactericida
(CMB), la concentracién minima inhibitoria (CMI), la dosis letal media (DL50),
el tiempo de accién bactericida, la concentracién efectiva y el tiempo de exposi-
cién requerido para lograr actividad antimicrobiana frente a una carga bacte-
riana especifica (Madigan, 2014) (Murray, 2012). Asimismo, es fundamental
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determinar la capacidad de reutilizacién y el efecto bactericida o bacteriostético
delos nanomateriales (Ferreira L., 2012; Matsumura Y., 2015; Jiraroj D., 2014),
asi como establecer un estudio sistematico de sus propiedades antimicrobianas
considerando su estabilidad, gestién y recuperacién, con el fin de evaluar suim-
pacto ambiental. Aunado a ello, los modelos bacterianos permiten aplicar téc-
nicas complementarias para detectar la actividad metabdlica, la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los cambios en el potencial de membrana,
los cuales afectan su permeabilidad, proporcionando una visién mas completa
del efecto t6xico de los nanomateriales (Vazquez-Mufioz, 2019).

A continuacién, se describen los pardmetros de evaluacién de la acti-
vidad antibacteriana de nanomateriales aplicables tanto a bacterias Gram-
positivas como a Gram-negativas, junto con una propuesta de protocolos
orientados a homogenizar metodologias, con el objetivo de facilitar la com-
paracién entre estudios y avanzar hacia una estandarizacién en la evaluacién
toxicolégica de los nanomateriales.

Determinacién de las concentraciones minimas )
inhibitorias y bactericidas de los nanomateriales mediante
ensayos de microdilucion

La prueba de microdilucién es una metodologia utilizada para evaluar la activi-
dad antimicrobiana de nanomateriales, al permitir determinar tanto la concen-
tracién minima inhibitoria (CMI), definida como la minima cantidad de un an-
timicrobiano capaz de inhibir el crecimiento visible de una determinada cepa
bacteriana en comparacién con su crecimiento control (Madigan, 2014); asi
como la concentracién minima bactericida (CMB), definida como la cantidad
minima del antimicrobiano capaz de eliminar el 99.99 % de las bacterias inocu-
ladas en condiciones estandarizadas (Murray, 2012) de manera controladay re-
producible. Este método consiste en exponer una concentracién conocida de
bacterias, generalmente E. coli como modelo de bacteria Gram-negativa y B.
subtilis como modelo de bacteria Gram-positiva a una serie de diluciones del na-
nomaterial en placas de microtitulacién en medio liquido (Guerra R., 2012; Del-
gado-Belefio, 2021; Meza-Villezcas et al., 2019; Jaime-Acuria, 2016). A lo largo
del ensayo, se obtienen resultados cualitativos, al observar la presencia o ausen-
cia de crecimiento bacteriano visible y resultados cuantitativos, mediante la
medicién de la densidad 6ptica o el conteo de unidades formadoras de colonias
(UEQ) (figura 1). La combinacién de ambos enfoques permite una caracteriza-
cién mds precisa de la actividad antimicrobiana, asi como una mejor compara-
cién entre diferentes tipos de nanomateriales y condiciones experimentales.

a) Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante
microdilucién en caldo

Se muestra el disefio experimental con bacterias Gram- y Gram+, el uso de
controles negativos y positivos, y la medicién de densidad 6ptica a 600 nm
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Figura 1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de nanomateriales mediante ensayos microbiold-
gicos cuantitativos y cualitativos.
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para determinar la inhibicién del crecimiento microbiano. b) Determinacién
cualitativa de la concentracién minima bactericida (CMB) mediante el es-
tampado en medio s6lido desde los pozos de la microdilucién. La ausencia de
crecimiento bacteriano indica un efecto bactericida. ¢) Evaluacién cuantita-
tiva de la CMB mediante siembra por diluciones seriadas (1:10) en agar y
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) para establecer la le-
talidad del nanomaterial.

b) Determinacién de la CMI mediante ensayos de microdilucién con lectura
espectrofotométrica

Este protocolo consiste en preparar una suspensién bacteriana ajustada a una
concentracion conocida, generalmente de 1 x 10* UFC/mL, y distribuirla en
una microplaca de 96 pozos, agregando en cada uno distintas concentracio-
nes del nanomaterial a evaluar (por ejemplo: 0, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 80, 100 y
200 pg/mL, o bien diluciones seriadas de un nanomaterial en suspension li-
quida si no se conoce su concentracién en peso). El volumen final por pozo es
de 200 pL, usando un medio de cultivo adecuado para la cepa bacteriana em-
pleada (LB, MHB, caldo nutritivo). Se incluyen controles positivos (bacterias
sin nanomaterial) y negativos (solo medio y medio con el nanomaterial), y la
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placa se incuba durante 24 horas a 37 °C con agitacién para promover la aera-
cién. Posteriormente, se mide la densidad 6ptica a 600 nm utilizando un lec-
tor de microplacas. La CMI se define como la concentracién minima del nano-
material en la cual no se observa crecimiento aparente, es decir, donde la
absorbancia se mantiene similar a la del control negativo. Dentro del disefio
experimental, se recomienda incluir al menos tres réplicas técnicas por cada
concentracién del nanomaterial evaluado, con el fin de asegurar la precisién y
reproducibilidad de los datos obtenidos. Para permitir andlisis estadisticos
robustos y con validez biolégica, se sugiere realizar un minimo de tres réplicas
biolégicas independientes, cada una con sus respectivas réplicas técnicas.
Esto permite evaluar tanto la variabilidad técnica como la biolégica del siste-
ma y fortalece la interpretacién de los resultados.

c) Determinacién cualitativa de la CMB mediante ensayos de microdilucién y
estampe en medio de cultivo sélido

Una vez finalizada la prueba de microdilucién, se procede a evaluar si las bac-
terias que no mostraron crecimiento visible en el ensayo anterior estan real-
mente muertas o simplemente inhibidas. Para ello, se toma una alicuota de
cada pozo (usualmente entre 5y 10 pL) y se deposita manualmente o con un
estampador multipunta sobre placas de Petri con medio de cultivo fresco, sin
la presencia de nanomaterial. Estas placas se incuban durante toda la noche
a 37 °C. La CMB cualitativa se define como la concentracién minima del na-
nomaterial que no permite el crecimiento de ninguna colonia visible después
de la incubacién. Esta prueba requiere la interpretacién visual del crecimien-
to y puede reforzarse con réplicas para confirmar los resultados.

d) Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) mediante diluciones
seriadas (CMB cuantitativa)

Este protocolo cuantitativo permite estimar con mayor precisién la capacidad
bactericida de un nanomaterial. Las bacterias son expuestas a distintas con-
centraciones del nanomaterial durante un tiempo de incubacién definido
(usualmente 24 horas), en condiciones estandarizadas. Al finalizar la incuba-
cién, se toman muestras de cada concentracién y se realizan diluciones seria-
das en medio de cultivo libre de nanomaterial (tipicamente de 107 a 107°).
De cada dilucién se siembran alicuotas conocidas (por ejemplo, 10 pL o 100
nL) sobre placas con medio nutritivo sélido (como TSA o LB agar), emplean-
do técnicas como el sembrado por extensién superficial o por el método de
siembra por dilucién seriada en linea en una sola placa (del método single pla-
te-serial dilution spotting / SP-SDS) (Pious et al., 2015).

Las placas se incuban durante 24 horas a 37 °C y, posteriormente, se
cuenta el nimero de colonias desarrolladas. El niumero de UFC/mL se calcula
multiplicando el namero de colonias por el inverso del factor de dilucién,
considerando el volumen sembrado. La CMB cuantitativa se define como la
concentracién minima del nanomaterial que logra una reduccién > 99.99 %
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de la poblacién bacteriana inicial, en comparacién con el control positivo sin
nanomaterial.

Determinacion de las dosis subletales y dosis letal media
(DL50) de nanomateriales antimicrobianos

La determinacién de la dosis letal media (DL50) para un nanomaterial anti-
microbiano se basa en protocolos similares a los utilizados para determinar la
concentracién minima inhibitoria (CMI), utilizando ensayos de microdilu-
cién en medio de cultivo liquido. En este procedimiento, se expone una con-
centracién conocida de bacterias a diferentes concentraciones del nanomate-
rial y se incuban durante toda la noche. Posteriormente, se cuantifica el
crecimiento bacteriano ya sea de forma indirecta, mediante absorbancia a
600 nm o de manera directa y cuantitativa, mediante el conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC). En ambos casos, el control positivo (cultivo
sin nanomaterial) se considera como el 100 % del crecimiento bacteriano, lo
cual permite expresar los resultados en términos porcentuales para calcular la
concentracién a la cual se alcanza una reduccién del 50 % del crecimiento, es
decir, la DL50. Asimismo, pueden determinarse dosis letales parciales (por
ejemplo, DL10, DL25 0 DL90), las cuales resultan utiles dependiendo del tipo
de andlisis que se pretenda realizar.

El conocimiento preciso de estas dosis subletales no solo permite carac-
terizar el potencial antimicrobiano del nanomaterial, sino que también es
fundamental para estudiar las respuestas celulares a nivel transcriptémico,
protedmico y metabolémico, lo cual ha permitido explorar los efectos de los
nanomateriales a un nivel molecular y adaptativo (Meza-Villezcas et al., 2019
y 2022). Estas aproximaciones han contribuido a describir mecanismos de
respuesta, adaptacién y resistencia de los microrganismos frente a la exposi-
cién a nanomateriales, siendo esto clave para entender su modo de accién,
sus implicaciones ecoldgicas y su impacto potencial en la salud publica y el
medio ambiente. Con la adecuada interpretacién bioldgica de estos datos, es
posible predecir escenarios de resistencia emergente o de adaptacién fisiol6-
gica ante nanomateriales, fortaleciendo asi el disefio de estrategias mas se-
guras y eficientes en aplicaciones antimicrobianas.

Efecto bacteric_ida o bacteriostatico de
los nanomateriales

Es fundamental discernir si el efecto de los nanomateriales sobre las bacterias
es bacteriostatico o verdaderamente bactericida. Un nanomaterial con efecto
bacteriostatico inhibe el crecimiento bacteriano, manteniendo las células vi-
vas en fase estacionaria, mientras que un nanomaterial con efecto bactericida
elimina las bacterias, impidiendo su posterior proliferacién (Pankey G. A.,
2004; Jaime-Acuna, 2016). Este anélisis permite entender mejor el mecanis-
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mo de accién de los nanomateriales, pues algunos pueden inhibir temporal-
mente el crecimiento sin eliminar completamente la viabilidad celular, lo cual
tiene implicaciones importantes en el disefio de tratamientos antimicrobia-
nos y en el estudio de adaptaciones bacterianas.

Una vez determinada la concentracién minima bactericida (CMB) de
cada nanomaterial, se evalua si su efecto es bacteriostatico o bactericida me-
diante un ensayo de reinoculacién (figura 2). Si bien, la CMB es determinada
por la capacidad de eliminar el 99.9% de células en el tratamiento, este pro-
tocolo de reinoculacién nos permite confirmar la eficacia bactericida del na-
nomaterial (Madigan, 2014). Para ello, se expone una suspension bacteriana
ala CMB del nanomaterial en 5 mL de medio LB liquido, incubando durante
toda la noche a 37 °C con agitacién constante a 180 rpm. Al dia siguiente, se
toman 100 pL del cultivo tratado y se inoculan en 5 mL de medio LB fresco
sin nanomaterial y en placa de agar, incubando nuevamente bajo las mismas
condiciones. Posteriormente, se evalua el crecimiento bacteriano midiendo
la densidad éptica a 600 nm. En paralelo, se siembran 10 puL del mismo cul-
tivo en placas de agar LB, las cuales se incuban durante la noche a 37 °C. Si
se observa crecimiento en el medio liquido o en las placas, se considera que
el nanomaterial tiene un efecto bacteriostatico; en cambio, si no se detecta
crecimiento, se concluye que el nanomaterial tiene un efecto bactericida.

Figura 2. Discriminacion entre efecto bacteriostatico y bactericida tras tratamiento con nanomateriales.
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Cultivos bacterianos tratados con la CMB del nanomaterial son reincubados en medio fresco sin na-
nomaterial. La presencia o ausencia de crecimiento en medio liquido (medido por DO600) y en medio
solido permite identificar si el efecto fue bacteriostatico (recuperacion del crecimiento) o bactericida

(ausencia de crecimiento).

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Tiempo de accion y capacidad de reiso de los
nanomateriales como microbicidas

La efectividad de un nanomaterial como agente antimicrobiano depende tan-
to de su concentracién como del tiempo de exposicién requerido para elimi-
nar los microrganismos (Jaime-Acufia, 2016). Comprender el tiempo de ac-
ci6én bactericida y la capacidad de redso de los nanomateriales es clave para su
aplicacién en procesos sostenibles de descontaminacién, tratamiento de
agua, sanitizacién y desinfeccién. Un nanomaterial ideal no solo debe ser
efectivo contra bacterias, sino también mantener su actividad en el tiempo,
poder ser recuperado del medio, reutilizado en multiples ciclos, y confinado
en sistemas cerrados o reutilizables, con el fin de evitar su dispersién y redu-
cir suimpacto ecolégico. Estas caracteristicas permiten disefiar metodologias
que tengan un uso racional y seguro de los nanomateriales, prolongando su
vida util y reduciendo la generacién de residuos téxicos.

Para determinar el tiempo de accién bactericida, se expone un cultivo
bacteriano ajustado a una densidad conocida (1 x 10* UFC/mL) a la concen-
tracién minima bactericida (CMB) previamente establecida del nanomate-
rial. A partir de ese momento, se toman muestras del cultivo cada hora du-
rante un periodo de 12 a 16 horas. Cada alicuota se siembra en placas con
agar nutritivo (por ejemplo, LB agar) y se incuba toda la noche a 37 °C. El
tiempo minimo en el cual no se observa crecimiento bacteriano en las placas
se define como el tiempo de accién bactericida del nanomaterial.

En cuanto ala capacidad de retso, esta se evaltia midiendo cudntos ciclos
de exposicién bacteriana puede resistir el nanomaterial manteniendo su acti-
vidad antimicrobiana. Para ello, un cultivo bacteriano ajustado a 1 x 10* UFC/
mL se expone a distintas concentraciones del nanomaterial (por ejemplo,
CMB, CMB x 2 y CMB x 3). Cada 2 horas, durante un periodo de hasta 20
horas, se toma una muestra de 10 pL del cultivo para inocular en LB agar y
evaluar la viabilidad bacteriana mediante el crecimiento. Simultidneamente,
justo después de la toma de muestra, se reinocula el cultivo con la misma can-
tidad de bacterias iniciales, permitiendo asi desafiar continuamente al nano-
material con una nueva carga microbiana. El nimero de ciclos en los cuales el
nanomaterial mantiene su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de-
termina su potencial de redso. Esta metodologia permite valorar de forma ex-
perimental la duracién funcional del nanomaterial y su posible integracién en
plataformas de aplicacién continua o reciclable (Jaime-Acufia, 2016).

Concentracion efectiva

Para evaluar la influencia de la densidad celular inicial en la eficacia antimi-
crobiana, se disefié un protocolo en donde cultivos bacterianos ajustados a
diferentes concentraciones de inéculo (1 x 10* hasta 7x108 UFC/mL) fueron
expuestos a la concentracién minima bactericida (CMB) previamente deter-
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Figura 3. Evaluacion de la capacidad de reutilizacion del nanomaterial con actividad antimicrobiana.
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o Gram-), seguidos de reindculo con una concentracién estandar (1x10% UFC/mL). Se determind el
efecto residual antimicrobiano mediante conteo de UFC y analisis del porcentaje de crecimiento mi-
crobiano tras cada ciclo.

Fuente: Elaboracion de los autores.

minada para el nanomaterial. Posteriormente, se realizaron inoculaciones en
agar LB e incubaciones en condiciones estandar (37 °C, 18-24 h), con el obje-
tivo de registrar el crecimiento residual y estimar la efectividad bactericida.

Este protocolo evidencia que la actividad bactericida de un nanomaterial
depende directamente de la densidad inicial del inéculo. A manera de ejemplo,
Jaime-Acufia et al. (2016) reportaron que mientras a 1 x 108 UFC/mL se ob-
serva un efecto inhibitorio parcial, a 7 x 108 UFC/mL la accién del nanomate-
rial fue comparable al control negativo (crecimiento bacteriano), indicando
que la CMB resulta ineficiente a concentraciones tan elevadas. Ademas, en los
casos en que la CMB inicial no logré inhibir completamente el crecimiento, se
determiné una nueva CMB ajustada para cada inéculo alto, obteniéndose va-
lores de 9 pg/mLy 15 pg/mL de nanomaterial parainéculosde 1 x 108y 7 x 108
UFC/mL, respectivamente, confirmando que la efectividad bactericida de un
nanomaterial depende directamente de la densidad inicial del inéculo.

La relevancia de este ensayo radica en que establece los limites de accién
de los nanomateriales frente a diferentes cargas microbianas, un aspecto cri-
tico para su aplicacién en escenarios reales de desinfeccién, tratamiento de
agua o sanitizacién, donde las densidades bacterianas pueden variar conside-
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rablemente. Asimismo, aporta informacién esencial para determinar dosis
mas realistas y ajustadas al contexto de uso, evitando tanto la subestimacién
de la toxicidad como la sobrexposicién innecesaria al nanomaterial.

Conclusion

El uso de bacterias como modelos bioldgicos se ha consolidado como una he-
rramienta valiosa y accesible para evaluar la toxicidad de nanomateriales con
potencial antimicrobiano. Para que estos estudios generen resultados confia-
bles y comparables, es clave adoptar metodologias estandarizadas, como las
pruebas de microdilucién, determinacién de concentraciones inhibitorias y
bactericidas minimas, asi como ensayos que permitan distinguir entre efec-
tos bacteriostaticos o bactericidas.

Estos protocolos no solo permiten describir con mayor precisién los
efectos téxicos de los nanomateriales, sino que también abren la puerta a in-
vestigaciones mdas profundas sobre sus mecanismos de accién y las posibles
respuestas adaptativas de los microrganismos expuestos.

Ademads, para avanzar hacia una comprensién més integral de su impacto
ecolégico y clinico, es indispensable establecer criterios uniformes. Esto in-
cluye una caracterizacién fisicoquimica detallada del nanomaterial —como
tamafio, forma, carga superficial y composicién— hasta condiciones experi-
mentales consistentes: medios de cultivo, concentracién del inéculo bacte-
riano y parametros definidos de exposicién.

Contar con estas bases comunes permitira no solo realizar comparaciones
mads precisas entre estudios y tecnologias, sino también optimizar el desa-
rrollo de aplicaciones mds seguras.
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