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RESUMEN. - El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad bactericida del agua de plata coloidal
sobre los microorganismos indicadores de la calidad microbioldgica aislados a partir de muestras de: (i)
agua de 16 canales de riego en la provincia de Tungurahua-Ecuador y (ii) los utensilios e insumos de una
cocina en una cafeteria en Quito-Ecuador. Para esto se confrontd 4 ppm, 10 ppm y 15 ppm de agua de
plata coloidal durante 15, 30 y 60 minutos con los crecimientos equivalentes a A, de 0,08-0,1 de las cepas
de: Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella Choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Una vez estandarizada la técnica se comparo la densidad
poblacional de: mesofilos aerobios, E. coli -coliformes totales y enterobacterias de 16 muestras de agua de
canales de riego y de 11 superficies de preparacion de alimentos antes y después de la exposicion a 4 ppm,
10 ppm y 15 ppm de la suspension de plata coloidal. La plata inhibi6 el crecimiento de todos los grupos
microbianos evaluados en los canales de riego excepto en el 31,3 % (n =5) de los casos en los que a 4 ppm
de plata los recuentos de las bacterias mesofilas aerobias estuvieron en un rango de entre 10 x 102 UFC/mL
y 40 x 10> UFC/mL. Para el caso de las muestras recolectadas en la cafeteria, los recuentos de mesofilos
aerobios disminuyeron en el 64,3 % (n = 9) del total de superficies muestreadas mientras que el nimero de
E. coli - coliformes totales disminuy6 en el 93 % (n = 13) de las areas muestreadas a partir los 5 minutos de
exposicion con de 4 ppm de agua de plata coloidal.

PALABRAS CLAVES: canal de riego, coliformes, enterobacterias, mesofilos aerobios, plata coloidal,

ABSTRACT. - The aim of this study was to evaluate the bactericidal activity of colloidal silver on
microorganisms classified as indicators of microbiological quality which were isolated from samples of:
(1) water of 16 irrigation canals in the province of Tungurahua — Ecuador and (ii) utensils and supplies
from the kitchen in a café located in Quito — Ecuador. For this, silver water with a concentration of 4
ppm, 10 ppm, or 15 ppm was applied during 15, 30 or 60 minutes on cell suspensions equivalent to A625
between 0,08 — 0,1 of the strains: Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella Choleraesuis ATCC 10708,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, After the standardization
of the technique, we compared the population density of: aerobic mesophilic bacteria, E. coli — coliform
and Enterobacteriaceae in 16 samples of irrigation canal water and 11 samples of food preparation surfaces,
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before and after exposure to 4 ppm, 10 ppm or 15 ppm of colloidal silver. Regarding the irrigation canal
water, the treatments inhibited the growth of all the evaluated microbial groups except in 31,3 % (n = 5)
of the cases where exposure to 4 ppm of colloidal silver resulted in aerobic mesophilic bacteria counts
ranging between 10 x 10> CFU/mL and 40 x 10> CFU/mL. In the case of samples collected in the cafe, the
mesophilic bacteria counts decreased in 64,3 % (n = 9) of the total sampled surfaces, whereas counting of
E. coli — coliform decreased in 93 % (n = 13) of the sampled areas after 5 minutes of exposure to 4ppm of

colloidal silver.

KEYWORDS: acrobic mesophilic bacteria, coliform, colloidal silver, Enterobacteriaceae, irrigation canal

water.

INTRODUCCION

Los microorganismos son seres vivos con gran
capacidad de adaptacion al entorno en el que se
encuentran. Uno de los factores que permite este
hecho es la adquisicion de genes que les confieren
caracteristicas de supervivencia frente a condiciones
adversas (Chen y Xiuping 2017; Garcia et al. 2013;
Papadimitriou et al. 2015). En la actualidad se
han descrito procesos de resistencia a diferentes
familias de antibioticos (Bado et al. 2018; Ferreira
et al. 2017; Sabtu et al. 2015) y desinfectantes, en
especial los compuestos derivados de amonio (Tezel
y Pavlostathis 2015) o a compuestos clorados (Khan
etal. 2016). La resistencia a los desinfectantes tiene
impacto en la salud publica ya que estas sustancias
constituyen uno de los primeros mecanismos
profilacticos para el control de infecciones tanto a
nivel terapéutico como en la industria de alimentos
(Martinez-Suarez et al. 2016; Tipton et al. 2018).
Frente a estos antecedentes surge la necesidad
de investigar la actividad bactericida de nuevos
compuestos que pueden ser utilizados como nuevos
desinfectantes. Entre ellos se encuentran los coloides
de plata en suspension acuosa. Es por esto que, en
el presente trabajo nos planteamos como objetivo
evaluar la actividad bactericida del agua de plata
coloidal en diferentes grupos de microorganismos
indicadores de la calidad microbiolégica, que
fueron aislados a partir de muestras de: (i) agua de
16 canales de riego en la provincia de Tungurahua-
Ecuador y (ii) los utensilios € insumos de una cocina
en una cafeteria en Quito-Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos utilizados y condiciones de
crecimiento.- Para la ejecucion de este trabajo se
utilizaron las siguientes cepas: Escherichia coli
ATCC 11229, Salmonella enterica subespecie
enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708,
Staphylococcus aureus subespecie aureus ATCC
6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Estos microrganismos fueron mantenidos en
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congelacion a -20 °C, en viales de caldo BHI a
los que se anadié una solucién crioprotectora de
glicerol con concentracion final del 1:5 (v/v).

Cribado de la actividad bactericida del agua de
plata coloidal.- Un vial de cada cepa bacteriana
se reconstituyd de manera directa. Cada tubo de
1,5 mL se incub6 a 35 °C durante 30 minutos y se
vertid y homogeneizo su contenido en 5 mL de BHI
hasta estandarizar el indculo a A, entre 0,08 y 0,1,
equivalente a la densidad poblacional teérica de
1,5 x 108 UFC/mL. A partir de esta suspension se
efectuaron diluciones seriadas en agua de peptona
0,1% (p/v) hasta 10 (1,5 x 10> UFC/mL). Cada
dilucién se mezclé en proporcion 1:1 con las
soluciones de 4 ppm, 10 ppm y 15 ppm de agua de
plata coloidal (ARGENTUM CP). Al cabo de 15,
30 y 60 minutos de exposicion de las diluciones de
cada cepa con las 3 concentraciones de agua de plata
coloidal se inocularon 4 estrias de cada mezcla en
cajas Petri que contenian el medio de cultivo TSA
(Tripticasa Soya Agar) y se incub¢ a 35 °C durante
24 horas.

Para cada tratamiento se efectuaron 4 réplicas
técnicas, y se incubaron bajo las mismas condiciones
los controles del: (i) medio de cultivo, (ii) agua de
peptona 0,1% (p/v), (iii) agua de plata coloidal y
(iv) de cada cepa bacteriana. Transcurrido el tiempo
de incubacion los resultados se interpretaron como
presencia (+) o ausencia (-) de crecimiento.

Actividad bactericida del agua de plata coloidal
en muestras de agua de canales de riego.- Las
muestras de agua se recolectaron a partir de 16
canales de riego, alimentados por el rio Pachanlica.
Estos canales se encuentran en los cantones
Ambato, Cevallos y Pelileo de la provincia de
Tungurahua (Tabla S1, Material Suplementario). A
partir de cada canal se tomaron en un recipiente de
pléstico estéril 1 000 mL de agua, aproximadamente
a una profundidad de entre 5 cm y 10 cm, y se
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transportaron y mantuvieron a 4 °C hasta realizar
los analisis. Con el propdsito de determinar la carga
microbiana (mesofilos aerobios, Escherichia coli,
coliformes totales y enterobacterias) se realizaron
diluciones de cada muestra en agua de peptona
0,1% (p/v) hasta la dilucion 107°. A partir de cada
dilucion se sembro 1 mL de estas en las placas de
Petrifilm 3M™ correspondientes a cada grupo de
microorganismos, conforme las especificaciones del
fabricante. Transcurrido el periodo de incubacion a
35 °C entre 24 y 48 horas se realizo el recuento de
las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por
cada mililitro de agua.

Para evaluar la actividad bactericida del agua de
plata coloidal sobre las bacterias presentes en los
canales de riego se diluyo una muestra de agua con
4 ppm, 10 ppm y 15 ppm de agua de plata coloidal
en una proporcion 1:1. Una vez transcurridos 15, 30
y 60 minutos de exposicion se procedioé a sembrar
en placas Petrifilm 3M™ vy a incubarlas conforme
se describi6 anteriormente antes de realizar los
recuentos de las UFC.

Actividad desinfectante del agua de plata
coloidal en superficies.- El analisis de la actividad
desinfectante del agua de plata coloidal se efectud
en 14 areas de preparacion de los alimentos de una
cafeteria de la ciudad de Quito (Tabla S2, Material
Suplementario ). Para esto: se tomaron muestras
de hisopados correspondientes a 100 cm? de cada
una de las superficies. El hisopo se colocd en un
tubo con 5 mL de caldo TAT ( Triptona Azolectina
Tween) antes de ser transportado al laboratorio.
De cada superficie se tomaron tres muestras, dos
a las que se les afiadidé agua de plata coloidal en
proporcion 1:1 con una concentracion de 4 ppm y
10 ppm, respectivamente y una tercera que sirvio
como control de crecimiento. Un mililitro de cada
muestra se sembrd en placas Petrifilm 3M™ con
el proposito de realizar el recuento de mesoéfilos
aerobios, Escherichia coli y coliformes totales, tal
como se menciond previamente y antes de realizar
los recuentos de las UFC.

RESULTADOS Y DISCUSION

El agua de plata coloidal inhibe el crecimiento
bacteriano de manera selectiva. Los resultados
de este estudio demuestran que la actividad
bactericida del agua de plata coloidal depende del
microorganismo. En primer lugar, la inhibicion
de crecimiento de las bacterias Gram negativas
ocurri6 a menor concentraciébn y tiempo de
exposicion que en S. aureus ATCC 6538 (Tabla 1).
Este hecho, posiblemente se debe a las diferencias
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en la estructura celular bacteriana. La pared de las
bacterias Gram positivas es mas gruesa que la de
las bacterias Gram negativas (Mai-Prochnow et al.
2008) lo que dificultaria la difusion de las particulas
de plata para alcanzar el espacio periplasmatico
y actuar sobre la diana biologica que inhibe al
crecimiento de este microorganismo.

Por otro lado, entre las bacterias Gram negativas el
efecto bactericida de los coloides de plata difiere
segun la especie. Para S. Choleraeusis ATCC 10708,
10 ppm de agua plata coloidal durante 30 minutos
de exposicion inhibieron el crecimiento de < 1,5 x
10° UFC/mL; mientras que a esas condiciones el
crecimiento de E. coli ATCC 11229 y P. aeruginosa
ATCC 15442 no se vio afectado (Tabla 1). Esta
variacion en la susceptibilidad probablemente se
debe a la adquisicion de mecanismos de resistencia
propios de una determinada especie.

El agua de plata coloidal inhibe el crecimiento
de indicadores de calidad microbiolégica de
muestras ambientales de agua.- Al evaluar el
efecto del agua de plata coloidal en muestras
obtenidas de 16 canales de riego de la provincia de
Tungurahua-Ecuador encontramos que el 100 %
(n =16) de las muestras presentaron contaminacion
por bacterias mesoéfilas aerobias (Tabla 2). Esto se
podria esperar ya que son muestras ambientales que
no han sido sometidas a ningun tipo de tratamiento
de desinfeccion o esterilizacion.

En cuanto a las enterobacterias, el 56,3 %
(n = 9) de las muestras presentaron recuentos de
entre 10 x 10> UFC/mL y 70 x 10> UFC/mL para
este grupo de microorganismos (Tabla 2). De estas 9
muestras el 31,3 % (n =5) estuvieron contaminadas
con coliformes totales y el 6,3% (n=1) con E. coli.

Elaguadeplatacoloidal,entodaslasconcentraciones
evaluadas inhibio el crecimiento de: (i) E. coli, (ii)
los coliformes fecales y (iii) las enterobacterias en
todas las muestras de agua (Datos no presentados).
Sin embargo, en el 31,3 % (n = 5) de las muestras
persistieron las bacterias mesodfilas aerobias en un
rango de entre 10 x 10> UFC/mL y de 40 x 10°UFC/
mL después del tratamiento con 4 ppm de agua de
plata coloidal (Tabla 3).

Con base a estos resultados el efecto de la
concentracion de los coloides de plata sobre el grupo
de microorganismos que se analice es variable, tal
como se han descrito en estudios previos a partir de
microorganismos aislados de diferentes muestras
(Bonifaz 2015; Jara 2015; Vaca 2015).
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Tabla 1. Actividad bactericida del agua de plata coloidal frente a las cepas de Escherichia coli ATCC
11229, Salmonella enterica subespecie enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus aureus

subespecie aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Densidad bacteriana y tiempo de E. coli S. choleraesuis S. aureus P. aeruginosa
exposicion del agua de plata coloidal ATCC 11229 ATCC 10708 ATCC 6538 ATCC15442
1,5x10° 15 min

UFC/mL 4 ppm 30 min
60 min

+
+

15 min

10 ppm 30 min

60 min

15 min

15 ppm 30 min

60 min

1,5x 10’ 15 min
UFC/mL 4 ppm 30 min
60 min

15 min
10 ppm 30 min
60 min

+ + + + + |+ + + + o+ o+ 4+

+

15 min

15 ppm 30 min

60 min

1,5x10° 15 min
UFC/mL 4 ppm 30 min
60 min

+ |+ + + + + + + + |+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + |+ + + + + + 4+ o+ |+ + o+ + + o+ 4+ o+

+

15 min

+ o+ F o+ |+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

10 ppm 30 min

60 min
15 min
15 ppm 30 min

60 min - -
1,5x10° 15 min + B
UFC/mL 4 ppm 30 min - - - -
60 min + - - -

'
,

+ |+ + + + + +
'

15 min + - + -

10 ppm 30 min - - + -

60 min - - + -

15 min - - - -

15 ppm 30 min - - - -

60 min - - - -

1,5x 10* 15 min + - + -
UFC/mL 4 ppm 30 min - - - -
60 min - - - -

15 min + - + -
10 ppm 30 min - - + -
60 min - - + -
15 min - - - -
15 ppm 30 min - - - -
60 min - - - -
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Continuacion Tabla 1. Actividad bactericida del agua de plata coloidal frente a las cepas de Escherichia coli
ATCC 11229, Salmonella enterica subespecie enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus

aureus subespecie aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Densidad bacteriana y tiempo de

exposicion del agua de plata coloidal

E. coli
ATCC 11229

S. choleraesuis
ATCC 10708

S. aureus
ATCC 6538

P. aeruginosa
ATCC15442

1,5x 10°
UFC/mL 4 ppm

10 ppm

15 ppm

15 min
30 min
60 min
15 min
30 min
60 min
15 min
30 min
60 min

+

1,5x10°
UFC/mL 4 ppm

10 ppm

15 ppm

15 min
30 min
60 min
15 min
30 min
60 min
15 min
30 min
60 min

El simbolo (+) representa presencia de crecimiento, el simbolo menos (-) indica ausencia de crecimiento.

Tabla 2. Recuento del nimero de UFC/mL de meséfilos aerobios, coliformes totales, Escherichia
coli y enterobacterias de las muestras de agua no tratadas de los canales de riego del rio Pachanlica

Canal de riego Mesofilos aerobios Coliformes totales E. coli Enterobacterias
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Mocha Huachi 60 x 10° <10 x 10* <10 x 10* 10 x 10°
Albornoz Naranjo 19 x 10* 30x 10 20 x 10? 70 x 107
Sevilla Chica 10 x 10° <10 x 10* <10 x 10° <10 x 10°
Mondongo 40 x 10° <10 x 10? <10 x 10° 10 x 107
Albornoz Baja 32x10° 20 x 10? <10 x 10° 30 x 107
Los Cruces 28 x 10° 10 x 10? <10 x 10° 60 x 10°
Mocha Quero Ladrillos 30x 107 10 x 10° <10 x 10° <10 x 10°
La Victoria 30 x 10 <10 x 10? <10 x 10° <10 x 10°
San José 18 x 10° 10 x 10? <10 x 10 20 x 10°
La Torre 31x10° 10 x 10 <10 x 10 30x 10°
Pachanlica 60 x 10 <10x 10° <10x10° <10x10°
San Miguel 11x10° <10 x 10 <10 x 10 40 x 10°
Porvenir o Garcia Moreno 20 x 10° <10x 10° <10x 10° <10x10°
Cisneros Alta o San Cristobal 14x10° <10 x 10 <10 x 10 <10 x 10°
Las Brevas 90 x 10° <10x 10° <10x10° <10x10°
Troya Huasinga 36 x 10° <10x 10° <10x 10° 60 x 10
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En base a los resultados expuestos es necesario
efectuar estudios posteriores que permitan
estandarizar los procesos y realizar ensayos a
mayor escala. Esto permitird disminuir la carga
bacteriana en caudales naturales de agua a través
de la utilizacion de las particulas de coloidales de
plata.

El agua de plata coloidal: una alternativa para
la desinfeccién de superficies de preparacion
de alimentos.- De las muestras tomadas sobre
superficies de una cafeteria, el 100 % (n = 14)
presentaron contaminacion con bacterias mesofilas
aerobias y el 64,3 % (n = 9) con coliformes
totales-E. coli.

Tras la exposicion de los hisopados con el agua de
plata coloidal los recuentos de mesofilos aerobios
disminuyeron en el 64,3 % (n = 9) (Tabla 4). Sin
embargo, en los tubos con las muestras de tablas
de picar, mesones de material de trabajo y de
preparacion de alimentos y utensillos de postres,
persistieron microorganismos viables (Tabla 4 y
Tabla S2). Los coloides de plata a concentracion de
10 ppm disminuyeron los recuentos de coliformes

totales-E. coli en todas las muestras evaluadas,
excepto en el mesén de acero inoxidable con
material de trabajo (Tabla 4 y Tabla S2).

Estos resultados sugieren que los microorganismos
presentes en estos lugares de muestreo posiblemente
desarrollaron resistencia frente a este desinfectante.
Este hecho podria estar asociado a un mecanismo
bacteriano de resistencia cruzada a compuestos a
los cuales estos microbios hayan sido expuestos
previamente, tal como se ha visto con el empleo
inadecuado de los antibidticos (Karkman et al.
2018; Khan et al. 2016; Liu et al. 2018; Zhang et
al. 2017).

Considerando el efecto desinfectante del agua de
plata coloidal, demostrado con nuestros resultados,
esta suspension podria presentar importancia
biotecnologica para el control de potenciales
microorganismos patéogenos. No obstante, resultan
necesarias futuras investigaciones encaminadas
a evaluar en modelos experimentales e in situ el
efecto de la aplicacion directa de esta suspension a
nivel ambiental sin que afecte a los seres humanos
ni a los animales.

Tabla 3. Efecto de 4 ppm del agua de plata coloidal sobre el crecimiento de las bacterias mesofilas
acrobias de las muestras de agua de los canales de riego del rio Pachanlica.

Canal de riego 4 ppm
15 min 30 min 60 min
Mocha Huachi <10 x10° <10 x 10 10x 10
Albornoz Naranjo 40 x 107 40 x 10 20 x 107
Sevilla Chica <10x 10 <10x 10 <10x 10°
Mondongo <10x 10° <10x 10 <10 x 10
Albornoz Baja 10 x 10 <10x 10 <10 x 10
Los Cruces 10 x 10 20 x 10 10x 107
Mocha Quero Ladrillos <10x 10 <10x 10 <10x 10°
La Victoria <10x 10 <10x 10 <10x10°
San José <10 x 10 <10 x 10 <10 x 10
La Torre <10 x 10 <10 x 10 <10 x 10
Pachanlica 10 x 10 <10 x 10 10 x 10
San Miguel 10 x 10 10 x 10° <10 x 10
Porvenir <10 x 10 <10 x 10° <10 x 10
Cisneros Alta <10x 10° <10 x 10? <10 x 10?
Las Brevas <10 x 10 <10 x 10 <10 x 10
Troya Huasinga <10 x 10 <10 x 10 <10x 10
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Tabla S1. Ubicacion geografica de los canales de riego muestreados originados a partir del rio
Pachanlica en la provincia de Tungurahua-Ecuador

Cantén Parroquia Canal de riego Coordenadas Altura
(msnm)*
Ambato Picaihua La Victoria Norte: 9856699 y Este: 768850 2 667
Troya Huasinga Norte: 9856397 y Este: 768896 2611
Cevallos Cevallos Mocha Huachi Norte: 9851982 y Este: 763179 2985
Benitez Sevilla Chica Norte: 9853216 y Este: 767875 2701
Las Cruces Norte: 9852022 y Este: 767890 2701
Mondongo Norte: 9852545 y Este: 768737 2764
Albornoz Baja Norte: 9852162 y Este: 768141 2711
Pelileo Chiquicha Albornoz-Naranjo Norte: 9861948 y Este: 772952 2596
Pachanlica Norte: 9861464 y Este: 772876 2 655
Cisneros Alta Norte: 9863557 y Este: 772090 2334
San José Norte: 9863135 y Este: 773092 2316
San Miguel Norte: 9863282 y Este: 773329 2363
Garcia Moreno Porvenir Norte: 9855570 y Este: 772449 2675
Pelileo Mocha Quero Ladrillos Norte: 9849763 y Este: 774003 2773
La Torre Norte: 9857205 y Este: 770086 2492
Las Brevas Norte: 9856967 y Este: 769956 2502
* msnm: metros sobre el nivel del mar.
Tabla S2. Codificacion de las superficies muestreadas en una cafeteria
Codificacion Tipo de superficie
S1 Mesoén de acero inoxidable de preparacion de sanduches.
S2 Meson de acero inoxidable de preparacion de sanduches y de ensaladas.
S3 Mesoén de acero inoxidable de preparacion de ensaladas y de corte de verduras.
S4 Tabla de picar.
S5 Mesoén de expendio de comida.
S6 Mesa de preparacion de infusiones y de café.
S7 Bandeja de plastico.
S8 Tabla de picar papas de plastico.
S9 Mesoén de acero inoxidable con material de trabajo.
S10 Mesoén de acero inoxidable para preparacion de comida.
S11 Mesoén de acero inoxidable para preparacion de postres.
S12 Paleta de madera utilizada para mecer comida.
S13 Meson de acero inoxidable para preparacion de jugos.
S14 Meson de acero inoxidable con platos limpios.
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