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@ ¢Las NPs Ag controlan el proceso de infeccion de Listeria monocytogenes en Galleria mellonella?



ANTECEDENTES

Determmnation of MIC value of antibiotics and AgNPs
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Galleria mellonella

Nanoparticulas de Plata
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Invacion celular de Listeria monocytogenes




Galleria mellonella
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Nanoparticulas de Plata
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OBJETIVOS

Evaluar el papel de nanoparticulas de plata (NPs Ag) frente a la infeccion
de Listeria monocytogenes en Galleria mellonella.

» Determinar la DL50 adecuada para la infeccion
de Galleria mellonella con la bacteria Listeria
monocytogenes.

» FEvaluar el proceso infeccioso de Listeria
monocytogenes en Galleria mellonella.

» Estudiar el tratamiento del proceso infeccioso de
Listeria monocytogenes en Galleria mellonella con NPs
Ag.

» Comparar la respuesta inmune de Galleria mellonella
previamente inoculada con nanoparticulas de plata vy
Listeria monocytogenes.




» Determinar la DL50 adecuada para la infeccion
de Galleria mellonella con la bacteria Listeria
monocytogenes.

= Evaluar el proceso infeccioso de Listeria
monocytogenes en Galleria mellonella.

» Estudiar el tratamiento del proceso infeccioso de
Listeria monocytogenes en Galleria mellonella con NPs
Ag.

= Comparar la respuesta inmune de Galleria mellonella
previamente inoculada con nanoparticulas de plata vy
Listeria monocytogenes.



ATCC 7644
Clinica

Listeria monocytogenes

METODOLOGIA
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Larvas

Parametro Criterio
Estadio Ultima fase larvaria
Peso 180 a 200 mg
Tamano 2.0 a 3.0 cm de largo
Salud No deben presentar estado de letargo o que estén sin movimiento.
No deben tener pigmentacion que indiquen proceso de melanizacion.
Se descartan aquellas que tengan signos de pupacion.

Total de larvas usadas: 570
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Inoculacion de larvas (Paez y Col. 2017)

Paez N, Villamarin L. Influencia de las nanoparticulas de plata en los procesos infeccioso de Candida albicans en Galleria mellonella. Bogota: Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca; 2017.



Seguimiento de larvas de Galleria

mellonella (Loh M 2013)

CATEGORIA DESCRIPCION PUNTAJE
Actividad Ninguna actividad 0
Actividad minima con estimulacion 1
Activo cuando es estimulada 2
Activo sin estimulacion 3
Formacion de Sin capullo 0

capullo Capullo parcial 0.5

Capullo lleno |
Melanizacion Melanizacion completa (negro) 0
Manchas oscuras en gusano de cera marron 0
>3 manchas en el gusano de cera beige 2
<3 manchas en el gusano de cera beige 3
Sin melanizacion n
Sobrevivencia Muertas 0
Vivas 2

Loh JM, Adenwalla N, Wiles S, Proft T. Galleria mellonella larvae as an infection model for group
A streptococcus. Virulence. 2013;4(5):419-28.
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Caracterizacion por microscopia SEM de NPs-Ag

" NPsAg-47 L NPsAg-49



FASE 1: DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DL50) Listeria monocytogenes

EN LARVAS DE Galleria mellonella

GRUPO CONCENTRACION LARVAS

| 1.5 x 103 UFC/mL 20

2 1.5x 10" UFC/mL 20

3 1.5 x 10° UFC/mL 20

4 1.5x 10° UFC/mL 20

5 1.5 x 10* UFC/mL 20
Control 1 Sin inocular 20
Control 2 10 uLL PBS 20

» Incubaciona 37°C
- Seguimiento 5 dias
- Generacion curvas de
sobrevivencia por —_—
Kaplan meier. °



FASE 1: RESULTADO

Listeria monocytogenes ATCC 7644
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FASE 1: RESULTADO
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FASE 1: RESULTADO

Listeria monocytogenes ATCC 7644
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FASE 2: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMI) Y

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) PARA NANOPARTICULAS DE PLATA

v

NPs Ag Concentracion Listeria monocytogenes
ng/mL [1.5 x 10° UFC/mL]
100
S0
25 Listeria monocytogenes ATCC
125 7644
6.25

NPs Ag 47 3.125 - INCUBACION 37°C
109 « LECTURA A LAS 24H

50
25 Listeria monocytogenes
125 Clinica
6.25
3.125
100
50
25 Listeria monocytogenes ATCC

125 7644
6.25
NPs Ag 45 3.125
100
50
25 Listeria monocytogenes

125 Clinica
6.25
3.125

CLSI.M100 Estandores de rendimiento para ontimicrobianos Pruebos de susceptibilidad 27 ed. USA:
Clinical and Laberatary Standards Institute; 2017,

FASE 1: DETERMINACION DE LA DOSIS LET




FASE 2: RESULTADO

1

CMB pl/mL
Listeria monocytogenes =100 =100
ATCC 7644 (NPs Ag 47)
Listeria monocytogenes 100 =100
Clinica (NPs Ag 47)
Listeria monocytogenes =100 =100
ATCC 7644 (NPs Ag 49)
Listeria monocytogenes =100 100
Clinica (NPs Ag 49)

Graham y colaboradores:
Concentraciones de NPsAg

de5a 33
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FASE 3: SUPERVIVENCIA DE Galleria mellonella INFECTADA CON Listeria

monocytogenes Y TRATADA CON NPs - Ag47 A DOS CONCENTRACIONES

GRUPO CANTIDAD Y CARACTERISTICAS
1 20 larvas con NPs Ag 47 a 100 ul/ml y Listeria monocytogenes
ATCC 7644
2 20 larvas con NPs Ag 47 a 50 pul/ml y Listeria monocytogenes ATCC
7644
Control 1 20 larvas sin inocular
Control 2 20 larvas con PBS
Control 3 20 larvas con NPs Ag 47 a 100 ul/ml
Control 4 20 larvas con NPs Ag 47 a 50 ul/ml
Control 5 20 larvas con Listeria monocytogenes ATCC 7644

« Incubaciona 37°C
» Seguimiento 5 dias
- Generacion curvas

de sobrevivencia por
Kaplan meier.



FASE 3: RESULTADO

Evaluacion del tratamiento de NPs Ag 47 a 50 pl/mL
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FASE 3: RESULTADO

Evaluacion del tratamiento de NPs Ag 47 a 50 pl/mL
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FASE 3: RESULTADO

Evaluacion del tratamiento de NPs Ag 47 a 50 pl/mL
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FASE 4: ESTUDIO HISTOLOGICO DE INFECCION DE

Listeria monocytogenes EN Galleria mellonella

Fom GRUPO CANTIDAD Y CARACTERISTICAS
o 1 20 larvas con Listeria monocytogenes
ATCC 7644 a 1.5 x 10" UFC/ml
2 20 larvas con Listeria monocytogenes
ATCC 7644 a 1.5 x 10" UFC/ml y NPs Ag
47
CONTROL 1 20 larvas sin inocular
CONTROL 2 20 larvas inoculadas con PBS

« Incubacion a 37°C

« Seguimiento 5 dias

« Se evaluaron los dias O, 2, 3y 5.
« Se inocularon con FAATD

;Q]] - Fueron llevadas al laboratorio de
‘e citohistologia de la FUCS para realizar
& laminas de cortes histolégicos.
3 . " . . . .
' ° o ® . .



GRUPO CANTIDAD Y CARACTERISTICAS
| 20 larvas con Listeria monocytogenes
ATCC 7644 a 1.5 x 10" UFC/ml
2 20 larvas con Listeria monocytogenes
ATCC 7644 a 1.5 x 10’ UFC/ml y NPs Ag
47
CONTROL 1 20 larvas sin inocular
CONTROL 2 20 larvas inoculadas con PBS

» Incubacion a 37°C

- Seguimiento 5 dias

- Se evaluaron los dias O, 2, 3y 5.
- Se inocularon con FAATD

- Fueron llevadas al laboratorio de
citohistologia de la FUCS para realizar
ldminas de cortes histologicos.



Dia3

LARVAS
INOCULADAS
CON NPs Ag

LARVAS
INOCULADAS
CON NPs +

LARVAS
INOCULADAS

LARVAS SIN
INOCULAR

T

DiA D
LARVAS LARVAS LARVAS LARVAS SIN
INOCULADAS | INOCULADAS | INOCULADAS | INOCULAR
CONMPsAz | CONNPs+
L
Arce CABEZA
CABEZA
INTESTING
INTESTING MEDIO
MEDIO
INTESTING
INTESTING BAIO
BAIO
| Di42
CUERPO
GRASO ‘ Larvas | Lamy|  ORASO
INOCLLADAS | INOC
| CON
‘ L
meRAcyIOgena;
Arce
ESPACIO || cseza INTERSTICIAL
INTERSTICIAL
| INTESTINO
MEDIO
INTESTINO
BATO
CUERPO
GRASO
ESPACIO
INTERSTICIAL

Dias
LARVAS LARVAS LARVAS LARVAS 5TV
INOCULADAS | INOCULADAS | INOCULADAS INOCULAR.
CON NPs Ag CON NPa + CON
L L
monocylogenes | monocytogencs
ATCC ATCC

"

o
”ﬁ#
A 4

INTESTING
BAJO

CUERPO
GRASO

ESPACIO
INTERSTICIAL




Morfologia de Galleria mellonella

Ganglios
abdominales




DIAS

SIN INOCULAR NPs-Ag 47 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
+ NPs-Ag 47




FASE 5: EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE Galleria mellonella A
LA INFECCION POR Listeria monocytogenes

Se realizd recuento
de UFC para
conocer €l
funcionamiento del
sistema inume de
la larva en un
proceso infeccioso.

cuerpo graso

Cuerpo completo



FASE 5 RESULTADOS: RECUENTO DE UFC/ML EN Galleria

mellonella INOCULADA CON Listeria monocytogenes

Se inocularon 40 larvas con Listeria monocytogenes
ATCC 7644 en concentracion de 1.5x10A7

Se incubaron a 37°C durante 5 dias y se
sacaron 4 larvas por dia, dos para cuerpo
graso v dos para cuerpo completo

DIA CUERPO COMPLETO CUERPO GRASO
UFC/ml UFC/ml
0 50.000.000 30.000.000
5 5.000 100




GRUPO

CANTIDAD Y CARACTERISTICAS

10 Galleria mellonella
sin inocular

2

10 Galleria mellonella +
Listeria monocytogenes

10 Galleria mellonella +
Listeria monocytogenes +
NPs Ag 47 (50ul/ml)

10 Galleria mellonella +
NPs Ag 47 (50ul/ml)

- Se incubarona 37°C

- Se hizo seguimiento por 5 dias

- Se realizaron lecturas los dias 0,2y 5
- Se realizd recuento
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FASE 5 RESULTADOS: RECUENTO CELULAR Y DIFERENCIAL

DIA | PLASMOCITO | GRANULAR | ESFERICA | OENOCITOIDE | TOTAL
0 796 1173 1028 883 3881
Sin inocular 2 759 1120 788 1045 3712

5 1125 @ 1000 852 @379
Listeria monocytogenes 0 594 930 794 937 3255
ATCC 2 377 252 50 540 1219

5 413 562 446 545 (966) |

Listeria monocytogenes 0 557 998 868 972 3396
ATCCy NPs Ag 47 2 675 1013 793 675 3157

5 828 @ 876 876 @

s
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CONCLUSIONES

- La DL 50 para la infeccion en Galleria mellonella fue de
1.5x10A7 UFC/mL para Listeria monocytogenes ATCC 7644.

- La nanoparticula 47 generd el 90% de sobrevivencia sobre
Galleria mellonella.

- El sistema inmune celular de Galleria mellonella se disminuye
cuando hay una Infeccidn por Listeria monocytogenes, pero
mejora al utilizar tratamiento con nanoparticulas de plata y las
células que estan involucradas son las células Granulares.

- Las nanoparticulas de plata inhiben el proceso infeccioso de
Listeria monocytogenes y potencian la respuesta inmune celular
en la evaluacion in vivo con las larvas de Galleria mellonella.
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