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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo estudiar el efecto sinérgico de la
combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a Klepsiella pneumoniae resistente a
antibidticos betalactdmicos. El tipo de investigacion fue experimental con enfoque cuali-
cuantitativo y se desarrolld en tres etapas: se determind la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de la combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a una cepa de Klebsiella
pneumoniae resistente a antibiéticos betalactdmicos, se comparo la eficacia de la sinergia de los
antibioticos combinados con la concentracion de los antibi6ticos de forma individualizada y se
comprobd la efectividad de la combinacion entre amoxicilina y ciprofloxacina con un
antibiotico de dltima linea de uso como tetraciclina. Como resultados se obtuvo que, al evaluar
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los antibidticos fue de 64 pg/mL en amoxicilina y
de 32 pg/mL para la ciprofloxacina y con el objetivo de evaluar la sinergia de la combinacién de
los antimicrobianos se calcul6 el indice de la concentracion inhibitoria fraccional (FIC) que al
ser de 0,5, comprobd la sinergia entre los antibi6ticos. Al comparar la eficacia contra Klebsiella
pneumoniae, se determind que, la CMI de la tetraciclina fue de 128ug/mL y la combinacién de
antibidticos dio como resultado una reduccion de la CMI a 16 pg/mL para amoxicilina y 8
pg/mL para ciprofloxacina. Se concluy6 que, hubo un efecto sinérgico al combinar amoxicilina
y ciprofloxacina, ya que se potencié el efecto contra la bacteria Klebsiella pneumoniae
resistente a betalactamicos, que es una de las principales bacterias causantes de infecciones en
los individuos. Se recomienda evaluar el efecto sinérgico in vitro de mas combinaciones de
antibiéticos como propuesta para el tratamiento de infecciones bacterianas con etiologia

resistente o multirresistente en ambientes hospitalarios y comunitarios.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <ANTIBIOTICOS>, <AMOXICILINA>,
<CIPROFLOXACINA>, <SINERGISMO>, <Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A
BETALACTAMICOS>.
1342-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The objective of this research was to study the synergistic effect of the combination of
amoxicillin and ciprofloxacin against Klebsiella pneumoniae resistant to beta-lactam
antibiotics: the minimum inhibitory concentration (MIC) of the combination of amoxicillin and
ciprofloxacin was determinedagainst a strain of Klebsiella pneumoniae resistant to beta-lactam
antibiotics, the efficacy of the synergy of the combined antibiotics was compared with the
concentration of the antibiotics individually, and the effectiveness of the combination of
amoxicillin and ciprofloxacin with a last- line antibiotic such as tetracycline was tested. The
results showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics was 64
pg/mL for amoxicillin and 32 pg/mL for ciprofloxacin.In order to evaluate the synergy of the
combination of the antimicrobials, the fractional inhibitory concentration (FIC) index was
calculated, which was 0.5, proving the synergy between the antibiotics. When comparing the
efficacy against Klebsiella pneumoniae, it was determined that the MIC of tetracycline was
128ug/mL and the combination of antibiotics resulted in a reduction of the MIC to 16 pg/mL
for amoxicillin. and ciprofloxacin, since the effect against beta-lactam-resistant Klebsiella
pneumoniae, which is one of the main bacteria causing infections in individuals, was
potentiated. Itis recommended to evaluate the in vitro synergistic effect of more antibiotic
combinations as a proposal for the treatment of bacterial infections with resistant or multi-

resistant etiology in hospitaland community environments.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <ANTIBIOTICS>, <AMOXJCILLIN>,
<CIPROFLOXACIN>, <SYNERGISM>, <BETA-LACTAM RESISTANT Klebsiella

pneumoniae>.

esias Jaramillo Moyano
97397
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INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno natural debido a la evolucion constante de
las cepas bacterianas, sin embargo, el uso indiscriminado de antibidticos por parte del ser
humano ha acelerado este proceso convirtiéndolo en una de las mayores amenazas para la salud,

la seguridad alimentaria y el desarrollo mundial (OMs, 2020, p.1).

La Organizacion Mundial de la Salud advierte que las infecciones causadas por bacterias
resistentes a los antibidticos pueden provocar enfermedades graves, aumento de la mortalidad y
un mayor riesgo de complicaciones predominantemente en entornos hospitalarios. Los
microorganismos mas frecuentemente aislados de pacientes con infecciones intrahospitalarias
son principalmente bacterias Gram negativas, cuyo arsenal de mecanismos de resistencia puede

llevar a falla terapéutica (Tamma et al., 2012, pp. 450-455).

Tamma y colaboradores describen que la aparicion y proliferacion de estos organismos gram-
negativos altamente resistentes son particularmente preocupantes dada la cantidad limitada de
agentes antimicrobianos que estan actualmente disponibles o en las lineas de desarrollo de

farmacos de la industria farmacéutica para combatir estos organismos (2012, pp. 450-455).

En particular, se ha observado en la practica clinica, resistencia y susceptibilidad antimicrobiana
de Klebsiella pneumoniae, un patégeno gram-negativo al que se le atribuyen la mayoria de las
infecciones nosocomiales pulmonares, del tracto urinario, de tejidos blandos y sepsis, y cuya
resistencia esta mediada por la pérdida o modificacién de porinas, lo cual lleva a la disminucién
de la permeabilidad de la membrana externa bacteriana y por la produccion de las enzimas: -
lactamasas de espectro extendido y carbapenemasas cuyo mecanismo consiste en hidrolizar a un
grupo especifico de antibiodticos: los betalactdmicos, un grupo antibiético reconocido como

potentes bactericidas, ademas de ser los mas prescritos en todo el mundo (Wei et al., 2018, pp. 1 —8).

Una de las estrategias para el tratamiento contra Klebsiella pneumoniae es el uso de quinolonas
como el ciprofloxacino, una fluoroguinolona de segunda generacion cuyo amplio espectro ha
sido aprovechado contra infecciones causadas por gérmenes gramnegativos, sin embargo, en los
altimo 10 afios, los casos de bacteriemia por K. pneumoniae resistente a ciprofloxacino han

aumentado (Alduenda, 2018, pp. 89-105).

Asi mismo, para el tratamiento de infecciones del tracto urinario causadas por Klebsiella

pneumoniae, uno de los antibidticos de eleccion es la amoxicilina, una penicilina perteneciente



al grupo de los betalactamicos y cuya resistencia es bien conocida (Echevarria et al., 2006, pp. 26 —
27).

Esta claro que los antibidticos utilizados como monoterapia ya no son efectivos, y la evidencia
actual sugiere que la terapia combinada puede ser posible, ya que estamos presenciando un
aumento en las infecciones causadas por organismos Gram-negativos resistentes a multiples

farmacos (Tamma et al., 2012, pp. 450-455).

Un beneficio potencial de agregar un segundo agente antimicrobiano es el efecto sinérgico de la
combinacion. Esta sinergia entre dos agentes antimicrobianos potencia la actividad bactericida

in vitro en comparacion con la actividad bactericida de cada agente por si solo (Tamma et al., 2012,
pp. 450-455).

Para la evaluacion de esta sinergia, se han desarrollado ciertos métodos, una de ellas es el
ensayo de placa de microtitulacion de tablero de ajedrez, utilizado para probar las actividades
(in vitro) de las mezclas binarias de antimicrobianos mediante la determinacion de los indice de
concentracion inhibitoria fraccional de todas las combinaciones probadas (Orhan, 2005, pp. 140-
143).

Los estudios gque evallan el efecto sinérgico de los antibidticos son poco comunes en Ecuador, y
con el creciente problema de la resistencia bacteriana, existe la necesidad de estudiar la
efectividad de las combinaciones de antibi6ticos como alternativa a la terapia actual, por tal

motivo es de interés académico realizar este tipo de investigaciones.

Como miembros de la academia y futuros profesionales bioquimicos farmacéuticos inmiscuidos
en el campo cientifico de la salud, nuestro compromiso es aportar con soluciones al evidente
problema de la resistencia bacteriana causada por patdgenos farmacorresistentes como
Klebsiella pneumoniae, por lo que se considera la evaluacion de la sinergia de antibiéticos como

estrategia.

En ese contexto, el objetivo del presenta trabajo investigativo es evaluar el efecto sinérgico de la
combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a Klebsiella pneumoniae, para lo que se
determinara las concentraciones inhibitorias minimas de ambos agentes antimicrobianos en
combinacion y cada uno individualmente utilizando el método tablero de ajedrez. Ademas, se
pretende comprobar la efectividad de la combinacién entre amoxicilina y ciprofloxacina con un

antibiotico de ultima linea de uso como tetraciclina.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

La resistencia bacteriana ha aumentado progresivamente en los Gltimos afios, dia tras dia estan
apareciendo y propagandose en todo el planeta nuevos mecanismos de resistencia que ponen en
peligro nuestra capacidad para tratar las infecciosas bacterianas, y como consecuencia los

antibidticos van perdiendo su eficacia, convirtiéndose en un problema de salud a nivel mundial
(Guevara y Paez 2021, p.12).

Las infecciones mas graves que amenazan la vida del ser humano son causadas por un grupo de
bacterias patdgenas, en donde destaca el grupo ESKAPE denominadas asi por su capacidad de
escapar a la actividad antimicrobiana de los antibi6ticos; este grupo esta conformados por:
E.faecium, S.aureus, K.pneumoniae, A.baumannii, P.aeruginosa, y Enterobacter spp. (MSP, 2019)

La Organizaciéon Mundial de la salud (OMS) publicé una lista de patégenos prioritarios
resistentes a multiples antibioticos, en el que cataloga a la Klebsiella pneumoniae como
patégeno de prioridad critica debido a su posibilidad de adquirir nuevos mecanismos de
resistencia a antibidticos y su capacidad de desarrollar infecciones nosocomiales graves

ocasionando un problema de salud en todo el mundo. (OMs, 2017).

Segun la (OMS) K. pneumoniae es una de las bacterias multirresistentes a antibioticos de
primera linea. Ademas, representa cerca de un tercio de todas las infecciones causadas por
bacterias Gram negativas. K. pneumoniae es causante de infecciones del tracto urinario, cistitis,
infecciones de tejido blando, neumonia, infecciones de heridas quirGrgicas y septicemia, entre

otros (Flores, 2021).

Se ha identificado que K. pneumoniae genera resistencia principalmente a los antibioticos
betalactamicos, debido a la produccién de betalactamasa. Lo que, aumentado la incidencia de
cepas multirresistentes y extremadamente resistentes a antibiéticos, ocasionando un fuerte
impacto econémico y elevando la tasa de morbi-mortalidad; lo que podria conllevar a extender

el periodo de hospitalizacion incluso la muerte (Matsuoka 2020, p.1).

Con relacion a mortalidad, en Ecuador un estudio titulado “Factores de riesgo predictores

enterobacterias productoras de mortalidad por infeccion carbapenemasas marca una tasa de

3



mortalidad del 46%. En Estados Unidos se evidencia un mayor riesgo en las personas
alcohdlicas ya que constituyen el 66% de la poblacion afectada por la enfermedad y en personas

gue presentan bacteriemia tienen una tasa de afectacion hastadel 5% (Alvarado, 2020).

En los dltimos afios, se evidencia el incremento de reportes de K. pneumoniae con sensibilidad
20% disminuida a la colistina, debido a las modificaciones en la membrana celular que afecta a
nivel del lipopolisacérido o por alteracion ionica, por las mutaciones en los genes cromosomales
y en los genes de resistencia moviles transmisibles a traveés de plasmido (mcr), ocasiona mayor

resistencia a este antibidtico (Matsuoka 2020, p.1).

Se estiman que dentro de 20 afios las bacterias que generen resistencia a antibidticos seran
causantes aproximadamente 10 millones de muertes por afio en el mundo. Por ello se necesita
de manera urgente la blasqueda de nuevas alternativas mas eficaces, menos costosas, que no
demanden mucho tiempo de desarrollo y que generen menos efectos adversos, ayudando a
mejorar la calidad de vida de los pacientes (Kon, 2021).

1.2. Justificacion

K. pneumoniae es un patégeno que puede provocar infecciones potencialmente mortales, tanto
en el sector hospitalario como en la comunidad, causando sobre todo infecciones del tracto
respiratorio y del tracto urinario. Normalmente se encuentra de forma ubicua en el medio
ambiente, como el suelo, agua y mucosas del ser humano, incluso llega a colonizar en los

dispositivos médicos, debido a que crece a temperaturas Optimas de 30 a 37 °C (Guevara y
Maldonado 2020, p.1).

La OMS designa a la K. pneumoniae como un patégeno de relevancia clinica de investigacion
por presentar alta resistencia a muchos antibioticos, principalmente a los betalactamicos. Un
reporte del European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network del 2014 reveld un
incremento de resistencia a las cefalosporinas, entre el 2010 y 2013 se evidencid co-resistencia a

fluoroquinolonas y aminogluc6sidos (Guevara y Paez, 2021, p.10).

En Ecuador de acuerdo con los datos estadistico del Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica, se evidencian porcentajes similares de resistencia a cefotaxima y ceftriaxona de
60%-80%, tanto para pacientes internados como personas de UCI. Los aislados de cepas
K.pneumoniae  del 2014 hasta 2017 presentan ya porcentajes de resistencia para

carbapenémicos como imipenem del 20-35% y meropenem del 40-55% (MSP, 2019).



Un estudio realizado en el Hospital segundo nivel Hesburgh en Santo Domingo de los
Colorados, se evidencio que K. pneumoniae presenta altos niveles de resistencia a tetraciclina
(60.0%) y trimetoprim-sulfametoxazol (55.6%), gentamicina (47.6%), acido nalidixico (22.2%),
y ciprofloxacina (22.7%), Meropenem (10 %) (Ross 2020, p.1).

Asi mismo otros estudios realizados que fueron conducidos en Japén y Malasia tienen una
incidencia del 15% al 40% que afecta adultos mayores, ademas este organismo es un agente
importante que causa infecciones nosocomiales en adultos y adultos mayores, constituye
aproximadamente el 8 % de infecciones adquiridas en hospitales. En Estados unidos es uno de
los ocho patdégenos mas importante en los hospitales (Alvarado, 2020).

K. pneumoniae causa procesos necrotizantes que afectan principalmente a personas
inmunodeprimidas, en ciertos casos la tasa de mortalidad puede llegar al 50 %, incluso
recibiendo un tratamiento con antibidticos. Afecta principalmente a personas que padecen de
alcoholismo a la poblacion adulta inmunodeprimidos (Gonzélez M. , 2016).

Sin embargo, se ha visto aislamientos de cepas multirresistentes a antibiéticos incluyendo la
colistina de Gltima linea de tratamiento, ya que en la actualidad existen escasos antibidticos en
desarrollo por parte de la industria farmacéutica, por ello se ha considerado diferentes
estrategias terapéuticas innovativas tales como: fago terapia y la combinacion de antibiéticos

con la esperanza de lograr efectos sinérgicos (Nakonieczna et al. 2019, p.10).

Es viable la realizacion del presente trabajo ya que la técnica es relativamente sencilla, se
desarrolla con conocimientos basicos de microbiologia, ademas esto no requiere de equipos
sofisticados y de alta tecnologia, se lo puede realizar en el laboratorio de la institucion ESPOCH
con materiales de facil acceso y adquisicion; se obtienen resultados a corto plazo, el tiempo de
generacion de K. pneumoniae es corto y puede crecer en medios de cultivo rutinarios como
Agar triptico de soja (TSA) (Alvarado, 2020)

Este trabajo va dirigido a toda la poblacion que puede contraer ciertos tipos de infecciones
causadas por K. pneumoniae multirresistentes a antibi6ticos usados como tratamientos de
primera linea. Generalmente aquellos pacientes inmunodeprimidos entre los cuales se
encuentran: adultos mayores, pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos,
consumidores de alcohol, neonatos, pacientes que padecen neumonia, sepsis y la poblacion que
sufre de infecciones del tracto urinario, entre otros, los cuales hacen que este tipo de infecciones
se conviertan en un problema de salud a gran escala debido a la ineficacia de la mayoria de

antibidticos.



1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto sinérgico de la combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a

Klebsiella pneumoniae resistente a antibiéticos betalactamicos.

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de la combinacién de amoxicilina y
ciprofloxacina frente a una cepa de Klebsiella pneumoniae resistente a antibi6ticos

betalactamicos.

e Comparar la eficacia de la sinergia de los antibi6ticos combinados con la concentracion de

los antibidticos de forma individualizada.

e Comprobar la efectividad de la combinacion entre amoxicilina y ciprofloxacina con un

antibiético de tltima linea de uso como tetraciclina.



2. MARCO TEORICO

2.1. Referencias tedricas

2.1.1.

La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) es una institucion ecuatoriana
publica de educacion superior, tiene su origen en el Instituto tecnoldgico Superior de
Chimborazo, se fundo6 el 18 de Abril en el afio 1969, se encuentra ubicada en la provincia de
Chimborazo canton Riobamba en la Panamericana Sur Km 1 1/2, cuenta con 7 facultades y 29
carreras aprobadas, ademas hay otra extension en la sede de la provincia de Morona Santiago en

la cuidad de Macas.
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2.1.2. Antibioticos

Son sustancias quimicas utilizadas para prevenir y tratar las enfermedades infecciosas
bacterianas. Su descubrimiento simboliza uno de los mayores avances para la humanidad a
principios del siglo XX. Los mismos, son compuestos quimicos producidos por un ser vivo o

sintético que se utiliza para prevenir el desarrollo de diferentes tipos de microorganismos

patdgenos (Alvarado, 2020).



2.1.2.1. Clasificacion de los antibidticos

Los antibidticos se clasifican por clases, segun sus propiedades, estructura y espectro de accion,
asi como el tipo de bacterias sobre las que actdan. Una de las clasificaciones mas comunes es la
gue se realiza en funcién del espectro:

o  Amplio espectro: antibidticos que pueden combatir bacterias diferentes.

e  Espectro reducido: antibioticos que resultan eficaces contra determinadas bacterias.

Una de las clasificaciones de los antibidticos es por su mecanismo de accion, a continuacion se
detalla (Lopardo, 2019):

e Inhibidores de la formacidon de la pared bacteriana.

e Inhibidores de la sintesis proteica.

e Inhibidores de la duplicacion del ADN.

e Inhibidores de la membrana cit.

e Inhibidores de vias metabdlicas
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2.1.2.2. Amoxicilina

Es un antibiotico semisintético derivado de la penicilina, se encuentra dentro del grupo de los
betalactamicos. Actla contra un amplio espectro de bacterias, tanto Gram positivos como

Gram-negativos (Romero, 2020).



. Mecanismo de accion

Actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular en especial su espectro de accion se da en la
Gltima etapa de la sintesis del peptidoglicano, en efecto inhibe la transpeptidacion ocasionando
asi un debilitamiento progresivo de la pared celular hasta llegar al punto donde la pared celular
se rompe como consecuencia de la presion osmotica intracelular por la fragilidad que presenta

la pared celular bacteriana y asi provocando su destruccion.

La actividad de los antibi6ticos se ve favorecida en el proceso de multiplicacion celular o fase
de multiplicacion bacteriana ya que en ese instante se lleva a cabo la sintesis de la pared celular,
otra de las acciones que produce la amoxicilina es de activar la autolisina bacteriana que
impulsa la destruccion del peptidoglicano, en aquellas bacterias que carecen de la autolisina la
accion de destruccion se ve interrumpida sin embargo el proceso de inhibicidn si se desarrolla

con normalidad (Suérez, 2017).

2.1.2.3. Ciprofloxacina

Es un antibiético que pertenece al grupo de las fluoroquinolonas, es eficaz frente a muchas
bacterias e incluso es efectivo frente a microorganismos que tienden a desarrollar resistencias

frente a otros antibioticos. Presenta una mayor efectividad frente a Klebsiella pneumoniae.

. Mecanismo de accion

Actlan Inhibiendo la replicacion bacteriana al interactuar con ADN girasa, las cuales son

necesarias para realizar el super enrollamiento del ADN bacteriano lo que ocasiona lisis celular
(Seija, 2019).

2.1.3. Klebsiella pneumoniae

El género K. pneumoniae pertenece a la familia Enterobacteriaceae, se define como una bacteria
en forma de un bacilo, su tincidn microscopica es Gram negativo color rosado, una de las
caracteristicas principales es que posee una capsula de polisacarido, mide entre 0,5um y de
largo 1-3um, no movil, no esporulantes, anaerobio facultativo, son catalasa positiva y son
fermentadoras de lactosa, este microorganismo tiene un medio selectivo especifico como es el

Agar Mac Conkey en donde se observan colonias de color rosado, mucoides y grandes (Gonzalez
M., 2021).



Este microorganismo es saprofito propia de la flora normal del ser humano, se encuentra en la
boca, piel y los intestinos, sus principales reservorios son el tubo digestivo, agua, el suelo, los
alimentos, las soluciones y dispositivos médicos u otros pacientes infectados que producen
infecciones comunitarias y nosocomiales, ya sea por transmision cruzada y mediante el contacto

de las manos (Guevara T. , 2015).

2.1.3.1. Patogenicidad

o Infeccion de K. pneumoniae

K.pneumoniae es considerado como un patégeno virulento especialmente cuando llega a
penetrar en los tejidos normalmente estériles o cuando afecta principalmente a los pacientes
inmunosuprimidos, por esa razén se le considera como un microrganismo oportunista causante
de enfermedades infecciosas especialmente a nivel hospitalario. Esta bacteria es una de las méas
comunes en provoca infecciones del tracto urinario, también es causante de neumonia,
generalmente la mayor parte de las infecciones son adquiridas en centros hospitalarios o

pacientes que estén con su sistema inmune demasiado bajo (Guevara y Maldonado, 2021).

Causan las siguientes enfermedades en personas inmunocomprometidas:
e  Bacteriemia

e Infecciones del sitio quirdrgico

e Infecciones del tracto biliar

e  Septicemia

e Meningitis

e  Abscesos hepaticos

Factores de virulencia

La enterobacteria K. pneumoniae es intrinsicamente virulenta que puede llegar a producir
infecciones muy graves incluso la muerte del ser humano, esto se da debido a que posee una
capsula gruesa de peptidoglicano y adhesinas de la fimbria. Ademaés, existen varias cepas
capaces de producir biofilms que son mucho maés dificiles de detener el crecimiento bacteriano

y tratar con farmacos (Pérez M. , 2020).

Los principales factores implicados en la virulencia de K. pneumoniae son 5 y todos ellos le

permiten a este microorganismo penetrar y multiplicarse en el hospedador (Cruz y Ares 2020):
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e Lipopolisacarido (LPS): Presenta la accién de endotoxina, el LPS le contorna por la
membrana externa que estd conformada mayoritariamente por proteinas, por ende, facilita el
paso de muchas sustancias incluidos los antibioticos.

e Sideréforos: Son sustancias que le permite captar hierro bajo condiciones
limitantes de dicho metal en el hospedero, ya que el hierro es un factor principal para el
crecimiento y desarrollo del microorganismo.

o Proteinas de membrana externa: Aqui poseen 3 membranas externas: la una proteina
OmpA apoya la resistencia contra los péptidos cationicos antimicrobianos y mas a la evasion de
la fagocitosis a través de macrdfagos alveolares, de igual forma hay otras proteinas OmpK35 y
OmpK36 que presentan porinas, mediante ellas difunden moléculas hidrofilicas.

e Adhesinas y fimbrias no flagelares: Por lo general se encuentran en la superficie y estan
formadas por subunidades de proteinas poliméricas, el cual esto ayuda adherirse a las capas y a
su vez a mantener el contacto con la célula del huésped.

e Cépsula: Se define como un polisacarido conformado por glucosa, fructosa, galactosa,
manosa y acidos urénicos. La capsula de esta bacteria le permite evadir al sistema inmunolégico

impidiendo la fagocitosis, entonces le ayuda una alta resistencia a la desecacion.

2.1.3.2. Mecanismo de resistencia a los antibiéticos

Muchas enterobacterias tienen varias estrategias para producir resistencia a los antibi6ticos y se
basan en uno o varios mecanismos que llegan a coexistir en el mismo microorganismo entre
ellas tenemos: inactivacion enzimatica se da por la productividad de enzimas codificadoras por
genes cromosdmicos que modifican la estructura quimica del farmaco, alteracion de las
moléculas diana es otro mecanismo de resistencia, por lo general aqui presenta mutaciones que

van a destruir el sitio de unién y la disminucion de la permeabilidad celular (Pérez M. , 2021).

- Evolucioén de los mecanismos de resistencia

Desde el afio 1990 surgieron las primeras resistencias a los carbapenémicos, primero surge en el
pais de Asia, después ya se expandié en otros paises como; Colombia, Brasil, Argentina,
Ecuador. En los ultimos afios se ha encontrado mas bacterias productoras de BLEE que se
considera bacteria multirresistente denominada K. pneumoniae carbapenemasa KPC productora

de enzima carbapenemasa (Alvarado, 2020).

- Resistencia a antibiéticos g-lactamicos

Generalmente los betalactamicos son antibidtico bactericidas, en su estructura presenta un anillo
11



betalactamico y su funcidn es inhibir la sintesis de la barrera de peptidoglucano de la pared

celular pero aqui surgen muchas estrategias que se presenta a continuacion:

Alteracion en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP): La PBP son enzimas gque van ayudar a
catalizar en la sintesis del peptidoglicano y a su vez actian de diana especifica de los
antimicrobianos de la familia f-lactdmicos. Con una alteracion en su estructura van a impedir
su interaccién normal con el antibiético produciendo la pérdida de afinidad de las PBPs y asi las

bacterias van reproduciendo mayor resistencia (Gonzalez M. , 2016).

Modificacion de la permeabilidad de la membrana externa: La membrana externa de la bacteria
Gram negativa, al ser hidrofila los antibidticos B-lactamicos, no pueden difundir bien a través de
la membrana externa para unirse con las lactdmicos, no pueden difundir bie n a través de la
membrana externa para unirse con las PBPs, y para poder pasar deben utilizar canales proteicos

inespecificos como las porinas.

Bombas de expulsion activa: El sistema de expulsion esta constituido principalmente por
proteinas de membrana especializada que captan y expulsan los antibiéticos desde el citoplasma

hacia la membrana como bomba de expulsién activa en K. pneumoniae a AcrAB y OgxAB.

Produccion de B-lactamasas: Las p-lactamasas son hidrolasas van a romper el enlace amida del
anillo B-lactamico inactivando el antibidtico de forma irreversible, ademas constituye el
mecanismo principal de resistencia a los antibioticos B-lactdmicos y su adaptacion bacteriana

frente a nuevos antibidticos (Bahamonde, 2017).

- Resistencia a antibiéticos no g-lactamicos

Quinolonas: Las quinolonas tienen como accion bloquear las topoisomerasas Il (ADN-girasa)
en general actdan en cuatro fases: como primera fase estas pasan a través de las porinas de la
pared bacteriana, como segunda fase logran ingresar a la membrana citoplasmatica y después se
dirigen nuevamente al citoplasma, tercero inhiben de la ADN-girasa y/o topoisomerasa 1V, y

por ultimo se da la induccion de la respuesta SOS (Valdiviezo, 2017).

La resistencia a quinolonas aparece por muchas mutaciones cromosoémicas de los genes que

codifican la girasa de ADN (gyrA y gyrB) y la topoisomerasa de tipo IV estan las parC con

parE. También en los Gltimos afios se evidencia otros mecanismos, se basan principalmente en

la disminucion de la captacion del farmaco debido a las mutaciones en los genes reguladores de

la permeabilidad de membrana, y la sobre carga de bombas de expulsion que llevan a cabo una
12



eliminacion del medicamento (Valdiviezo, 2017).

- Tipos de productora de carbapenemasas (KPC)

El microorganismo K.pneumoniae constituye el patdgeno mas importante de productora de
carbapenemasas tipo KPC. En los Gltimos afios se han hallado 24 alelos del gen blakPC, los que
difieren entre si por uno a tres aminoécidos. Estas variantes de KPC han sido divididas en
nimero secuencial desde blakKPC-1 a blaKPC-24. La variante de KPC-1, KPC-2 y KPC-3
presentan el 100% maés identificada por los laboratorios, por ellos son las méas comunes entre los
aislados clinicos y responsables de los brotes epidémicos en todo el mundo (Vera et al. 2017).

- Genes moviles de carbapenemasas en K. pneumoniae

Las diferentes clases de genes de carbapenemasas que circulan dentro del microorganismo K.

pneumoniae son transportados por estructuras maviles, plasmidos y transposones.

Plasmidos: Son estructuras génicas extracromosomales que tienen como funcién codificar
funciones no esenciales para la actividad fisiol6gica normal de las bacterias, ademas son habiles
en portar genes con una amplia variedad de funciones como la resistencia a antibiéticos. La
existencia de muchos plasmidos dentro de una bacteria patdgena, genera la suma de multiples

genes al organismo de la persona (Valdiviezo, 2017).

Integrones: También se le llama o se le conoce elemento de integracion propuesto por el
cientifico Stokes y Hall en el afo1989, son genéticos potencialmente moviles capaces de
integrar y expresar en regiones de otro ADN multiplicando nuevos genes, especialmente para

iniciar la resistencia a los antimicrobianos.

Transposones: Son elementos genéticos moviles que se encuentran en plasmidos o pueden
integrarse en otros transposones o el cromosoma del hospedero. El transposén Tn4401 es la
principal estructura genética que aporta en la propagacion de genes de tipo bla KPC en distintos

plasmidos, pero su transposicion no es muy eficiente (Soria, 2021).

2.1.3.3. Métodos para tratar K. pneumoniae

La resistencia bacteria se ha convertido en un tema de impacto social y es uno de los problemas

que se ha convertido a nivel mundial, ya que la terapia de antibidticos individuales estan

causando mucha resistencia debido al mal uso de antibi6ticos. Sin embargo, en los Gltimos afios
13



el nimero total de antibidticos son cada vez mas ineficaces contra K. pneumoniae por esa razon
se necesita de urgencia la busqueda de formas alternativas para tratar estas infecciones

patdgenas (Pérez M. , 2020).

- Terapia fagica

Se utilizé por primera vez como una preparacion oral para tratar la disenteria en el afio 1917,
después se dejo de utilizar debido al descubrimiento y triunfo de la farmacoterapia con los
antibidticos. Entonces hoy en dia, debido incremento de resistencia antimicrobiana, se vuelve a
utilizar para el control de las bacterias multirresistentes; por eso, en los Ultimos cinco afios,

numerosas preparaciones de fagos han sido sometidos a ensayos clinicos (Pérez M. , 2020).

- Péptidos antimicrobianos

Son aquellos pequefios oligopéptidos de defensa del huésped contra las bacterias, debido a que
presentan un amplio espectro de actividad que tienen contra un extenso rango de patdégenos y a
su alta capacidad para interactuar con la membrana celular de la bacteria y como consecuencia,
va a causar la lisis celular o muerte, por ellos se considera una alternativa potente para competir

contra los patégenos resistentes a maltiples antibidticos.

Una de las ventajas mas importantes frente a los antibi6ticos convencionales es su forma de
dafar la célula bacteriana mediante interacciones electrostaticas y por ende sera dificil para el

microorganismo desarrollar resistencia contra estos péptidos (Nakonieczna et al. 2019).

2.1.4. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Es la concentracién mas baja (en pg/ml) de un antibidtico que inhibe el crecimiento de una
determinada cepa bacteriana. En IDEXX se utiliza un sistema comercial automatizado para
determinar las CMI. Un método cuantitativo de prueba de sensibilidad, que ofrezca una CMI,

ayuda a determinar qué clase de antibi6tico es mas eficaz

2.1.5. Medios de cultivos

Un medio de cultivo se define como un conjunto de nutrientes que, en determinadas
concentraciones permite que los microrganismos, en este caso las bacterias crezcan y se

multipliquen.
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2.1.5.1. Agar triptona-soja (TSA)

Es un medio de cultivo nutritivo para una amplia gama de usos, al tener su caracteristica
nutritiva se utiliza principalmente para el crecimiento y aislamiento de bacterias tanto aerobias y
anaerobias con el fin de fortalecer el aumento de la mayoria de los microorganismos exigentes,
este medio permite identificar las reacciones hemoliticas y recuento de una amplia variedad de
microorganismos. Sus componentes principales son una base proteica, cloruro sodico, una

minima cantidad de hidratos de carbono naturales y 5 % de sangre (Wiese, 2021).

2.1.5.2. Caldo TSB

Es un medio nutritivo liquido para enriquecimiento y crecimiento de una amplia gama de
microorganismos por lo general méas se utiliza en aerobios, se enfoca especialmente para

procedimientos cualitativos para pruebas de esterilidad.

2.1.6. Definicion de sinergia

La palabra sinergia viene de latin synergos, que significa "trabajar en conjunto”. Entonces se
puede definir como la accién entre dos o mas sustancias que actlen en conjunto, con el
propdsito de obtener una respuesta mayor a la suma de efectos que produciria uno solo. Esta
palabra es de gran importancia clinica y terapéutica, ya que con menos concentraciones de dicho
farmaco se logra producir mayores efectos y se tendria muchos beneficios al realizar
combinaciones de medicamentos como: menos efectos adversos, menor toxicidad, dosis baja,

etc., (Villaverde, 2019).

2.1.6.1. Combinacion de antibioticos

La resistencia antimicrobiana representa un grave problema de salud y a nivel mundial, lo cual
surge la necesidad de buscar nuevas estrategias como las combinaciones de los antibi6ticos. Se
fundamenta principalmente en que la posibilidad del patdgeno de desarrollar resistencia a una
combinacion de dos farmacos que es mucho menor que a una sola. Por otro lado, la

combinacion de farmacos presenta varios beneficios, entre ellos (Matzuoka y Vargas, 2020).
2.1.6.2. Ventajas de la combinacion de antibidticos
La gran mayoria de las infecciones causadas por bacterias nocivas pueden ser tratadas con un

solo antibidtico, por ejemplo el caso de infecciones susceptibles de tratamiento ambulatorio. Sin
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embargo, en pacientes que se encuentran hospitalizados con infecciones potencialmente severas,
entonces ahi es necesario combinar antibidticos, ya que con ello se obtienen ventajas
destacadas:

e  Disminuye la toxicidad de uno de los antimicrobianos de la combinacién
e  Obtencion de sinergismo
e  Menor tiempo durante el tratamiento

e Evita la aparicion de microorganismos resistentes

2.1.6.3. Desventajas de la combinacion de antibi6ticos

e Antagonismo entre la combinacion de antibioticos

e Incremento de reacciones adversas al combinar dos medicamentos (Vésquez 2008).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de investigacion

La investigacion fue realizada en los siguientes laboratorios; laboratorio de investigacion,
laboratorio de Biologia Molecular, laboratorio de andlisis bioguimico y laboratorio de
microbiologia de la Escuela de Bioquimica y Farmacia perteneciente a la Facultad de Ciencias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

3.2.  Norma de la investigacion

La presente investigacion se basa en la norma INEN 1529-2, NTE INEN 1529-8, que explica la
metodologia de los procedimientos microbioldgicos, de igual forma se guio en la Norma
Espafiola UNEN-en ISO 20776-1, donde explica la técnica de microdilucién en caldo para

ensayos sobre la actividad in vitro de antibidticos frente a bacterias infecciosas. (UNE, 2021)

3.3.  Enfoque

Es una investigacion cuali-cuantitativa porque se observo turbidez en los pocillos de 96 a

diferentes concentraciones y se utilizd célculos para las diferentes soluciones.

3.4. Alcance

Exploratorio: Ya que este tema es de impacto social y son muy pocos los estudios que han

realizado en combinacion entre dos antibioticos frente a bacterias multirresistentes a farmacos.

Descriptivo y Correlacional: debido a que se correlacion6 la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de forma individual y combinada los antibidticos, de igual forma se comprobd la
efectividad de la combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a K. penumonia con un

antibiético de amplio espectro como tetraciclina a dosis alta.
3.5.  Disefio de la investigacion
La investigacion es experimental, debido a que es un estudio in-vitro sobre el efecto sinérgico

de la combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a K. penumoniae resistente a los
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betalactamicos utilizando una técnica sencilla como es tablero de ajedrez en placas de 96

pocillos.

3.6.  Tipo de investigacion

Es de tipo transversal porque el estudio se ejecuté dentro de un tiempo establecido de
septiembre 2022 hasta febrero 2023.

3.7. Meétodo

Se utiliz6 el método tablero de ajedrez en microplaca de 96 pocillos microdilucién en caldo,
este ensayo permite determinar las interacciones sinérgicas entre amoxicilina y ciprofloxacina
frente a bacterias resistentes a antibioticos.

3.7.1. Poblacion de la muestra de estudio

La poblacion del presente estudio son 8 diluciones a diferentes concentraciones de los

antibidticos (amoxicilina, ciprofloxacina y tetraciclina) de forma individual y combinada.

3.7.2. Muestra

Cepa de K. pneumoniae resistente a los betalactamicos y las diluciones de los antibiéticos

como: amoxicilina, ciprofloxacina y tetraciclina.

3.7.3. Materiales, equipos y reactivos

3.7.3.1. Materiales

Tabla 1-3: Materiales utilizados en los distintos procedimientos

MATERIALES PROCEDIMIENTO
. TUBOS DE ENSAYO DE 5ML
o GUANTES

e ASABACTERIOLOGICA
. GASA Reactivacion del microorganismo K. pneumoniae

e ALGODON
e  PAPEL ALUMINIO
e PROBETAS50 ML
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ERLENMEYER 100ML
MECHERO

FOSFORO

ESPATULA
GRADILLA
REVERBERO

CAJAS PETRI
MECHERO

FOSFORO
ERLENMEYER 250ML
PROBETA 50ML
ALGODON

PAPEL ALUMINIO
ESPATULA

HISOPOS DE MADERA
PINZA

GASA

Preparacion del antibiograma

GUANTES

TUBOS EPPENDORF
PUNTAS ESTERILES
PIPETA DE 1000UL
GRADILLA

TUBOS DE ENSAYO 5ML
GASA

MECHERO

PROBETA 100ML

Preparacion del Stock bacteriano

GRADILLA

TUBOS FALCON 15ML
ERLENMEYER 250ML
MORTERO CON PILON

Preparacion de la solucién Stock de los antibioticos

TUBOS FALCON 15ML

Preparacion del cultivo Nocturno

PUNTAS AMARILLAS

. MECHERO

. ASA

. GRADILLA

. MICRO PLACA DE 96 POCILLOS Determinacion de la CMI de los antibidticos
. ALCOHOL individualizados y combinados

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.

3.7.3.2. Equipos

Camara de flujo laminar
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e Balanza analitica

e Reverbero

e Estufa

e Autoclave

e  Espectrofotometro

e Congelador

e  Micropipeta multicanal

e |Incubadora

3.7.3.3. Reactivos

e  Agar Miiller Hinton

e Caldo Soja Tripticaseina (TSB)
e  Agar Triptona- Soja (TSA)

e Caldo Cerebro corazén

e  Glicerol al 60 %

e  Agua destilada

e Alcohol potable al 70 %

3.7.4. Descripcion de los procesos

3.7.4.1. Obtencién de la cepa K. pneumoniae

La cepa de K.pneumoniae fue donada por la Institucion INSPI (Instituto Nacional de Salud

Publica e investigacion).

3.7.4.2. Obtencién de los antibidticos

Los principios activos puros de los antibiéticos como: amoxicilina, ciprofloxacina y tetraciclina

se obtuvo de la industria farmacéutica de la ciudad de Guayaquil provincia de Guayas.

3.7.4.3. Reactivacion de la bacteria

»  Se desinfectd con alcohol el area de trabajo
»  Para la preparacion del medio de cultivo se verificd las instrucciones de la botella que

contiene caldo Tryptic Soy Broth (TSB), donde se indica que se necesita 30g para 1L de agua.
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Xg---------- 10mL
_ 10mL x 30g
~ 1000mL

Xg=0.30g¢g

*  Se pes6 0.30 g de TSB en la balanza analitica, posterior se colocd en el erlenmeyer de
100mL.

*  Enuna probeta se midi6é 10 ml de agua destilada y se colocé en el erlenmeyer de 100mL.

»  Secolocd los tubos y erlenmeyer en el autoclave para su esterilizacion de 30 minutos.

»  Una vez transcurrido el tiempo, se sacd del autoclave todos los materiales, luego se coloco
en la cdmara de flujo laminar y se dejé que se enfrié a una temperatura soportable.

»  Sedistribuyé el caldo en el tubo de ensayo.

«  Para la reactivacion de la bacteria, se encendié un mechero, se quemo el asa hasta que este
rojo vivo y enfriarle.

«  Se introdujo el asa en el tubo eppendorf donde esta la cepa bacteriana, flamear el tubo y se
coloco en el tubo con caldo TSB con movimientos suaves.

»  Se tapd con tapones y dejar que se incube por 24 a 48 horas a 37 °C.

Pesar 0.37g de
TSB

N

[ Agregar agua

Esterilizar por 30 minutos

destilada y —

=4

P e I

rey

Reactivacion
de la bacteria

Distribuir en el tubo

Quemar el asa y Al Incubar de 24
coger muestra del amear Y
tubo eppendorf |:> colocalrden el tubo |:> a C48 horas a 37

llustracién 1-3: Reactivacion de la bacteria
Realizado por: Vallin, Norma, 2023.
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3.7.5. Comprobacion de la resistencia a los betalactamicos de la bacteria K. pneumoniae

»  Parala preparacion del medio de cultivo se verifico las instrucciones del frasco de Agar

Muller Hinton donde indica que se necesita 38g para 1L de agua

389---------- 1000mL
Xg---------- 20mL
_ 20mL x 38g
Xg = 1000mL
Xg=0.76 ¢

* Enlabalanza analitica se pes6 exactamente el contenido de 0.76 g de agar Mdiller Hinton

*  Con la probeta se midié 20 ml de agua destilada, se colocé en el Erlenmeyer de 250mL

* Enel reverbero se colocé el matraz y esperar hasta hervir el agar.

*  Seencendi6 la autoclave y se coloco todos los materiales (cajas Petri, erlenmeyer, hisopos)
durante 30 minutos de esterilizacion.

*  Una vez pasado el tiempo se procedi6 a sacar los materiales, se coloc6 en la camara de
flujo laminar hasta que el agar este a una temperatura soportable y se distribuy6 el agar en la
caja Petri y se dejo que se solidifique.

»  Parael siguiente procedimiento que es el antibiograma, se cogié un hisopo esterilizado y se
introdujo en la suspension del microrganismo.

*  Secogi6 el medio de cultivo, se estri6 lateralmente por todo el Agar, girar 90 y repetir
hasta completar 4 giros de 90.

»  Después, con la pinza se pasa con alcohol potable, se quema en el mechero esperar que se
enfrie, luego se tomd un disco del antibi6tico y se colocé en la superficie del agar presionando.

*  Repetir el mismo procedimiento hasta colocar 6 discos de diferentes antibi6ticos y cuidar la
distribucion y el espacio de cada disco.

* Seinvirti6 la cajay se dejé incubar durante 24 horas a 37 °C.

*  Una vez pasado el tiempo se midi6 en milimetros los halos de inhibicion.
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Pesar 0.37 g Medir 20 ml de Esteriliz
de Agar [> agua destilada y |:>

ar por
Mueller colocar en el
{_i!' e 1
I | - ll__"-;h.-' .|
| Antibiogra <:| - e
F“.. t}p ILFT | i
’_(‘_ ﬂ Distribuir en la

Flamear el tubo y
con un  hisopo
introducir en la

Con la pinza
esterilizada coger el
disco y colocar en la

B\

Agar Mueller Hinton .
/s . ‘; 1
|

\ 1 . |
= — l L] "
1“ 21 /3

Estriar por toda la placa giros

de 90.

Halos de Incubar

durante 24 <:_/_/

horas a 37 °C

135435678910

llustracion 2-3: Comprobacion de resistencia a betalactamicos
Realizado por: Vallin, Norma, 2023.

3.7.6.  Realizacién de pruebas bioguimicas para la identificacion de K.pneumoniae

Pruebas macroscopicas

»  Para la preparacion del medio de cultivo se verificd las instrucciones del envase de Agar

MacConkey donde indica que se necesita 50g para 1L de agua.

509---------- 1000mL
Xg---------- 20mL
_ 20mLx50g
9= Tooome
Xg=1g
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*  Se pes6 1g de Agar MacConkey, se puso en un Erlenmeyer posterior a su esterilizacién de
20 minutos y una vez enfriado se colocé en la placa Petri.

* Con la ajuga bacterioldgica se aplico directamente a la llama del mechero hasta que este
rojo vivo, luego se espero6 que se enfrié y se cogid un inoculo de bacteria.

*  Sesembr6 mediante la técnica triple estriado

*  Seincubo durante 24 horas y se observé sus colonias.

3.7.6.1. Pruebas microscépicas tincién gram

*  Enun portaobjetos se coloc dos gotas de soluciodn salina estéril.

*  Con un palillo de madera se cogi6 una porcion de cultivo bacteriano, se colocé sobre la
gota de solucién salina y se realiz6 un extendido.

*  Sedejb secar y se fijé por calor.

»  Lamuestra se colocé sobre un soporte para realizar la tincién Gram.

*  Primero se cubri6 con una solucion cristal violeta, se dej6 actuar por 1 minuto y se lav6 con
agua no directamente sobre la muestra.

*  Seguidamente se coloco la solucién de yodo por un minuto y se lavo con agua.

*  Luego se cubri6 con alcohol al 96 % por 30 segundos y se lavé con agua.

»  Como paso final se colocd la solucion de safranina por 1 minuto, se lavd con agua y se dejo
secar la placa.

* Una vez secada la placa se coloco una gota de aceite de inmersion y se observé en el

microscopio.

3.7.7. Obtencién de la solucién Stock de los antibiéticos (amoxicilina, ciprofloxacina y

tetraciclina)

La Amoxicilina se disolvi6 en agua destilada estéril tibio, la Ciprofloxacina se disolvi6 en acido

sulfarico 0,01 N al igual que la Tetraciclina.

Amoxicilina:

*  Sepeso el antibidtico y se le coloco en un bal6n de aforo de 50mL

»  Paradiluir se esterilizo agua y se coloc6 en el balon y se aforo.

»  Pararealizar las 8 diluciones de concentraciones mas bajas hacia las altas, que van desde 4
pg/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL, 64 pg/mL, 128 pg/mL, 256 pg/mL y 512 pg/mL y se
colocé en una probeta de 10ml y aforar con caldo TSB.

*  Se colocé las diluciones en los tubos falcén.
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Ciprofloxacina:
De igual mente se prepararon 8 concentraciones diferentes que van de 1 pg/mL, 2 pg/mL, 4

pg/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL,32 pug/mL, 64 pg/mL y 128 pg/mL.

Tetraciclina:

Se prepar6 una concentracién alta de 128 pg/mL ya que se utilizd solo de control, las diluciones
se realizaron en caldo TSB con todas las medidas asépticas y la camara de flujo laminar.

3.7.8. Preparacion del cultivo nocturno a partir de una colonia de K. pneumoniae

» Para la preparacion del medio de cultivo se verifico las instrucciones del frasco de agar
TSA donde indica que se necesita 37g para 1L de agua.

cy (o M— 1000mL
Xg---------- 10ml
_ 10mLx 37g
Xg = 1000mL
Xg=0.37¢

*  Sepes6 0.37g y se coloco en el erlenmeyer para su posterior esterilizacion de 30 minutos a
una temperatura de 121 °C.

*  Una vez esterilizado se llevd a la camara de flujo y se dejo enfriar

. Se coloco el medio en las cajas Petri hasta obtener un volumen de 20mL

«  Se tomé un indculo de la bacteria reactivada, se procedié a sembrar suavemente en el agar
en forma de triple estria y se dejé incubar durante 24 horas a 37 °C.

»  Para el cultivo nocturno, se prepar6 caldo de TSB con agua destilada y luego se autoclavo
durante 30 minutos a 121 °C.

. Se dejo enfriar en la camara de flujo laminar, luego se coloc6 en un tubo de 10 ml.

*  De la caja Petri se tom6 con la asa bacterioldgica una colonia aislada previamente flameada
y se introdujo en el tubo que contiene caldo TSB.

*  Seincubo durante 24 horas a 37 °C.

3.7.9. Medicion de la densidad 6ptica (OD) del cultivo bacteriano

»  Para realizar este procedimiento se toma el tubo antes preparado en el cual debe estar

turbio y se realiz6 una dilucion 1/10.
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« Se tomé 1 mL de la dilucién, se colocé en una cubeta y despues se midiéd en el

espectrofotometro a 600nm hasta obtener una ODgonm de 0.05

3.7.10. Determinacion de la CMI de los diferente antibi6ticos de forma individualizada

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM) de amoxicilina y
ciprofloxacina en la cepa K.pneumoniae se utiliz6 una técnica microdilucion en caldo con el
método tablero de ajedrez que consiste en colocar la suspension de diferentes concentraciones
del antibidtico y bacteria en una placa de 96 pocillos, basandose en el manual M7 y M11 del
CLSI 2012 “Método de determinacion de sensibilidad antimicrobiana por dilucién” (CLSI, 2012)

»  Para tener en condiciones de esterilidad se dejé durante 20 minutos encendida la UV de la
camara de flujo laminar.

*  En una microplaca de 96 pocillos estéril desde la columna 3-10 se coloc6 con la pipeta
multicanal automatica en cada pocillo 5 pL de la dilucion de la bacteria con una ODggonm 0.05 'y
100 pL de las diluciones de los antibidticos a distintas concentraciones de la mas baja a la més
alta. Se trabajo las diluciones del antibi6tico al doble.

»  Después se adicionaron en la celdilla 1 como control positivo (caldo mas inoculo) y en otra
celdilla 12 (caldo mas antibidtico de control).

+  De la misma manera se realiza el procedimiento tanto para la amoxicilina y ciprofloxacina.
*  Seincubo de 18 a 24 horas a 37 °C, después del tiempo transcurrido se observo si hay o no
la presencia de turbidez en los pocillos.

« Para cada uno de estos ensayos se realizd por triplicado 3 biol6gicas con el fin de tener

resultados verdaderos.

Tabla 2-3: Division de los micropocillos para las diluciones del antibiético

N° Columnas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12
microplaca Blanco 5uL suspensién bacteriana + 100pL dilucion de Control
antibiotico
A:
SuL 5uL
B: ., L,
suspension suspension
'qg’ 2 C: bacteriana bacteriana
25 + +
] g D:
;E, = 100uL 100 pL dilucién de
§ 8 E: caldo TSB tetraciclina
S :
(128pg/mL)
F:
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G:

H:

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.

3.7.11. Determinacion de la CMI de forma combinada con los antibi6ticos

*  En condiciones estériles se dejo encendida la UV de la camara de flujo laminar durante 25
minutos.

* En una microplaca estéril de 96 pocillos con la micropipeta multicanal automatica se
colocd 5uL de la suspensidon bacteriana con una ODggonm 0.05 desde la columna 3 hasta la 10.

* Eneleje horizontal X se coloco las 8 diluciones de diferentes concentraciones (0,) en cada
pocillo 50 pL de amoxicilina.

* Eneleje vertical Y se coloco la dilucion del ciprofloxacina, en cada pocillo se almaceno 50
UL del antibidtico diluido de las concentracion mas baja a las altas.

*  Seincubo durante 18 a 24 horas a 37 °C.

»  Transcurrido el tiempo se observo de forma cualitativa a través de una lectura directa de la
presencia de turbidez o no en los pocillos.

»  De igual forma cada ensayo se realizé por triplicado.
3.7.12. Anélisis de los resultados

Para los resultados obtenidos se utiliz6 estadistica descriptiva para un analisis de susceptibilidad
de las 8 diluciones de amoxicilina/ciprofloxacina mediante la observacion directa de la
presencia o ausencia de turbidez en cada uno de los pocillos de las microplacas.

Para ver si existe sinergia se aplico la formula de concentraciones inhibitorias fraccionarias:

(4) N (B)
(CMDa ' (CMDb

= CIFa + CIFb = indice CIF

Segun los valores de CIF obtenidos, se interpreta:
e SiCIF <0,5 hay sinergismo
e SiCIF =1 hay adicién

e SiCIF entre 2 6 4 hay antagonismo

27



3.7.13. Proceso llevado a cabo en la investigacion

FASE 1

FASE 2

FASE 3

FASE 4

o

Adquisicion
de antibidticos

Obtencion de
la cepa

]

Donacién
INSPI

[ Recoleccion de materiales, reactivos y ]

Reactivacion de

P — -Amoxicilina

-Ciprofloxacina

-Tetraciclina

Preparacion de

~

J

medios y
antibiograma

24h

-

/

Preparacion
del stock de
antihidticos

Preparacion
del cultivo
nocturno

Preparacion de
las diluciones de
los 3 antibidticos
a diferentes
concentraciones.

Medicion de la
densidad
oOptica 0.05

A

~

/Aplicacién del método
tablero de ajedrez de
96 pocillos: solucion
del  antibidtico a
diferentes
concentraciones  mas

\solucién de la bacteria./

Determinacién de la CMI
de forma individual y
combinada

Interpretacion de analisis

¢EXxiste si
ono
efecto

sinéraico

FIN

Conclusiones

lustracion 3-3: Flujograma de métodos y técnicas usados en cada fase de la investigacion

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Reactivacidon y confirmacion de la identidad de la cepa bacteriana

4.1.1. Andlisis de las pruebas bioquimicas y microscépicas para la identificacion de la cepa
bacteriana

Tabla 1-4: Resultados de pruebas bioquimicas y microscépicas de la cepa de K. pneumoniae

Andlisis microscopicas y macroscopicas
Tipo de analisis Resultados

Macroscopicas En agar MacConkey se formé colonias rosadas,
grandes, brillantes, mucoides y un aspecto de huevo
estrellado.

Microscopicas Bacilos Gram negativos

Pruebas Bioguimicas

MIO CITRATO | UREA | SIM KLIGER

Movilidad - + + Indol - Fermentacion
Motilidad -

Indol - Glucosa +

Sacarosa +
Ornitina - SH» - Lactosa +
descarboxilasa

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.

Una vez obtenida y reactivada la cepa de Klebsiella pneumoniae se realizaron las pruebas de
identificacion para lo cual se sembrd en un medio de diferenciacion selectivo para la familia
Enterobacteriaceae como lo es el Agar MacConkey, los andlisis macroscopicos, microscopicos
y pruebas bioguimicas realizadas coinciden con lo reportado por el Instituto Nacional de
Rehabilitacion “Dra. Adriana Rebaza Flores de Peru (2013, pp. 9-10) donde se afirma que tras las
24 horas de incubacion en Agar MacConkey, se observan colonias rosadas con aspecto
mucoide, bacilos gram negativos bajo el microscopio y las pruebas bioquimicas determinaron
mediante el medio MIO: Movilidad (-), Indol (-) y Ornitina (-); prueba de Citrato y Urea

positivas, fermentan todos los carbohidratos y no son productoras de SH,. (ANEXO A)
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Dichos datos se complementan con lo establecido por (Sierra, 2016, pp. 39-40) quien para la
identificacion de Klebsiella pneumoniae proveniente de diversas muestras clinicas observé un
total de 93 cepas cuya vista bajo al microscopio confirma pertenecer al grupo de los bacilos
gram negativos, ademas de ser lactosa positivas, mucoides, catalasa positiva y oxidasa negativo;
de la misma manera las pruebas bioguimicas para la identificaciébn de Enterobacterias,

confirman la presencia de Klebsiella pneumoniae en los medios de cultivo utilizados.

4.2.  Antibiograma

Tabla 2-4: Resultados del antibiograma de K. pneumoniae

Antibiético Diametro de la zona (mm)|Resultado
EUCAST,2022
R< I S> Medicion en|[R/1/S
mm
AZM |15 13 14-17 18 13 R
CXM |30 19 20-47 50 24 |
AM |10 14 - 14 13 R
AMC | 30 19 - 20 19 R
CRO |30 25 - 25 32 S
CIP |5 22 22-24 25 21 R

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.

Nota: R: resistente, S: sensible, I: intermedio. Azitromicina (AZM), Cefuroxima (CXM),
Ampicilina (AM), Amoxicilina + &cido clavulanico (AMX), Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina
(CIP) tomados de CLSI 2020.

Una vez identificado el microorganismo se procedi6 a realizar las pruebas de susceptibilidad a
los antimicrobianos, para lo cual se emplearon antibidticos de distintos grupos farmacoldgicos:
Betalactdmicos (CXM, AM, AMC, CRO), Macrblidos (AZM) y Quinolonas (CIP),
considerando las recomendaciones de EUCAST respecto a la consideracion de sensibilidad y
resistencia, para la familia Enterobacteriaceae, teniendo como resultado que, la cepa de K.
pneumoniae presentd resistencia a tres antibidticos betalactamicos (Ampicilina, y
Amoxicilina/Acido clavulanico) y a la Unica quinolona considerada en el estudio
(Ciprofloxacina) (ANEXO C) (Rapoport, 2023, pp. 16-20).
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Para el afio 2001, Klebsiella pneumoniae presento resistencia elevada frente a betalactamicos de
uso clasico, mientras que, para las quinolonas de 14.970 aislamientos, el 10% presentaba

resistencia a dicho grupo de antibi6ticos (De la Parte et al. 2001, pp. 14-22).

Tan solo 9 afios se reportd que, los aislamientos de Klebsiella pneumoniae presentaron 10% de
resistencia a ampicilina, 80% para Amoxicilina/Acido clavulanico y 45.5% de resistencia para
Ciprofloxacina, lo que demuestra una alarmante situacion frente a la resistencia que presenta el

microrganismo estudiado después (Castro, et al. 2010, pp. 1013-1016).

A nivel general Klebsiella pneumoniae presenta un elevado porcentaje de resistencia a los
Betalactamicos, el cual en su mayoria es explicado por el uso indiscriminado de antibi6ticos a
escala mundial, lo cual ha ocasionado que la expresion de los genes se propague entre los
miembros de la mima especie (Sierra, 2016, pp. 53-54).

4.3.  Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) individual de

Amoxicilina y Ciprofloxacina

Tabla 3-4: Determinacion de la CMI de la Amoxicilina frente a K. pneumoniae

N° Columnas | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
microplaca

A4

B: 8

C: 16

D: 32

E: 64

CONTROL

F:128

G:256

Concentracion de las diluciones (ug/mL)

H: 512

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de amoxicilina frente a la cepa de K.
pneumoniae, se empled un panel de microdilucion en caldo de 96 pocillos frente a 8
concentraciones diferentes de Amoxicilina. Como se observa en la Tabla 5-4, la presencia o
ausencia de crecimiento microbiano se comprob6 visualmente a través de la turbidez del medio,

por lo tanto, a una concentracion menor a 8 pg/mL el medicamento no tiene efecto sobre la
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bacteria (turbio), cuando la concentracién se encuentra entre 16-32 pg/mL tiene un ligero efecto

en el crecimiento bacteriano.

La CMI se determino en la fila E con una concentracion de 64 pg/mL (ANEXO D), debido a
gue hubo ausencia de turbidez, que indica la capacidad del medicamento de inhibir a K.
pneumoniae. De acuerdo al Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos (EUCAST), la CMI para la Amoxicilina es >512 pg/mL frente a K.
pneumoniae es alta, debido a que esta bacteria tiene un mecanismo de resistencia por
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), también puede deberse al origen de la cepa y
distintas condiciones como: temperatura, humedad, asi como también al uso indiscriminado por
parte del ser humano, sin embargo, el valor obtenido en este estudio (64 pg/mL) esta dentro del
rango de resistencia (IDEXX, 2022).

Un estudio sobre la “Resistencia a la colistina en cepas de Klebsiella
pneumoniae multidrogorresistente del periodo 2015-2018 en un instituto materno perinatal de
Lima, Per0”, al evaluar la resistencia bacteriana de 36 cepas aisladas de K. pneumoniae, reporté
una sensibilidad disminuida de esta bacteria a los betalactdmicos: cefotaxima (88.8%),
ceftazidima (63.8%) y amoxicilina + &cido clavulanico (55.5%), determinando que, la
resistencia observada pudo deberse a que los bacilos gram negativos tienen como principal

mecanismo de resistencia, la produccién de beta-lactamasas (Matsuoka, et al. 2021, pp. 7181).

Tabla 4-4: Determinacion de la CMI de la ciprofloxacina frente a K. pneumoniae

N© Columnas | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
microplaca

Al
E B:2
S~
-1
2 | c4 y
g O
.g D: 8 x
= =
o | E16 CZ)
Ko}
P O
t .
:g F:32
8
€
5}
c G: 64
]
(&)

H: 128

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.
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La Concentracion Minima Inhibitoria de Ciprofloxacina frente a la cepa de Klebsiella
pneumoniae se realizdé con la misma metodologia, empleando un panel de microdilucion en
caldo con 96 pocillos, se obtuvo que la CMI para ciprofloxacina fue de 32 pug/mL (ANEXO E).
Segun el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST), para
el grupo de las Enterobacteriaceae, los valores de concentraciobn minima inhibitoria de
Ciprofloxacina deben ser > 8 pg/mL, al ser microorganismos resistentes al tratamiento
antibiotico. Dicha informacion concuerda con lo reportado en un estudio sobre “Resistencia a la
colistina en cepas de Klebsiella pneumoniae multidrogorresistente del periodo
2015-2018”donde se determind que, esta bacteria era resistente a quinolonas, en 36% para

levofloxacina y 47% para norfloxacina (Matsuoka et al. 2020).

Para explicar esta problematica, se estableci6 que la restriccion para el uso de cefalosporinas de
amplio espectro acarrea el uso de otros antibioticos de generacion reciente, promoviendo la
aparicion de bacterias multidrogoresistentes, siendo la ciprofloxacina un factor de riesgo para
adquirir una infeccion por K. pneumoniae BLEE (+), pues en este estudio el 78% de las cepas

de K. pneumoniae eran resistentes a ciprofloxacina (Bermejo et al., 2006, pp. 316-318).

4.4,  Determinacion de la sinergia in vitro de la combinacién de Amoxicilina y

Ciprofloxacina frente a K. pneumoniae resistente a los betalactamicos.

Tabla 5-4: Determinacion de la CMI de la combinacion de Amoxicilina y Ciprofloxacina
NO Columnas | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12

v

A

|

« O

m.g Ind

L 5 =

[T 2

° € O

5 € ©
T c
o C
T {
8:
c .
o &
o =
T

128 | 256

Concentracion de las diluciones Amoxicilina (ug/mL)

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.
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El aumento de la resistencia bacteriana es un hecho evidente y a la vez un problema de salud a
nivel mundial, ya que a pesar que las industrias farmacéuticas producen nuevos antibioticos
disponibles, la presencia de microorganismos multirresistentes es cada vez mas frecuente, por
esa razon se ha identificado una nueva terapia mediante la combinacién de dos antibidtico cuyos
mecanismo de accion actlen en diferente diana y sobre todo que tengan menos efectos adversos

durante el tratamiento (Guevara y Maldonado 2021).

Para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria de la combinacion de Amoxicilina y
Ciprofloxacina frente a cepas de K. pneumoniae se empled el método tablero de ajedrez una
dilucion de placa, lograndose determinar que, al combinar dichos antimicrobianos existe una
disminucion de la CMI del antibiético A (Amoxicilina) en presencia del antibiético B
(Ciprofloxacina) (ANEXO F).

La combinacion de antibiéticos no debe realizarse a menos que se establezca un efecto
sinérgico. Un estudio sobre “Combinaciones de antibioticos y quimioterapicos”, establecio que,
la combinacidon de quinolonas con betalactdmicos reduce el desarrollo de resistencias, causando
la lisis bacteriana por los diferentes mecanismo de accion, pues las quinolonas actlan
inhibiendo el ADN girasa y los betalactdmicos inhiben la sintesis de la pared celular, por lo que

su combinacion se reservara para infecciones persistentes o complicadas de tratar (Lorenzo, 2017,
p. 12)

Un estudio sobre “Evaluacion del efecto de antraquinonas sintéticas combinadas con
ciprofloxacina sobre cepas de K. pneumoniae resistentes a antibioticos”, al evaluar el efecto de
la combinacién de ciprofloxacina con antraquinonas sintéticas sobre esta bacteria, determind
que, la sensibilidad in vitro de K. pneumoniae no tuvo mejoria con dicha combinacion. Al
comparar con los resultados obtenidos en este estudio, se pudo concluir que la asociacion de un
medicamento con la antraquinona (quinona natural) no tuvo resultados efectivos, mientras que,
la asociacion de dos compuestos quimicos (amoxicilina + ciprofloxacina) que tienen un
mecanismo de accion farmacoldgico conocido frente a diversas bacterias, si tuvo un efecto

sinérgico (Olivo y Grunauer, 2020, p. 46).

Para la comprobacion del sinergismo entre dos antibioticos, se requiere que el efecto de la
combinacion sea mayor al efecto individual. Como se observa en la Tabla 7-4 (ANEXO F), la
CMI de amoxicilina es 64 pg/mL y del ciprofloxacina es 32 pug/mL, mientras que, al combinar
estos medicamentos, se redujo la CMI a 16 pg/mL para amoxicilina y 8 pg/mL para

ciprofloxacina. El mecanismo de accion de la combinacion de los dos medicamentos se basa en
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que la amoxicilina inhibe la sintesis del peptidoglicano (principal componente de la pared

bacteriana) y la ciprofloxacina ingresa a la célula e inhibe la sintesis del ADN de la bacteria.
4.4.1. Célculo del Indice de la concentracion inhibitoria fraccionaria (CIF)

Antibiético A: Amoxicilina
e (CMI)a Amoxicilina: 64 pg/mL

e  CMI de la combinada del antibidtico A en presencia del antibiotico B: 16 pg/mL

(4)
(CMDa
(16 pg/mL)
(64 pg/mL)a

CIFa: 0.25

CIFa

CIFa

Antibiotico B: Ciprofloxacina
e (CMI)b Ciprofloxacina: 32 pg/mL

e CMI de la combinada del antibidtico B en presencia del antibi6tico A: 8 pg/mL

(B)
CIFb b

(8 pg/mlL)
(32 pug/mL)b
CIFb: 0,25

CIFb

e Calculo de la concentracién inhibitoria fraccionada total

indice CIF = ) + (B) = CIFa + CIFb
cMba T cMDb

CIF = 0.25+ 0.25=0.50

Tabla 6-4: Resultados del experimento de sinergia mediante el método de tablero de ajedrez

Antibiético 14 horas de incubacion
A B FICa | FICb | FICt Interaccién
Amoxicilina Ciprofloxacina 0.25 0.25 0.50 Sinergia

Realizado por: Vallin, Norma, 2023.
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Una vez determinado la Concentracion Minima Inhibitoria de la combinacién de Amoxicilina 'y
Ciprofloxacina, se procedi6 a determinar la existencia del efecto sinérgico in vitro en
comparativa con su concentracion de manera individualizada, para lo cual, se realiz6 el calculo
del indice de la Concentracion Inhibitoria Fraccionada para cada uno de los antibidticos
utilizados y para su combinacién, obteniendo un valor a las 14 horas de incubacion de 0.25 para
Amoxicilina y Ciprofloxacina, mientras que la CIF total fue de 0.50 valor que es considerado

como combinacion sinérgica in vitro, dado que su valor es < 0.5 (Blasco et al. 2020, pp. 10).

Un estudio sobre “Evaluacion de la sinergia en la asociacion de antibi6ticos de productos
farmacéuticos”, evidencié que existe un sinergismo parcial en la asociacién de amoxicilina/
norfloxacino para cepas de E. coli, valores que se relacionan con los resultados obtenidos en el

presente estudio, debido a que son bacterias de la misma familia Enterobacteriaceae (Cachicatari
y Palomino 2017, pp. 45).

La combinacion de dos grupos de antibidticos tiene diversas ventajas entre las que destaca la
posibilidad que el microorganismo sea sensible al menos a uno de los antibidticos. Una
investigacion sobre “Indicaciones de la antibioterapia combinada en la neumonia comunitaria
que precisa ingreso”, determiné que, el uso de terapias combinadas entre betalactdmicos y
fluoroquinolonas han reducido la mortalidad de los pacientes hospitalizados con diagndéstico de

neumonia debido a K. pneumoniae (Fernandez 2019, p.29).
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CONCLUSIONES

e  Se evaluo el efecto sinérgico de la combinacion de amoxicilina y ciprofloxacina frente a K.
pneumoniae resistente, mediante el método de tablero de ajedrez en un tiempo de 14 horas
observando un buen comportamiento inhibitorio in vitro frente a la cepa debido a que la
combinacion de antibidticos con diferente mecanismo de accion detiene el desarrollo bacteriano
en dos puntos diferentes de su crecimiento, en este caso, un betalactamico y una

fluoroquinolona, impidiendo la formacién de la pared bacteriana y la replicacion de su ADN.

e Se determind la concentracion minima inhibitoria de la combinacion de amoxicilina y
ciprofloxacina frente a una cepa de Klebsiella pneumoniae resistente posterior a su cultivo y
antibiograma, empleando las CMI para los dos antibi6ticos individualmente (64 pg/mL en
amoxicilina 'y 32 pg/mL en ciprofloxacina) y al realizar la combinacién de los antimicrobianos

la CMI se redujo a 16 pug/mL para amoxicilina y 8 para ciprofloxacino, con un CIF total de 0,50.

e Se compard la eficacia de la combinacion de los antibiéticos amoxicilina y ciprofloxacina
con la CMI individualizada de los medicamentos, determinando que, al obtener un valor de CIF
de 0,5 se comprobd el efecto sinérgico contra K. pneumoniae resistente a betalactamicos.

e Se compard la efectividad de la combinacion entre Amoxicilina y Ciprofloxacina con un
antibidtico de amplio espectro como la tetraciclina (CMI de 128 pg/mL), que fue utilizado en
cada microplaca como control, concluyendo que, con el efecto sinérgico se alcanzé un adecuado

efecto inhibitorio frente a K. pneumoniae resistente a betalactamicos.
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RECOMENDACIONES
e  Evaluar el efecto sinérgico in vitro de mas combinaciones de antibi6ticos como propuesta
para el tratamiento de infecciones bacterianas con etiologia resistente o multirresistente en

ambientes hospitalarios y comunitarios.

e Implementar métodos basados en Biologia Molecular para el estudio in vitro de efectos

sinérgicos o0 antagonicos de asociaciones farmacoldgicas frente a microorganismos resistentes.

e  Estudiar el comportamiento farmacoldgico de la asociacion de los principios activos

amoxicilina y ciprofloxacino en una misma forma farmacéutica posterior a su disefio.
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ANEXOS

ANEXO A: ANALISIS DE LAS PRUEBAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS

Pruebas macroscopicas

Pruebas microscopicas




ANEXO B: ANALISIS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

UREA

SIM KLIGER




ANEXO C: ANTIBIOGRAMA




ANEXO D: CMI INDIVIDUAL DE AMOXICILINA




ANEXO E: CMI INDIVIDUAL DE CIPROFLOXACINA




ANEXO F: CMI COMBINADA ENTRE AMOXICILINA'Y CIPROFLOXACINA
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