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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo estudiar el efecto sinérgico de la
combinacion de amoxicilina y levofloxacina frente Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM). El tipo de investigacion fue experimental con enfoque cuali-cuantitativo y se desarrollé
en tres fases: primero se determind la concentracidn minima inhibitoria de la combinacion de
amoxicilina y levofloxacina frente a SARM, después se compard la eficacia que presenta la
sinergia de la combinacién antibidtica y finalmente, se comprobo la eficacia de la combinacion
con respecto al linezolid. Como resultados se obtuvo que, al evaluar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los antibi6ticos fue de 8 pg/mL en amoxicilina 'y 3 pg/mL en levofloxacina,
con el fin de evaluar la sinergia de la combinacién de los medicamentos, se calculd el indice de
la concentracién inhibitoria fraccional (FIC) que al ser de 0,1458<0,5 se evidencio la sinergia
entre los antibiotico analizados y finalmente, al comparar el efecto antibacteriano con el linezolid,
se determind que, la CMI del linezolid fue de 2 pg/mL y la CMI de la combinacién de amoxicilina
y levofloxacina fue de 2ug/mL y 3 pg/mL respectivamente. Se concluy6 que, si hubo un efecto
sinérgico al combinar amoxicilina y levofloxacina, ya que se potenci6 el efecto antimicrobiano
contra SARM que es una de las principales bacterias causantes de infecciones nosocomiales a
nivel sanitario. Se recomienda realizar el analisis del sinergismo de otras combinaciones de
antibacterianos sobre las bacterias SARM y emplear un andlisis in vivo del sinergismo

farmacoldgico.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <ANTIBIOTICO>, <AMOXICILINA>,
<LEVOFLOXACINA>, <SINERGISMO>, <Staphylococcus aureus RESISTENTE A
METICILINA>.
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ABSTRACT

The objective of this research was to study the synergistic effect of the combination of amoxicillin
and levofloxacin against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). The type of
research was experimental with a qualitative-quantitative approach and was done in three phases:
first, the minimum inhibitory concentration of the combination of amoxicillin and levofloxacin
against MRSA was determined, then the efficacy of the synergy of the antibiotic combination was
compared, and finally, the efficacy of the combination with respect to linezolid was tested. The
results showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics was 8 pug/mL
in amoxicillin and 3 pg/mL in levofloxacin, in order to evaluate the synergy of the combination
of the drugs, the fractional inhibitory concentration index (FIC) was calculated and when it was
0.1458<0.5, the synergy between the antibiotics was evidenced and finally, when comparing the
antibacterial effect with linezolid, it was determined that the MIC of linezolid was 2 pg/mL and
the MIC of the combination of amoxicillin and levofloxacin was 2 pg/mL and 3 pg/mL
respectively, the MIC of the combination of amoxicillin and levofloxacin was 2 pg/mL and 3
pg/mL respectively. It was concluded that there was a synergistic

effect when combining amoxicillin and levofloxacin, since the antimicrobial effect against
MRSA, which is one of the main bacteria causing nosocomial infections at the sanitary level, was
enhanced.

It is recommended to analyze the synergism of other antibacterial combinations on MRSA

bacteria and to use in vivo analysis of pharmacological synergism.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <ANTIBIOTIC>, <AMOXYCILLIN>,
<LEVOFLOXACIN>, <SYNERGISM>, <METHICILLIN RESISTANT Staphylococcus

aureus>.

06054497397
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud y el Foro Econémico Mundial, existen multiples
reportes del aumento de la resistencia bacteriana, convirtiéndose en uno de los mayores problemas
de salud publica al dificultar el tratamiento de las enfermedades infecciosas, aumentando la
morbi-mortalidad, reduciendo la eficacia terapéutica y causando un retroceso de la medicina
moderna a la era pre-antibidtica. Ademas, en términos econdmicos, causa un aumento en el gasto

de la atencion de salud, amenazando la seguridad sanitaria al perjudicar el comercioy la economia
(Calderén y Aguilar 2018, p. 758).

Durante casi siete décadas la humanidad ha participado del beneficio de los antibiéticos. Hoy en
dia, la gran mayoria de los procesos infecciosos se resuelven con cursos cortos de tratamiento,
pero es cada vez mas frecuente encontrar en nuestra practica y en los reportes cientificos ejemplos

de una amplia resistencia a los antibi6ticos (Ponce et al. 2019, p. 681).

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) menciona que la resistencia a los
antimicrobianos es una de las diez principales amenazas de salud publica a las que se enfrenta la
humanidad, por el uso inadecuado de medicamentos, falta de saneamiento, control inadecuado en

el tratamiento de infecciones, entre otras (OPS 2018, p.2).

La Sociedad Espafiola de enfermedades infecciosas de Valencia, en el afio 2019 incluyé en el
marco de seguimiento un nuevo indicador sobre la resistencia antimicrobiana. Mediante este
indicador se efectu6 el seguimiento de la frecuencia de las septicemias de Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM), determinando que, en el 2020 se report6 septicemias debidas
al SARM en 25 paises, por lo que la tasa de prevalencia de S. aureus resistente a la meticilina es

de 12,11% (SEIMC 2019, p. 1).

Las medidas mas eficaces para el control de las infecciones por S. aureus en general y SARM en
particular, son las barreras que limitan su extension, por lo cual, se requieren mas innovaciones e
inversiones en investigaciones operacionales y en investigacion y desarrollo de nuevos
medicamentos antimicrobianos, vacunas y medios de diagndstico, especialmente los dirigidos
contra bacterias criticas que se han convertido en un problema de salud a nivel global (Herrera 2021,
p. 5).



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

Uno de los microorganismos que ha ocasionado mayor impacto en la salud de la poblacion a nivel
global es S. aureus, un tipo de Staphylococcus muy comdn y el méas peligroso dentro de este grupo
por su alto indice de patogenicidad; lo que ha generado durante afios en expertos y cientificos una
necesidad de buscar un posible tratamiento capaz de erradicar esta bacteria, sin embargo, este
patégeno ha demostrado la capacidad de adquirir farmacorresistencia y producir ineficacia
terapéutica (Zendejas et al. 2014, p.17).

El primer tratamiento utilizado en infecciones provocadas por S. aureus fue la penicilina;
aparentemente por un periodo de tiempo corto este medicamento actuaba de manera eficaz, hasta
gue aparecieron las primeras cepas resistentes, que fueron aisladas y que generaron un mecanismo
de resistencia que consiste en la produccién de una enzima Ilamada penicilinasa (codificada por

un plasmido), la cual hidroliza el anillo betalactamico de la penicilina (Martin, 2002, p.31).

En 1960 estas colonias de S. aureus resistentes a penicilina se propagaron y provocaron una
pandemia, que conllevo a la blsqueda de nuevos tratamientos. Es asi que a base de la
modificacion quimica del primer antibi6tico la penicilina se cre6 un farmaco semisintético la
meticilina. No obstante, los reportes iniciales de cepas resistentes a la meticilina (MRSA)
asociadas a infecciones nosocomiales fueron publicados en 1961, en las que se encontraron un

gen denominado mecA, el cual codifica una proteina de unidn a la penicilina de baja afinidad
(Cercenado y Ruiz, 2008 p.22).

Mas adelante en los afios 70 estas cepas MRSA ocasionaron varias olas de contagios en los
hospitales de Europa, que fueron tratados con antibi6ticos como la vancomicina y teicoplanina.
A pesar de ello, en 2002 fueron reportados los primeros casos de infecciones provocadas por S.
aureus resistentes a vancomicina (VRSA) al igual que cepas con una susceptibilidad reducida a

la teicoplanina (Castellano y Perozo, 2010, p.5).

A diferencia de la penicilinasa, la resistencia a la meticilina confiere un amplio espectro de

resistencia a antibioticos betalactamicos que incluyen penicilinas, cefalosporinas y carbapénicos.
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Ademas, que las infecciones provocadas por S. aureus no solamente se dan a nivel hospitalario

sino también a nivel comunitario (Quesada, 2010, p.12).

Es importante analizar esta problematica y generar alternativas terapéuticas, pues la habilidad que
posee S. aureus para adquirir resistencia a antibioticos, la convierte en uno de los patégenos mas

letales y por ende una de las mayores amenazas para la salud publica y global.

1.2. Justificacion

Los microorganismos han ido generando mecanismos evasivos a antibiéticos, desde la utilizacion
de la penicilina hasta antibiéticos méas resientes. Esta farmacorresistencia es un gran problema
que atraviesan los sistemas de salud. Segun datos establecidos por la OMS se proyecta que para
el afio 2050 se evidenciard mayor resistencia bacteriana lo que ocasionaria por lo menos la muerte

de diez millones de personas al afio en el mundo (Parra'y Zapata, 2020, p.1).

Se realizd un analisis global que indica que de todos los patdgenos que generan resistencia S.
aureus se encuentra en una categoria de Prioridad 2 — Elevada, en especifico el S. aureus resistente
a meticilina (MRSA) que representan mas del 20% y segln reportes podrian llegar a ser hasta
maés del 80%. Solo en China la proporcion fue del 44,6% en el 2014. En Estados Unidos MRSA
caus6 mas de 80.000 infecciones y mas de 11.000 muertes durante el afio; pues una vez que

alcanza el torrente sanguineo causa la muerte del 10 — 30% de los pacientes (Niola et al. 2020, p.3).

Dado el peligro que constituyen las cepas de MRSA para la comunidad y pacientes hospitalizados
y su alto rango de resistencia a antibi6ticos, se ha considerado en las Ultimas décadas diferentes
alternativas de terapia que incluyen: terapia de fagos, combinacién de antibiéticos, probidticos y
péptidos antimicrobianos. Siendo una de las estrategias que mayor eficacia ha alcanzado en
ensayos in-vitro la sinergia de antibidticos. La cual consiste en combinar antibiéticos ya
aprobados que individualmente no presentan eficacia, pero en combinacion su efectividad es

significativa e incluso puede ser comparable al uso de antibidticos de Gltima generacion (Canut et
al. 2020, p.5).

Por otro lado, el desarrollo de nuevos principios activos no es lo suficientemente satisfactorio,
pues la formulacién no es tan rentable para las compafiias farmacéuticas debido al tiempo
prolongado de los ensayos (10 a 15 afios); y el costo promedio de 2.500 millones de ddlares; es

por esto que surgen otras alternativas. Se ha evidenciado en diferentes estudios que las
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combinaciones de antibidticos presentan efectos sinérgicos, actuando en la inhibicion del

crecimiento microbiano con dosis menores que las que se requieren de manera individual
(Hernandez, 2014, p.21).

Para seleccionar la combinacién antibidtica mas idonea se debe considerar los beneficios y
perjuicios posibles de cada fArmaco, para lo cual se evallan parametros como el mecanismo de
accion, la interaccion con el 6rgano diana, las reacciones adversas (asociados son ototoxicidad y
nefrotoxicidad) y el coste. La combinacion planteada es amoxicilina mas levofloxacina, pues se
pretende que la amoxicilina sea la puerta de entrada para que se genere la accion de la
levofloxacina frente a una cepa MRSA ya que, la amoxicilina inhibe la sintesis del peptidoglucano
de la pared celular, mientras que la levofloxacina impide la sintesis de &cidos nucleicos,

provocando asi la muerte de la bacteria (Alvo et al. 2016, p.10).

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

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general



Evaluar el efecto sinérgico de la combinacion de amoxicilina y levofloxacina frente a una cepa

de S. aureus resistente a meticilina.

1.3.2. Objetivos especificos

o Determinar la concentracion minima inhibitoria de la combinacion de amoxicilina y
levofloxacina frente a MRSA.

e Comparar la eficacia que presenta la sinergia de la combinacion antibidtica con la eficiencia

de los antibiéticos por monoterapia.

e  Comprobar la eficacia de la combinacién con respecto al Linezolid frente a MRSA.

CAPITULO I

2. MARCO TEORICO



2.1. Referencias tedricas

2.1.1. Staphylococcus aureus

Es una bacteria que pertenece a la familia Staphylococcaceae, se caracteriza por ser inmévil, gram
positiva, su tamafio varia entre 0,8 y 1,5 micrometros de didametro (ilustracion 1-2). En cuanto a
su metabolismo son anaerobios facultativos, coagulasa positiva, catalasa positiva y oxidasa
negativa. En cuanto a su morfologia posee colonias brillantes, lisas y convexas que poseen un
endopigmento de un color que va desde el amarillo hasta blanco porcelana dorado, por lo cual se
le denomino “aureus”. Para que se dé su crecimiento requiere un rango de temperatura de 30-40°

C y el medio de cultivo ideal es el agar sangre (Cervantes et al. 2014, p.1).

lustracion 1-2: Staphylococcus aureus

Fuente: Cervantes et al. 2018.

Esta bacteria forma parte de la microbiota de la piel y coloniza alrededor del 30% de las fosas
nasales de un individuo sano. Se considera un microorganismo patégeno ya que causa una gran
variedad de infecciones: problemas dérmicos como los foranculos, ampollas, vejigas y abscesos
cutaneos y otras patologias como neumonia, meningitis, endocarditis, sindrome del shock toxico

(SST) y sepsis (Cadena et al. 2018, p.2).

2.1.1.1. Epidemiologia

S. aureus es un patégeno importante, ya que forma parte de la microbiota humana, aunque su

colonizacién mas frecuente es a nivel de la mucosa nasal. Existe mayor probabilidad de adquirir
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alguna infeccidn en las unidades hospitalarias, en especial, pacientes inmunodeprimidos con

diabetes, hemodidlisis, afecciones cutaneas, VIH o pacientes con algun tipo de adiccidn (Pasachova
etal. 2019, p. 25).

También pueden darse casos donde el portador nasofaringeo es asintomatico y esto se relaciona
con la presencia de MRSA, siendo frecuente en casos de bacteremias, heridas quirdrgicas y
neumonia en pacientes ventilados. En los Gltimos afios se ha observado que esta bacteria ha
adquirido mayor resistencia a diversos antibiéticos que se usaban generalmente para su

tratamiento (Pasachova et al. 2019, p. 26).

2.1.2. Patogenicidad

2.1.2.1. Infeccion de S. aureus

La septicemia por S. aureus se clasifica en tres categorias:
* Relacionadas con centros asistenciales de salud (nosocomiales).
*  Adoptado en la comunidad.

»  Asociadas con la comunidad inicio de la salud (no nosocomiales).

Ademas, entre las patologias que causan se encuentran las enfermedades mediadas por toxinas:
sindrome de la piel escaldada, el sindrome del choque toxico e intoxicacion alimentaria. Entre las
infecciones supurativas se encuentra el impétigo, carbunco, bacteriemia, endocarditis o

endocarditis infecciosa, pneumonia necrotizante, osteomielitis, artritis séptica, entre otras
(Cervantes et al. 2014, p.14).

2.1.2.2. Factores de virulencia

Los factores de virulencia de S. aureus estan relacionados con su capacidad para adherirse a las
superficies, las diferentes interacciones contra el sistema inmune y el modo en que produce los
efectos toxicos, como se indica a continuacion:

+  Genoma: esta compuesto por plasmidos y pares de bases. Ejemplo: Plasmido pUSAO02 (gen
tetK) que codifica la resistencia a tetraciclina y plasmido pUSAOQ3 (genes ermC vy ileS) que
codifica la resistencia a macroélidos, lincosamidas estreptogramina B y mupirocina.

* Islas de patogenicidad: formada por un elemento mdvil catabdlico arginina, ACME — cepa
USA300, SCCmec — gen mecA y vSaa y vSa B. Su funcion es persistir y prosperar en diferentes
ambientes, da resistencia a la meticilina y codifica genes de virulencia como la leucocidina y los

superantigenos.



*  Profago: es otro tipo de elemento mavil que posee ciertos genes. Ejemplo: Sa2USA — Toxina
PVL es una proteina (LUkS-PV y LukF-PV) que provocan muerte celular y Sa3USA: codifican
las estafiloquinasas y proteinas inhibidoras de quimiotaxis.

»  Cépsula mucoide: formado por polisacéridos celulares (11 serotipos) y la funcidn es facilitar
la adherencia y posee capacidad antifagocitaria contra los neutr6filos PMN.

*  Biopelicula: matriz extracelular formada por: exopolisacaridos, proteinas y acidos nucleicos
y la funcion es proporcionar un mecanismo de resistencia bacteriana. (Galli et al., 2019).

»  Pared celular: formado por dos componentes como el acido lipoteicoico y el peptidoglicano,
la parte hidrofobica del &cido lipoteicoico se encarga de la adherencia; y la parte bésica es el
peptidoglicano que le confiere resistencia y tolerancia osmotica.

* Enzimas: existen diversas enzimas como las Hemolisinas (alfa, beta, gamma, delta),
Leucocidinas, proteina fijadora al colageno, proteina fijadora de fibronectina, el factor de
agregacion (clumping factor) y la coagulasa.

También se encuentran la proteina A, catalasas, nucleasas, lipasas, proteasas, penicilinasas y
estafiloquinasas. En cuanto a su funcidn, las hemolisinas tienen capacidad hemolitica y citolitica,
actuando sobre determinadas células del huésped, como leucocitos, plaquetas, macréfagos y
fibroblastos, mientras que, la proteina A bloguea la fraccién Fc de las IgG, inhibe la opsonizacion
y la fagocitosis. Actlan destruyendo los desmosomas del estrato granuloso.

»  Toxinas: estan formadas por toxina Panton-Valentine (PVL) - regulada por el gen agr, y la
toxina exfoliativas o epidermoliticas: Ay B (ETAy ETB).

*  PVL: es una leucocidina formadora de poros.

*  Superantigenos: son exotoxinas pirdgenas (TSST-1) y las enterotoxinas estafilococicas que
su funcion es impedir la activacion del sistema inmune a través de un contacto normal entre las

células presentadoras del antigeno y los linfocitos (Suarez A., 2017).

2.1.3. Tipos de MRSA

2.1.3.1. CA-MRSA

Staphylococcus aureus meticilina resistente adquirido en la comunidad tuvo su aparicion en los
afios 90 los primeros casos en pacientes sin antecedentes de hospitalizacion. Estos se asocian a
infecciones pidgenas de piel y tejidos blandos; presentan resistencia a todos los B-lactdmicos
como la penicilina, oxacilina y cefalosporinas y son sensibles a una gran parte del resto de

farmacos. Este mecanismo se confiere por el gen mecA, localizado en un elemento genético movil
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llamado cassette cromosomal estafilococico (SCCmec) que codifica una proteina de union a la
penicilina (PBP2a) la cual no permite la unién a los pB-lactdmicos (Gomez, et al. 2008).
2.1.3.2. HA-MRSA

Staphylococcus aureus meticilina resistente adquiridos en el hospital o nosocomiales se
caracterizan por neumonias y sepsis. Se ha asociado HA-MRSA a varios factores de riesgo, entre
los cuales tenemos: hospitalizacion reciente y permanencia en unidades de cuidados intensivos
(UCI); con el agravante de que los trabajadores de la salud y los pacientes colonizados por MRSA
pueden convertirse en nuevos focos de infeccion. Ademas de deteriorar la salud de los individuos,
las infecciones por HA-MRSA generan una gran carga para las instituciones de salud, por su
fuerte asociacién con altas tasas de morbilidad y mortalidad y por el incremento en los costos de
la estancia hospitalaria (Jiménez et al. 2009, p.1).

2.1.3.3. LA-MRSA

Staphylococcus aureus meticilina resistente asociado al ganado (LA-MRSA) se utiliz6 para
referirse a este tercer grupo de cepas de MRSA que se consideraban un reservorio en los animales
de ganado. Es diferente de otros tipos de MRSA, como las cepas hospitalarias 0 comunitarias,
gue se encuentran con mas frecuencia en humanos. No se transmite tan facilmente de una persona
a otra. Sin embargo, se ha descubierto que las personas que viven con trabajadores ganaderos

pueden ser colonizados (Crespo et al. 2021, p.5).

2.1.3.4. Cepas mas relevantes

+ COL

También conocida como NRS100 es una cepa arcaica de S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA) del Reino Unido. La cepa COL se deposité como resistente a la tetraciclina; positivo
para mec (subtipo I) y también posee una gran variedad de factores de virulencia (Gill, 2014, p.10).
+  USA300

El Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) del tipo USA300 de electroforesis
en gel de campo pulsado surgi6 probablemente a principios de la década de 1990, es el causante

de la mayoria de las infecciones por CA-MRSA. Este linaje es portador de los genes de la

leucocidina Panton-Valentine (PVL) y del cromosoma de cassette estafilocécico mec (SCCmec)



tipo 1V, se convirti6 en el tipo de cepa predominante de MRSA que circulaba en Estados Unidos

en 2011 (Carrel et al. 2015, p.11).

*  USA400 o MW2

Es un linaje muy coman en Estados Unidos y en Europa es muy rara. Sin embargo, fue aislada a
finales de noviembre de 2007, en una mujer italiana de 36 afios que fue atendida en el Hospital
de Pordenone por lesiones cuténeas tipo picadura de arafia en la cara, caracterizadas por una
rapida evolucion a furdnculos y abscesos. Esta clase se asocia a HA-MRSA (Vignaroli et al. 2009).

2.1.4. Resistencia bacteriana

Se entiende por resistencia microbiana a la supervivencia de las bacterias, debido a la capacidad
gue estas generan de desarrollar diferentes mecanismos en presencia de una presion selectiva
negativa (antibiético, antiséptico, desinfectante, anticuerpos, complemento, células macréfagas,
metales pesados). Las bacterias son naturalmente resistentes a varios antibiéticos, ya que algunas
son productoras de ciertas sustancias especificas para eliminar microorganismos que compiten

con ellas en el mismo medio (Guevara, 2020, p. 4).

La resistencia clinica a los microorganismos patdégenos ocurre cuando la concentracion minima
inhibitoria del fArmaco para una cepa particular excede a aquella que es capaz de alcanzarse in
vivo en forma segura. Este mecanismo se puede originar por mutacion en el gen que determina la
sensibilidad/resistencia al agente; y por adquisicion de un DNA extracromosomal (plasmido) que
contiene genes de resistencia. Muchas cepas han desarrollado entereza a los efectos de los
antibioticos; si a los pacientes infectados se les administra antibiéticos, estos destruyen las cepas

gue no son resistentes y sobreviven las cepas resistentes (Mayer. 2016, p.15).

2.1.4.1. Mecanismos de resistencia a antibi6ticos

. Evolucion de los mecanismos de resistencia

Se han descrito, al menos, tres mecanismos de resistencia de S. aureus a los B -lactamicos, que

generalmente se relacionan entre si: produccion de B -lactamasas, fendmenos de tolerancia y
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resistencia por proteinas fijadoras de penicilina (PBP) modificadas o supernumerarias, conocida
como resistencia intrinseca a meticilina (Castellano, 2010, p.20). Las cefalosporinas y las
penicilinas resistentes a la penicilinasa, poseen una estructuracién molecular que cohibe la accién
de la § - lactamasa. No obstante, el género Staphylococcus ha incrementado sus mecanismos sobre

todo de resistencia mucho mas complejos de los existentes frente a este grupo de antimicrobianos.
(Mouijir, 2018, p.2).
2.1.4.2. Resistencia contra antibidticos betalactamicos

*  Mecanismo de accion de la penicilina

Impide la sintesis de la pared de los microorganismos al inhibir la enzima transpeptidasa, accion
que evita la formacion del peptidoglucano, y por lo tanto el entrecruzamiento de éste que
proporciona rigidez y fuerza a la pared de la bacteria.

*  Resistencia a penicilina

El mecanismo de resistencia esta mediada por la generacién de betalactamasas que son producidas
por la penicilinasa, que hidroliza exclusivamente a las penicilinas. Este fenotipo de resistencia
implica a todas las penicilinas excepto las semisintéticas, como la oxacilina y la cloxacilina. Los
genes que las codifican en general estan localizados en plasmidos de pequefio tamafio que se
pueden transferir de célula a célula por transduccién (Ardanuy et al. 2011, p.10).

2.1.4.3. Resistencia de antibidticos no betalactamicos

«  Mecanismo de accion de la meticilina

Ejerce su accién en la formacion de peptidoglicano al momento del enlazamiento de la enzima

transpeptidasa que es utilizada en la formacion de los enlaces emparejados. (D-alanil-alanina).

. Resistencia a meticilina

El mecanismo de resistencia se asocia a la sintesis de PBP (que puede ser PBP2a 6 PBP2") de 78

kDa, la cual, posee una baja afinidad a la meticilina y a los demas antibioticos B -lactamicos. El
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determinante genético de esta proteina presenta una naturaleza cromosoémica (gen mec), que tiene
loci distintos, el mecA se encarga de codificar la PBP2a, mientras que, el mecR es conocido como
el gen regulador. Las cepas SARM con resistencia intrinseca o verdadera hacia la meticilina

poseen marcadores de los genes mecA y PBP2a (Cérdoba, 2015, p.18).

2.1.5. Diagnostico

Para realizar el diagnostico de esta bacteria es necesario considerar los datos clinicos y
epidemioldgicos con el fin de orientar la adecuada valoracion microbiol6gica. En el caso de existir
alguna sospecha que esta bacteria cause alguna infeccion, se requiere realizar un aislamiento y la
identificacion de S. aureus a partir de una muestra clinica, que pueden ser: sangre, liquidos
normalmente estériles, tejidos o aspirados de abscesos; los cuales deben pasar por un proceso de
tincion Gram con el fin de identificar la forma y el modo de agrupacion bacteriano, también se

visualiza leucocitos y polimorfonucleares. (Cervantes, 2018, p. 31).

2.1.6. Medios de cultivo

Se define a los medios de cultivo como el conjunto de nutrientes que brindan las condiciones
adecuadas para facilitan el crecimiento, desarrollo bacteriano y su metabolismo. Estos medios

deben ser puros, por lo cual, su composicién a nivel cualitativo y cuantitativo es conocida y segin

su estado fisico pueden ser liquidos, sélidos o0 semisdlidos (Ortega et al., 2018, p.5):

Tabla 1-2: Tipos de medios de cultivo
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MEDIOS DE GENERALIDADES EJEMPLO

CULTIVO
Medios simples Son medios que permiten el
crecimiento  de diferentes cepas * Agarnutritivo
bacterianas. e Caldo nutritivo
Medios Son medios simples a los cuales se
enriquecidos e Agar sangre

afiade ciertas sustancias que aporten

al  crecimiento  bacteriano  y ¢ Medio de

neutralicen agentes que inhiban el Lowenstein-Jensen

crecimiento de los microorganismos. e Agar desoxicolato
lactosa
Medios selectivos Son medios a los cuales se agregan
L . e Agar Mac-conkey
componentes quimicos nocivos para
bacterias que no sean de interés. e Thayer Martin
e Caldo lactosa bilis
verde brillante

Medios Son medios a los que se agregan
diferenciados ciertas sustancias para lograr el * Agarsangre
crecimiento especifico de una e Agarazul de
bacteria, diferenciando sus colonias metileno
de otras bacterias. e Agar Salmonella-
Shigella

Fuente: BIOCEN, 2021.
Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

2.1.6.1. Medios de aislamiento para S. aureus

En los medios de cultivo tradicionales la mayoria de las especies crecen después de incubarse
durante 18-24 horas, formando colonias de 0.5-1.5 mm de didmetro. Las colonias de S. aureus se
observan lisas, elevadas, brillantes y de bordes enteros, presentan consistencia cremosa Yy
pigmentacion que va del amarillo a dorado debido a la produccion de carotenoides, y la mayoria
de las cepas producen B-hemolisis o hemdlisis total alrededor de las colonias cuando se cultivan

en agar sangre.

Esta bacteria se diferencia de las demas especies por producir coagulasa que se manifiesta por su
capacidad para coagular el plasma, es resistente al calor, a la desecacion y puede crecer en medios
con grandes cantidades de NaCl (7.5%). También crece bien en medios de cultivos no selectivos,
como el agar sangre, agar chocolate, cerebro corazén infusién agar (BHI, por sus siglas en inglés)
y medios liquidos para hemocultivo. Se debe considerar el uso de un medio selectivo en muestras

clinicas donde hay bacterias Gram negativas junto con S. aureus (Cervantes y Salazar, 2018, p. 30).

El medio recomendable y usado por la mayoria de los laboratorios es el agar sal manitol o medio

de Chapman por su elevado contenido de sal que inhibe el crecimiento de la mayoria de las
13



bacterias Gram negativas. Este medio permite realizar la identificacion presuntiva de S. aureus
por la pigmentacion amarilla caracteristica de esta bacteria. Debido a que esta bacteria fermenta
el manitol se genera un cambio de color en el medio que vira de rojo palido a amarillo. Los
Staphylococcus coagulasa negativos no fermentan el manitol y crecen en el medio formando

colonias pequefias de color que varia de blanco a rosado (Cervantes y Salazar, 2018, p. 31).

En la actualidad se han desarrollado medios de cultivo que contiene agar base cromogénico
especifico para la deteccion de S. aureus resistentes a la meticilina de muestras clinicas; en
presencia de enzimas especificas, los sustratos son modificados y los cromogenos tifien

especificamente las colonias, permitiendo realizar la identificacion directa de S. aureus (Cervantes
y Salazar, 2018, p. 31).

2.1.6.2. Agar triptona soja (TSA)

Es un medio utilizado para propositos generales, favorece el desarrollo y aislamiento de una gran
variedad de microorganismos aerobios, y anaerobios facultativos y estrictos. Al ser suplementado
con sangre permite el crecimiento de microorganismos exigentes y la clara visualizacion de
reacciones de hemolisis. En el medio de cultivo, la tripteina y la peptona de soya aportan
nutrientes ricos en péptidos, aminodacidos libres, bases puricas y pirimidicas, minerales y
vitaminas. La peptona de soya ademéas es fuente de hidratos de carbono que estimulan el

crecimiento de diversos microorganismos.

El cloruro de sodio mantiene el balance osmoético y el agar es el agente solidificante. Puede ser
utilizado como base a la cual se suplementa con nutrientes o con antimicrobianos, lograndose un
medio enriquecido o selectivo de acuerdo al aditivo. El agregado de 5-10 % sangre ovina
desfibrinada estéril (Britasheep) promueve el desarrollo de bacterias exigentes en sus

requerimientos nutricionales y la adecuada observacion de las reacciones de hemdlisis.

El agregado de extracto de levadura en concentracion 0,6 % favorece el crecimiento de especies
de Listeria. Es un medio adecuado para cultivar y mantener cepas de Aeromonas, y aumentando

el porcentaje de cloruro de sodio, para mantener cepas de algunos Vibrios (Britania S.A., 2018, p. 1).

Tabla 2-2: Composicion del agar
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Componente Cantidad
Tripteina 15
Peptona de soja 5
Cloruro de sodio 5

Agar 15

Fuente: Laboratorio Britania.

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

Para realizar la interpretacion de resultados se debe tomar en consideracidn lo siguiente (Britania
S.A, 2018, p. 1):

*  Hemodlisis alfa: lisis parcial de los glébulos rojos. Se observa un halo de color verdoso
alrededor de la colonia en estudio. Es debido a la oxidacién de la hemoglobina a metahemoglobina
(compuesto de color verdoso) por el peréxido de hidrégeno generado por los microorganismos.

»  Hemodlisis beta: lisis total de los glébulos rojos. Se observa un halo claro, brillante alrededor
de la colonia en estudio.

*  Hemodlisis gamma: ausencia de lisis de los glébulos rojos. EI medio de cultivo no presenta

modificaciones de color y aspecto alrededor de la colonia en estudio.

2.1.6.3. Tryptic soy broth (TSB)

Medio adecuado para el desarrollo de microorganismos exigentes. Es utilizado en el control de
esterilidad de productos bioldgicos, farmacéuticos y cosméticos. La peptona de soya contiene alta
cantidad de hidratos de carbono que estimulan el crecimiento de microorganismos. El cloruro de

sodio mantiene el balance osmotico y el fosfato dipotasico otorga capacidad buffer (Britania S.A.,
2019, p. 1).

Tabla 3-2: Composicion del caldo TSB
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Componente Cantidad
Tripteina 17 g
Peptona de soja 3 g
Cloruro de sodio 5 ¢
Fosfato dipotasico 25¢g
Glucosa 25¢g
Agua purificada 1000 mi

Fuente: Laboratorio Britania.

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

Para realizar la interpretacion de resultados se debe tomar en consideracion la presencia de

turbidez (Britania S.A., 2019, p. 1).

2.1.7. Métodos de tratamiento de S. aureus

2.1.7.1. Monoterapia

Es el tratamiento de una enfermedad infecciosa utilizando un solo medicamento. En infecciones
por S. aureus se utilizan antibi6ticos como piperacilina/tazobactam en las infecciones de piel y
partes blandas; y también cefalosporinas, como la cefazolina, la nafcilina u oxacilina, la

vancomicina, la daptomicina, la telavancina y el linezolid (Soriano et al. 2013, p.4).

2.1.7.2. Antibidticos usados en monoterapia

Amoxicilina: Es un antibiético semisintético que actta inhibiendo la sintesis de la tltima etapa
de la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteinas especificas llamadas PBPs (Penicillin-

Binding Proteins) localizadas en la pared celular.

Levofloxacina: Es un agente antibacteriano perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas que
actua inhibiendo tanto la topoisomerasa de tipo Il (ADN-girasa) como de la topoisomerasa de tipo
IV, necesarias para la replicacion, la transcripcion, la reparacion y la recombinacion del ADN

bacteriano.

Linezolid: este farmaco antibacteriano inhibe la sintesis proteica bacteriana por union al ribosoma
y bloqueo de la translacion, no es activo frente a infecciones causadas por microorganismos

patégenos Gramnegativos. Este debe ser usado en pacientes con infecciones complicadas de piel
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y tejidos blandos en los que se sospeche o se tenga la certeza de co-infeccion por microorganismos

Gram-negativos y si no hay otras alternativas terapéuticas disponibles.

Esta indicado para: neumonia nosocomial, neumonia adquirida en la comunidad, infecciones de

tejidos blandos y afecciones complicadas de la piel (CIMA, 2018, p. 1).

2.1.7.3. Péptidos antimicrobianos

Son componentes evolutivamente conservados de la respuesta inmune innata. Aunque
originalmente fueron descubiertos por sus propiedades microbicidas, su rango de accion se ha
incrementado al demostrarse que ejercen actividades inmunomoduladoras y reparadoras de dafo.
La expresion alterada en diferentes tejidos promueve la patogénesis de varias enfermedades; sus
actividades microbicidas se ejercen a través de la formacién de poros en membranas de patdgenos

o0 inhibiendo el metabolismo al internalizarse en el citoplasma. (Soriano et al. 2013, p.5).

2.1.7.4. Terapia de fagos

Los fagos, descubiertos hace algo mas de un siglo, son virus que presentan una actividad
bactericida que infectan bacterias. Ademas, existe la posibilidad de realizar tratamientos
combinados de fagos con antibi6ticos, asi como el uso de fagos modificados genéticamente. El
MRSA en un estudio presentd sensibilidad al bacteriéfago BK-510 (Guzmén et al. 2019, p.6).

2.1.8. Sinergismo

Un sinergismo entre dos farmacos es el resultado de la accién de dos o més sustancias que,
actuando en conjunto, provocan una respuesta mayor a la suma de los efectos que provocarian

por monoterapia. Es asi que al actuar en combinacidn el uno potencia la accion del otro.

La sinergia es la accion conjunta de dos 0 més sustancias que sean bioldgicamente activas, para
modificar una funcion o efecto con mayor intensidad. No es necesario que los farmacos ejerzan
el efecto en el mismo tejido susceptible, ya que la funcion fisioldgica de los tejidos depende del
sistema nervioso y del aparto enddcrino, los cuales se pueden ver alterados con la accidn conjunta

de los farmacos. Existen diferentes tipos de sinergia como se indica a continuacion:
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Tabla 4-2: Tipos de sinergia farmacolégica

Tipo

Caracteristicas

Sinergia de adicion

Sinergia de
potenciacion
Sinergia de
preservacion

Sinergia de activacion

sensibilizacion

Sinergia de |

Es el tipo de sinergia mas frecuente

La sinergia resulta de la adicion del efecto del farmaco
Ay el efecto del farmaco B

Al asociar dos farmacos surge un efecto que supera la el
efecto parcial de cada uno de ellos.

Requiere que la accion se ejerza en diferentes tejidos o
si actiia en el mismo tejido, su efecto debe producirse
en diferentes cadenas de reacciones metabolicas

Surge cuando la accion de un firmaco causa la
prolongacién de la duracion del efecto del otro
medicamento.

Se puede lograr esta sinergia si se perturba la
inactivacion de un farmaco o si se dificulta su excrecion

Esta sinergia puede ser también de potenciacion

Un farmaco tiene la capacidad de activar a otro.

Puede darse un aumento del efecto del medicamento o
puede surgir un nuevo efecto.

Un farmaco es capaz de sensibilizar un tejido

para que pueda actuar otro farmaco,
considerando que el tejido

era indiferente a la accion del mismo.

Fuente: Probiotek.

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023

2.1.9. Combinacién de antibiéticos

La combinacion de antibidticos engloba tres situaciones clinicas: lograr sinergia antimicrobiana,
ampliar el espectro antimicrobiano y prevenir la aparicion de resistencia. Algunas combinaciones
de antibioticos podrian funcionar juntas de manera sinérgica: un antibidtico actGa para debilitar
una parte de la bacteria, mientras que la otra afecta una estructura clave ejerciendo el efecto

deseado en la bacteria (Guzman et al. 2019, p.10).
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CAPITULO I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcion de los procesos

3.1.1. Lugar de la investigacion

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Salud

Publica y en el laboratorio de Andlisis Bioquimico y Bacterioldgico de la Facultad de Ciencias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ilustracion 1-3).

nvernadero Horticultura Facultad Medicina & o :
Q ESPOCH fi
@ v
tag De Ionmatic
”’5} SIST .3‘.57:_5;331‘:: o 9~ e Ingenieria
'BORDADOS GENESIS Q Q _Es Q N beaeat

Escuela Superior E :1‘7‘ a ae

lHustracion 1-3: Mapa de la Facultad de Medicina de la ESPOCH
Fuente: Google Maps, 2023.

3.1.2. Tipoy disefio de investigacion

El tipo de investigacion es experimental pues se realizé un andlisis in-vitro del efecto sinérgico
de la combinacién de dos antibidticos (amoxicilina y levofloxacina) frente a Staphylococcus
aureus MRSA. Es un trabajo prospectivo ya que se recogieron datos a medida que la variable de
estudio es expuesta a factores como los antibi6ticos. Y de corte longitudinal pues se desarroll6 en

un periodo de tiempo en el que se realizaron varias replicaciones.
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3.1.3. Enfoque de la investigacion

El enfoque que presentd es cuali-cuantitativo debido a que en la interpretacion de resultados se
baso6 exclusivamente en la observacion de la presencia de turbidez en los pocillos sembrados en
las microplacas determinado de esta manera la sensibilidad y concentracion minima inhibitoria
(CMI) de la bacteria.

3.1.4. Alcance de la investigacion

El alcance que presenta es de caracter exploratorio, descriptivo y correlacional; puesto que este
tipo de experimentos no son realizados con frecuencia. Ademas, se hizo una relacion entre la
concentracién minima inhibitoria (CMI) de los antibi6ticos de estudio de forma individual con la
CMI de la combinacion. Asimismo, se realizé un analisis descriptivo de la efectividad de la
combinacion amoxicilina/levofloxacina con un antibiético de amplio espectro (linezolid) que fue

usada como control.

3.1.5. Normas aplicadas en la investigacion

El método de la investigacion se guid en la Norma Espafiola UNEN-EN ISO 20776-1, que explica
la técnica de microdilucion en caldo para determinar la actividad in vitro de antibi6ticos frente a
bacterias anaerobias de rapido crecimiento causante de enfermedades contagiosas. (UNE, 2021)
3.1.6. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

El fundamento técnico del experimento consistié en la microdilucién en caldo aplicando el ensayo
conocido como tablero de ajedrez en microplacas de 96 pocillos que permitié cuantificar las
interacciones sinérgicas relativas entre la amoxicilina y levofloxacina. El instrumento usado fue
microdilucidon en caldo segun la guia M07-ED 11 del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) 2018.

3.1.7. Materiales, equipos y reactivos

3.1.7.1. Materiales

Los materiales usados en el desarrollo del presente estudio se indican a continuacion:
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Tabla 1-3: Materiales utilizados en cada procedimiento

PROCEDIMIENTO MATERIAL CANTIDAD
Reactivacion de la bacteria y Papel aluminio 1
Antibiograma Gasa 1
Hisopos estériles 10
Reverbero 1
Algodon 1
Erlenmeyer 125 mL 2
Tubos de ensayo 2
Gradilla 1
Mecheros 2
Cajas Petri 2
Probeta 50mL 1
Espatula 1
Asa bacteriologica 1
Pinza metalica 1
Fostoros 1
Cinta adhesiva 1
Obtencion de la solucion Tubos falcon 15 mL 20
Stock de antibidticos y Erlenmeyer 125 mL 3
dilucion a diferentes Erlenmeyer 500 mL 1
conceniraciones Probeta 100 mL 1
Papel aluminio 1
Pipetas de 5 mL 3
Pera de succion 1
Preparacion del cultivo Tubos Falcon 15 mL 2
nocturno y medicion de la Gradilla 1
densidad dptica Algodon 1
Papel aluminio 1
Gasa |
Probeta de 100mL 1
Erlenmeyer 125 mL 1
Tubos falcon 15 mL 2
Espatula 1
Asa bacteriologica 1
Cubetas para espectrofotometro 4

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.
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3.1.7.2. Equipos

Tabla 2-3: Equipos utilizados en cada procedimiento

PROCEDIMIENTO

EQUIPO

FUNCION

1.  Antibiograma y reactivacion de
la bacteria.

2. Obtencién de la solucién Stock
de antibidticos y diluciones de
diferentes concentraciones.

3. Preparacion del cultivo nocturno
y medicion de la densidad dptica.

4.  Determinacion de la CMI de las
diluciones de antibidticos individual y

combinada

Camara de flujo laminar

Sirve para mantener el ambiente de
trabajo libre de contaminacion por

particulas y/o contaminacion cruzada.

Autoclave Nos ayuda a la esterilizacién mediante
vapor de agua.
Nos permite mantener una humedad y

Incubadora temperatura adecuadas para el cultivo
microbioldgico.

Balanza Medir la masa de una sustancia.

Refrigeradora

Conservar las muestras a temperatura de
2-6°C.

Espectrofotometro Cuantificar sustancias y
microorganismos.
Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.
3.1.7.3. Reactivos
Tabla 3-3: Reactivos utilizados en cada procedimiento
PROCEDIMIENTO REACTIVOS DESCRIPCION
Antibiograma Agua destilada Utilizado como solvente para

medios de cultivo.

Agar Mller Hinton

Medio de cultivo sélido para la

realizacion de antibiogramas.

Discos de antibidticos: meticilina,
ampicilina, amoxicilina,
amoxicilina/acido clavulanico,
levofloxacina, azitromicina,

vancomicina, linezolid.

Identifican si la bacteria es resistente
o sensible mediante la medicion de

los halos de inhibicion.

Obtencidn de la solucién
Stock de antibidticos y
preparacion de las
diluciones a diferentes

concentraciones

Dimetilsulféxido (DMSO)

Disolvente organico.

Reactivacion de la

bacteria. Preparacion del

Agar Triptona- Soja (TSA)

Medio de cultivo nutritivo sélido de

uso general.
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cultivo nocturno. Caldo Soja Tripticaseina (TSB) Medio de cultivo liquido nutritivo de
uso general.

Determinacion de la Disolucién de amoxicilina Preparacion de antibidtico de

CMI de las diluciones de concentracion conocida.

antibidticos individual y | Disolucion de levofloxacina Preparacion de antibidtico

combinada bactericida  de  concentracion
conocida.

Disolucion de linezolid Preparacion de antibiotico

antibacteriano que serd utilizado
como control.

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

3.2. Poblacion de estudio

Son las diluciones a diferentes concentraciones de Amoxicilina y Levofloxacina que fueron

usadas de forma individual y combinada.

3.2.1. Muestra de analisis

Se aplic6 un muestreo no probabilistico por conveniencia escogiendo de manera directa la cepa

de S. aureus MRSA la cual mediante el antibiograma y ensayos bioquimicos especificos se pudo

determinar su legitimidad.

3.2.1.1. Criterios de inclusién

Cepa de S. aureus resistente a meticilina que presento resistencia comprobada.

3.2.1.2. Criterios de exclusion

Cepa de S. aureus que no presentd resistencia a antibiéticos.

3.3. Descripcion de los procesos

3.3.1. Fases de estudio

Este trabajo se realizo en tres procesos, los cuales se detallan a continuacion:
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3.3.1.1. A) Reactivacion y realizacion del antibiograma de la cepa de S. aureus.

El procedimiento que se siguid para la reactivacion de la bacteria y el antibiograma fue realizado
estrictamente dentro de la camara de flujo laminar como se observa en la ilustracion 2-3:

*  Se prepard los medios correspondientes TSB y Agar Muller Hinton de acuerdo con las
descripciones del fabricante en agua destilada. Luego se colocaron los medios de cultivo
preparados en la autoclave por 15-20 minutos a una temperatura de 121°C y 15 psi.

*  Después se procedid a sacar de la autoclave y una vez que los medios estén en condiciones
se colocan en tubos de ensayo previamente esterilizados (el caldo); mientras que el Agar se
plaqued unos 18-20ml en cajas Petri estériles y se dej6é unos minutos hasta que se solidifiquen.

»  Para reactivar la bacteria, se tom6 un inéculo de la cepa bacteriana preservada en glicerol
con el asa correspondiente previamente flameada. Esta muestra se coloc6 en los tubos con caldo
TSB con movimientos suaves y circulares. Luego estos tubos se procedieron a incubar por 24 a
48 horas a 37 °C (cultivo nocturno).

«  Transcurridas las 24 horas se observé la turbidez en el caldo de tal manera que se comprobd
el crecimiento bacteriano y con ello se obtuvo la suspension bacteriana.

»  Para el antibiograma se introdujo un hisopo estéril en una muestra de caldo nocturno y se
procedi6 a sembrar en las placas petri previamente preparadas con agar Muller Hinton que debié
estar a temperatura ambiente o0 a 35 °C.

*  Se dejo la placa semiabierta y con una pinza metalica previamente flameada se procedio a
colocar los discos de antibioticos.

»  Para finalizar se incubaron las placas durante 24 horas a 37°C.
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REACTIVACION DE S. aureus

NS

Se prepar6 los medios correspondientes TSB y
Agar Miller Hinton

NS

Luego se colocaron los medios de cultivo
preparados en la autoclave por 15-20 minutos a
una temperatura de 121°C y 15 psi.

NS

Se sac6 del autoclave y se colocé el caldo en
tubos de ensayo previamente esterilizados

NS

Se colocaron unos 18-20ml de agar en cajas
Petri estériles y se dejé unos minutos hasta que
se solidifiquen

NS

el Agar se plaquea unos 18-20ml en cajas Petri
estériles y se deja unos minutos hasta que se
solidifiquen

N/

Para reactivar la bacteria, se tomé un inéculo
de la cepa bacteriana y se colocaron en los
tubos con caldo TSB con movimientos suaves y
circulares.

NS

Se incubaron los tubos por 24 a 48 horas a 37
°C y luego se evalud si existe turbidez en el
caldo

ANTIBIOGRAMA DE S.aureus

NS

Se conservo el caldo a 35°C

NS

Se introdujo un hisopo estéril en una
muestra de caldo nocturno y se sembro
en las placas petri

NS

Se dej6 la placa semiabierta y con una
pinza metélica previamente flameada se
colocaron los discos de antibioticos

NS

Para finalizar se incubaron las placas
durante 24 horas a 37°C

NS

Se midieron los halos de inhibicién para
determinar la sensibilidad o resistencia

NS

FIN

llustracion 2-3: Reactivacion y evaluacion de la resistencia bacteriana de S. aureus

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

B) Realizacion de pruebas bioquimicas para la identificacién de S. aureus resistente a

meticilina

Se realizaron las siguientes pruebas para comprobar que la cepa de estudio correspondia a S.

aureus.
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Tabla 4-3: Pruebas Bioquimicas para la identificacién de S. aureus

Prueba Interpretacion

Manitol salado Medio de cultivo selectivo y diferencial especifico para Estafilococos. Es
positivo si se presenta fermentacion del manitol por lo que en presencia de S.

aureus da un viraje de color del indicador rojo de fenol a amarillo.

Coagulasa Las cepas de esta especie patdgenas poseen una enzima capaz de desnaturalizar
la fibrina del plasma. Una resultado positivo se da cuando se forma un pequefio

coagulo al realizar esta prueba.

Catalasa Se usa para diferenciar cocos grampositivos por lo que un resultado positivo se
da cuando en presencia de perdxido de hidrogeno la muestra de bacteria genera

burbujeo.

Citrato Esta prueba nos ayuda a determinar si un organismo es capaz de usar citrato
como Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como fuente de

nitrégeno en su metabolismo. Da positivo cuando existe un viraje de color.

Movilidad La prueba de SIM nos ayuda a observar si una bacteria es mévil. Un resultado
positivo se da cuando existe turbidez y crecimiento al sembrar la bacteria en el
medio.

Ureasa Este test se utiliza para determinar la capacidad de un organismo de desdoblar

la urea formando dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.

Realizado por: Paucar Joselyn, 2023.

3.3.1.2. A) Preparacidn de las soluciones stock de antibi6ticos y las diluciones

»  Serealizaron los calculos correspondientes para preparar una solucién stock de amoxicilina,
levofloxacina y linezolid de concentracion conocida. ANEXO

* Una vez obtenida la solucién stock se realizaron los calculos para obtener las ocho
diluciones.

»  Para preparar las diluciones de antibidticos se consideré que, las concentraciones elegidas
fueran 3 valores menores a la CMI encontrada en bibliografia y 4 valores mayores de la misma,
y ademas estas diluciones fueron preparadas en caldo TSB para proporcionar a las bacterias el

medio de crecimiento adecuado, como se observa en la ilustracion 3-3.
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PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK DE ANTIBIOTICOS

NS

Se realizaron los célculos para la solucién stock de amoxicilina, levofloxacina y linezolid
de concentracién conocida.

NS

Se realizon los calculos para obtener las ocho diluciones (concentraciones 3 valores
menores a la CMI y 4 valores mayores de la misma)

NS

Ser prepararon en caldo TSB para proporcionar a las bacterias el medio de crecimiento
adecuado

lustracion 3-3: Preparacion de solucidn stock de antibiéticos

Realizado por: Paucar Joselyn, 2023.

B) Medicidn de la densidad dptica (OD) de la suspension bacteriana (caldo nocturno)

»  Serealiz6 una dilucion 1/10 de la suspension bacteriana previamente preparada.

* Luego se tomé un pequefio volumen de la dilucion y se realiz6 la lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm para obtener el valor de la densidad Optica.
La OD600nm debe estar entre 0.08-1 que es la concentracion adecuada donde la bacteria esta en

crecimiento de fase exponencial, como se indica en la ilustracién 4-3.

MEDICION DE DENSIDAD OPTICA DE LA SUSPENSION BACTERIANA

NS

Se realiz6 una dilucion 1/10 de la suspension bacteriana

\Z

Se tomd un pequefio volumen de la dilucion y se lo leyo en el espectrofotémetro (longitud
de onda de 600 nm)

NS

La ODgygnm debe estar entre 0.08-1 (crecimiento de fase exponencial ).

llustracion 4-3: Preparacion de solucion stock de antibi6ticos

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.
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3.3.1.3. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

e  Determinacioén de la CMI de cada antibiotico

Para determinar la CMI de la amoxicilina y levofloxacina frente a la cepa de S. aureus, se realiz6
la prueba de microdilucion en caldo que consiste en utilizar una placa de poliestireno de 96
micropocillos correspondientes a 12 columnas (1-12) y 8 filas (A-H); donde se colocaron en cada
fila una a una las 8 diluciones de antibi6tico sea amoxicilina o levofloxacina de manera individual
a diferente concentracion. Se realizaron 8 repeticiones técnicas de cada concentracién en cada

microplaca para obtener resultados mas exactos y con mayor precision.

Ademas, se coloca un blanco que en este caso se utilizé el mismo caldo méas suspension bacteriana
en la columna 1 (control de crecimiento bacteriano); y en la fila 12 un control de caldo mas
suspensién bacteriana y mas el antibiético de amplio espectro que en este caso es el linezolid

(control de la actividad inhibitoria). Tabla 5-3.

Cada pocillo tuvo un volumen aproximado de 300 pL y se realizé la siembra usando una
micropipeta multicanal automatica (8 canales) de volumen variable (5-50 uL); en cada
micropocillo se colocaron 10pL de dilucion de la suspension bacteriana (OD600nm =0.08) y 200

UL de las diferentes diluciones de antibidticos de manera ascendente.
Esto se incubd durante 14 a 24 horas a 37 °C, y posterior a este tiempo se observo la presencia de

turbidez en cada micropocillo. Se realizaron tres repeticiones biolGgicas para que el experimento

tenga validez.
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Tabla 5-3: Técnica de microdilucion - distribucion del antibi6tico (A) Amoxicilinay (L) Levofloxacina

N°
Columna
Dilucion
A1

BI[2]
C3]
D[4
E [5]
F[6]
G[7]
H[8]

Concentracion Diluciones (ug/mL) A/L

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.
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o  Determinacién del sinergismo de la combinacién de antibidticos (amoxicilina vy

levofloxacina)

Para determinar el sinergismo de la combinacion planteada se sembrd en una microplaca nueva
10uL de la suspensiéon bacteriana a una OD de 0,08. Trazando un plano cartesiano en la
microplaca se coloco en el eje X a partir de la columna 4, 100pL en sentido ascendente de
izquierda-derecha las 7 diluciones de diferentes concentraciones del antibiético A; y en el eje Y
partiendo de la fila G de manera ascendente de abajo hacia arriba las 7 diluciones del antibiético
L.

Se realizd cada ensayo por triplicado y se procedio6 a incubar las microplacas de 14 a 24 horas a

37 °C, y posterior a este tiempo se observé la presencia de turbidez en cada micropocillo.

e  Comprobacion de la efectividad de la combinacion con un antibidtico de control

Para comprobar la efectividad de la combinacién planteada se utilizé un control que fue sembrado
en la microplaca anterior; colocando en la columna 1 (200uL caldo + 10 pL de la suspension
bacteriana); tomando el micropocillo 3H como el punto de referencia de crecimiento bacteriano

(10 pL de suspension bacteriana + 200 pL de caldo).

Se complet6 la microplaca ubicando en la columna 4 la concentracién mas baja del antibiotico A

de tal manera que la columna 10 contuvo la concentracion mas alta.

Cada uno de los ensayos se los realizo por triplicado y después de las 14-24 horas de incubacion

de las microplacas se compararon los resultados obtenidos con el control.
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Tabla 65-3: Técnica de microdilucion de la combinacion - distribucidn del antibidtico A

(Amoxicilina) vs el antibidtico L (Levofloxacina)

N° 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Columna
CONTROL

A 12 10uL 200 pL dilucion
- suspension de linezolid 4
S
§ bacteriana pg/mL
< | B | 6
pd
3] C 3
§ D 1.5
3 .
T E | 075
9
L_IIJ F 0.5
— G 0.25

H 0

Y 0|05 1 2 4 8 12 32

[] AMOXICILINA (ug/mL)

En cada micropocillo se agrega 10pLde la suspension bacteriana con ODeoonm: 0.08 y 100 pL dilucion amoxicilina

mas 100 pL de la dilucion de levofloxacina de acuerdo con las concentraciones establecidas en la tabla

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

e Analisis de los resultados

Para realizar el analisis de los datos obtenidos se determiné la concentracién minima inhibitoria
tanto de las diluciones de amoxicilina y levofloxacina como de la combinacién de ambas mediante
una técnica de observacion directa constatando la presencia de turbidez en cada uno de los pocillos
de las microplacas. Las concentraciones inhibitorias fraccionarias (FIC) se calcularon aplicando

la siguiente ecuacion:

(A4) + (B) = CIFa + CIFb = Indice CIF
(CMDa T (CMDb

Segun los valores determinados de CIF se interpreta:
Si CIF < 0,5 presenta sinergismo
Si CIF = 1 indica adicion

Si CIF entre 2 0 4 corresponde a antagonismo

Los resultados de los datos de indice inhibitorio fraccionario obtenidos permitié determinar si

existia sinergismo al combinar amoxicilina més levofloxacina frente a S. aureus MRSA.
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FASE 1 FASE 2 FASE 3

Determinacién de las CMIs de forma
individual y combinada mediante
observacion directa de la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano.

Preparacion dilucién
de los antibi6ticos a
diferentes
concentraciones

Adquisicién de materiales y
reactivos.

A diferentes
concentraciones de -

antibioticos de forma

individual

Obtencion Adquisicion del

de la cepa principio activo

METODO DE )
Donacié -Amoxicilina MICRODILUCION Cal_cu_lo L‘_Jel Indlc_e de concentracion
n INSPI EN CALDO EN Inhibitoria Fraccionada.
- MICROPLACAS DE

A diferentes

TITULACION. :
concentraciones de

Ciprofloxacina

. X antibiéticos —
Reactivacion y SVEGEFCHTAE Preparacion combinados
confirmacion de la Stock de
Bt A (5 antibidticos —

Anélisis de
resultados y
comprobacién

ENSAYO

. —> TABLERO del efecto
Anélisis macro o0 Preparacion del DE
y microscépico pm:b);s cultivo nocturno AJEDREZ

Enel

e

Medicion de la espectrofotémetro .
densidad optica hasta una ODgoonm Conclusiones
0,08

FIN

llustracion 5-3: Flujograma de métodos y técnicas usados en cada fase de la investigacion

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

A continuacidn, se presentan los resultados de la reactivacion y comprobacion de la autenticidad

de la cepa bacteriana de S. aureus.

4.1.  Andlisis de la morfologia macroscopica y microscopica de la cepa bacteriana de
estudio y pruebas bioquimicas

Tabla 6-4: Andlisis macroscopico, microscopico y pruebas bioquimicas de la cepa S. aureus
resistente a meticilina
ANALISIS MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO

Tipo de andlisis Resultados
Macroscopico Colonias lisas, brillantes y convexas de color amarillo-naranja.
Microscopico Cocos gram positivos coloracion violeta.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Catalasa Positiva (no fermentadora de glucosa).
Coagulasa Positiva.
Citrato Negativa.
Manitol Positiva (se aprecia que es S. aureus).
Movilidad Negativa.
Ureasa Negativa.

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

Como se indica en la Tabla 1-4, en la evaluacién macroscopica, la cepa de S. aureus formd
colonias lisas y convexas de color amarillo naranja brillante; mientras que, en la tincion gram se
observaron cocos gram positivos que generalmente se encuentran en forma de racimos o sueltos.
Estas caracteristicas son similares a las reportadas en un estudio de la Universidad de Buenos
Aires sobre “Estafilococos y estreptococos”, donde se describe que S. aureus se caracteriza por
formar colonias doradas brillantes y que al realizar la tincion gram, se observan formas cocoides

agrupadas y sueltas (San Juan, 2019, p.5).
Respecto a las pruebas bioguimicas se obtuvo un resultado positivo para catalasa, coagulasa y

manitol; por el contrario, las pruebas de citrato, movilidad y ureasa son negativas, lo que confirma

que la cepa tratada corresponde a S. aureus.
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De acuerdo a un estudio realizado en México sobre “Microbiologia general de Staphylococcus
aureus”, se determind que, la bacteria posee enzimas como: coagulasa (encargada de convertir el
fibrindgeno en fibrina), catalasa (descompone el peréxido de hidrogeno), lipasa (hidroliza
lipidos), fibrolisina (disuelve aquellos coagulos de fibrina), entre otras, por lo que dan positivo

para estas pruebas bioquimicas (Zendejas et al. 2018, p. 133).

Otra prueba caracteristica para la identificacion de S. aureus es el cultivo en agar sal manitol, el
cual, se encarga de inhibir el crecimiento de las bacterias gram negativas, dando como resultado
la identificacion presuntiva de Staphylococcus aureus, ya que la bacteria es capaz de tolerar altas
concentraciones de sal y tiene la capacidad de fermentar el manitol, provocando un cambio de

color del medio de cultivo, de rojo a amarillo (Cervantes et al. 2018, p. 31).

4.2.  Antibiograma

Tabla 7-4: Halos de inhibicién comparados con los puntos de corte de CLSI

Contenido del Resultados obtenidos medicién de halos
Antibittico .
disco M (mm) S/1/R
ME 5 ug 0 R
Cc 30 ug 30 S
P 10 pg 26 R
LEV 5 ug 22 S
VA 30 pg 15 S
AX 25 g 19 R
LZD 10 pg 17 S

Fuente: Registro de la investigacion

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

Nota: S: sensible; I: Susceptibilidad intermedia; R: Resistente. Meticilina (ME), Cloranfenicol
(C), Penicilina (P), Levofloxacina (LEV), Vancomicina (VA), Amoxicilina (AX), Linezolid
(LZD). Puntos de corte correspondientes a S. aureus tomados de CLSI 2020.

En la Tabla 2-4 se presentan los resultados del antibiograma de la cepa de S. aureus, donde se

observo resistencia a la meticilina, levofloxacina, amoxicilina y penicilina; y presentd

sensibilidad al cloranfenicol, levofloxacina, vancomicina y linezolid.

34



De acuerdo al Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CSLI), los principales agentes
antimicrobianos que se sugiere para realizar el andlisis de Staphylococcus spp. son azitromicina,
claritromicina, eritromicina, meticilina y penicilina, ademas, en caso de presentar resistencia a los
antibidticos mencionados anteriormente, se puede incluir el uso de medicamentos como linezolid,
vancomicina, cloranfenicol y quinolonas (CSLI 2021, p. 21).

Segun el Manual de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana, S. aureus es resistente en un
90% a la penicilina, asi como a la oxacilina y ciprofloxacino, mientras que es susceptible al

linezolid, vancomicina y gentamicina, lo que coincide con los datos obtenidos en este estudio
(Cavalieri et al. 2005, p.10),

4.3.  Determinacion de la CMI individual de Amoxicilina y Levofloxacina frente a S.

aureus resistente a meticilina

Tabla 8-4: Representacion de la CMI de Amoxicilina en microplacas de 96 pocillos

N° Columnas 1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
microplacas
A:0.50

D: 4

E:8

CONTROL

F: 16

G: 32

H: 64

Nota:

Turbio
Ligeramente turbio

Ausencia de turbidez

Fuente: Registro de la investigacion

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

La concentracion minima inhibitoria es la concentracion mas baja del antibidtico en pg/mL, que
puede inhibir el crecimiento bacteriano y ademas, es una prueba cuantitativa de sensibilidad que

permite determinar el antibidtico mas eficaz (IDEXX 2022, p. 1).

35



Para el analisis se utilizé el método de dilucion, que se basa en la presencia o ausencia del
crecimiento microbiano en un caldo con interferencia de un antibiético, lo que se comprueba
visualmente a través de la formacion de turbidez. Este método es efectivo para determinar la CMI
de los antimicrobianos en un gran nimero de muestras (Pérez y Rivas 2021, p. 6).

Los datos presentados en la Tabla 3-4 indican que, cuando la amoxicilina tiene una concentracién
menor a 1 pg/mL, no tiene ningun efecto sobre la bacteria (Io que se evidencia con la turbidez de
la dilucidn); mientras que, si el medicamento tiene una concentracion entre 1-4 pg/mL genera una
ligera accion frente a la bacteria (medio ligeramente turbio). Ademas, se determind que, la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de la amoxicilina es de 8 pg/mL, ya que no hubo
turbidez.

Un estudio realizado en Espaifia sobre “Sensibilidad bacteriana a los antibidticos comerciales
amoxicilina y ciprofloxacino” determin6 que, la CMI de la amoxicilina para Staphylococcus
aureus fue de 7,5 pg/mL, siendo similar al resultado obtenido en este estudio. Ademas, este
medicamento se caracteriza por ser bactericida debido a que impide la unién a nivel de la cadena

de peptidoglicano, evitando la formacion de la pared celular e induciendo la muerte bacteriana
(Varela 2018, p. 10).

Tabla 9-4: Representacion de la CMI de Levofloxacina en microplacas de 96 pocillos

N° Columnas | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
microplacas
A:0.25
B: 0.50
C:0.75
D:15
-
£
g E:3
8
5
'S F: 6
=]
a
:5 G: 12
g 9
= o
g |H:24 E
pd
5 o)
O O
Nota:
Turbio
Ligeramente turbio
Ausencia de turbidez

Fuente: Registro de la investigacion

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.
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Como se observa en la Tabla 4-4, cuando el levofloxacino esta a una concentracion menor de 0,50
Kg/MI no presenta ninguna accion sobre la bacteria (dilucién turbia); y a una concentracién entre
0.50-1.5 pg/mL se evidencia un ligero efecto del antibidtico frente a S. aureus (medio ligeramente
turbio). Es asi que se determiné que la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la
levofloxacina en este estudio es de 3 ug/mL, lo que indica que, es la concentracién mas baja a la

cual este medicamento puede inhibir el crecimiento bacteriano (ausencia de turbidez).

La levofloxacina es un medicamento que pertenece al grupo de las quinolonas, presenta un
espectro de accidn que incluye a bacterias gram negativas y gram positivas, ademas, se caracteriza
por ser bactericida ya que inhibe la formacion del ADN de la bacteria (AEMPS 2018, p. 1).

Un estudio realizado en Espafa sobre “Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos”, determind que, a una concentracion de 2 pg/mL de levofloxacina, se pueden
inhibir las bacterias ya que es el punto de corte del crecimiento bacteriano de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Picazo 2019, p. 15). L0s resultados reportados
son similares a los obtenidos en este estudio, debido a que se evalud la CMI a una concentracion

de 1,5 pg/mL y 3 pg/mL, donde se empez6 a observar el efecto antibacteriano.

Tabla 10-4: Resultados de las tres replicas biolégicas de la CMI de amoxicilina y levofloxacina

Inéculo Antibittico CMI replica 1 CMI replica 2 CMI replica 3
108 ufc/mL Amoxicilina 8 ug/mL 8 ug/Ml 8 ug/mL
108 ufc/mL Levofloxacina 3 pg/mL 3 pg/mL 3 pg/mL

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

En la Tabla 5-4 se indican los resultados obtenidos de las tres replicaciones biolégicas de la
concentracién minima inhibitoria de la amoxicilina y la levofloxacina, sefialando que hubo una
CMI promedio de 8 pg/mL en la amoxicilina y 3 pg/mL para la levofloxacina, validando de esta

manera los resultados obtenidos.

En un estudio similar, llevo a cabo en la Universidad de Buenos Aires sobre “Actividad in vitro de
ampicilina-ceftriaxona frente a aislamientos de Enterococcus faecalis recuperados de infecciones
invasivas”, utilizaron la técnica de diluciones en caldo Mueller-Hinton con el agregado de
concentraciones subinhibitorias del medicamento, precisando que esta técnica permite obtener

resultados fiables frente a algunas cepas de estudio clinico con resultados mas exactos (Moreira
et al. 2019, p. 58).
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4.4,  Evaluacion del sinergismo in vitro de la combinacién de Amoxicilina vy

Levofloxacina frente a S. aureus resistente a meticilina

Tabla 11-4: Representacion de la CMI de la combinacion de amoxicilina y levofloxacina

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

12

CONTROL

15

0.75

Concentracion Levofloxacina

0.50

0.25

Caldo +
bacteria

(1in/ml

0 0.5 1 2 4 8 12 16

Concentracion Amoxicilina (ug/mL)

Fuente: Registro de la investigacion

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

Para la representacion de la CMI de la combinacion de amoxicilina y levofloxacina se aplico la
técnica tablero de ajedrez en microplacas de 96 pocillos como se indica en la Tabla 6-4,
obteniendo que, la CMI de S.aureus en este estudio es de 2 pg/mL de amoxicilina 'y 3 pg/mL

levofloxacina (ausencia de turbidez en el medio).

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina se ha convertido en un patégeno comun a nivel
de las infecciones nosocomiales, ya que presenta resistencia a medicamentos como la meticilina,
nafcilina, oxacilina, carbapenémicos y otros antibi6ticos betalactdmicos. De este modo, las

terapias clinicas contra SARM se han visto limitadas llevando incluso al fracaso terapéutico. (Yu
et al. 2020, p. 2).

Una investigacion similar sobre “Sensibilidad bacteriana a los antibioticos comerciales

amoxicilina y ciprofloxacino”, observo que, la concentracion minima inhibitoria derivada del

38




sinergismo de los antibidticos fue de 0,06 pg/mL para la levofloxacina y de 5 pg/mL para la
amoxicilina (Smith et al. 2018, p. 85). En este estudio se analizo el efecto de la sinergia con otro
medicamento perteneciente al grupo de las quinolonas y fue posible determinar que cuando se

combinan dos antibidticos se potencia su efecto y se reduce su concentracion minima inhibitoria.

Se realizo el calculo del indice de la Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (CIF):

Antibidtico A: Amoxicilina
e (CMIl)a Amoxicilina: 8 pg/mL

e CMI de la combinada del antibidtico A en presencia del antibi6tico B: 2 pg/mL

(4)
(CMDa

CIFa: 0.0625

CIFa

Antibiotico B: Levofloxacina
e (CMI)b Levofloxacina: 3 pg/mL

e CMI de la combinada del antibidtico B en presencia del antibidtico A: 3 pg/mL

(B)
(CMD)b

CIFb: 0,083

CIFb

e Calculo de la concentracién inhibitoria fraccionada total

indice CIF = (A) + (B) = CIFa + CIFb
(CMDa  (CMDb

CIF = 0.0625 + 0.083=0.1458

Tabla 12-4: Resultados del experimento de sinergia por el ensayo tablero de ajedrez a 24 horas

Compuesto 24 horas de incubacion
A B FICa FICb FICt Interaccion
Amoxicilina Levofloxacina 0.0625 0.083 0.1458 Sinergia

Fuente: Registro de la investigacion
Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

En la Tabla 7-4 se presentan los resultados de la evaluacion del sinergismo tras 24 horas de
incubacion del medio y se obtuvieron valores de FIC para amoxicilina de 0,0625, y de

levofloxacina 0,083, danto un valor de FICt de 0,1458. El FIC se conoce como el indice de la
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concentracion inhibitoria fraccional, que es un parametro que se calcula en estudios de asociacion

de antibidticos, para determinar si existe un efecto sinérgico, aditivo, indiferente o antagdnico
(Canut et al. 2020, p. 8).

Un estudio publicado en Polonia sobre “Efectos sinérgicos de las tiosemicarbazidas con fArmacos
clinicos contra Staphylococcus aureus” determind que, al evaluar el indice racional de la
concentracién inhibitoria se debe considerar que, si el FIC es menor a 0,5, hay un efecto sinérgico,
si su valor oscila entre 0,5-1 es aditivo (suma de los dos efectos individuales de los antibidticos),
en tanto que si el valor oscila entre 1-4 la relacion es indiferente y si el valor es superior a 4, existe
un efecto antagonico (Chudzik et al. 2020, p. 9). En este caso, al obtener un valor FIC=0,1458 se

comprueba que la interaccién entre amoxicilina y levofloxacina presenta un efecto sinérgico.

En un articulo sobre “Evaluacién de la actividad de los agentes antimicrobianos ante el desafio
de la resistencia bacteriana”, se sefialé que, el objetivo de las combinaciones de antimicrobianos
es poder comprobar sinergismo, con el fin de contrarrestar el aumento de la resistencia bacteriana,
sobre todo a nivel hospitalario. Los estudios de las interacciones entre antibidticos se realizan in
vitro, sin embargo, para que puedan administrarse a nivel clinico, se requiere de la evaluacion en
sistemas in vivo porque se debe evaluar parametros como las concentraciones del medicamento,

la farmacocinética y farmacodindmica (De la Fuente et al. 2019, p. 11).

También es importante resaltar que la terapéutica de combinacion se ha empleado en mayor
medida en los ultimos afios, sobre todo en pacientes hospitalizados con sepsis graves, sin
embargo, se ha observado un aumento en la incidencia de los efectos adversos y un incremento
en el costo del tratamiento en comparacién a la monoterapia. Por esto, se requiere de un analisis
adecuado del sinergismo para evitar que la eficacia clinica de un medicamento se reduzca por la

presencia de otro (Cordiés y Machado 2018, p. 103).

4.5.  Comprobacion de la efectividad de la CMI de la combinacion de Amoxicilina y

Levofloxacina en comparacion con el Linezolid

Se realiz6 la comprobacion de la efectividad de la CMI de la combinacion de los medicamentos

de estudio:
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Tabla 13-4: Comparacion de CMI de la combinacion de amoxicilina/levofloxacina con
linezolid frente a SARM
N° Columnas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2 ug/mL A

+

1 pg/mL
B
2 ug/mL A

+

3 pug/mL
B
1 pg/mL A

+

2 pg/mL
B

Concentracion Linezolid (x 4pug/mL)

CONTROL

CMI Amoxicilina / Levofloxacina (ug/mL)

Realizado por: Paucar, Joselyn, 2023.

Como se observa en la Tabla 8-4, se utilizé el antibidtico linezolid como control positivo para la
inhibicion de S. aureus, debido a que es un medicamento de amplio espectro, con accion frente a
cocos gram positivos. Se compard de manera cualitativa con el efecto de la combinacion de
amoxicilinay levofloxacina, observando que, con el medicamento de control no hubo crecimiento
bacteriano, mientras que, con la combinacién de amoxicilina (2 pg/mL.) y levofloxacina (3

pg/mL.) se alcanzé un efecto similar al inhibir el crecimiento de esta bacteria.

Un articulo publicado en Madrid sobre “Interaccién microbioldgico clinico, ajuste de tratamiento
segin CMI”, indica que la concentracion minima inhibitoria del linezolid para S. aureus resistente
a meticilina es de 2mg/L, comparandolo con el sinergismo de amoxicilina y levofloxacina se

encuentran valores similares de la CMI a este patdgeno (Soriano et al. 2018, p. 22).

Actualmente se justifica la aplicacion de las combinaciones de antimicrobianos con el fin de
extender el espectro antibacteriano y conseguir un sinergismo que permita mejorar el efecto
terapéutico y a la vez minimizar la resistencia a los antibiéticos. Es asi que se han realizado
diversas experimentaciones in vivo usando combinaciones de antimicrobianos de diversa
naturaleza, para obtener resultados prometedores que aceleren su implementacion en la medicina

humana, con el objetivo de combatir un amplio grupo de bacterias multirresistentes (De la Fuente
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etal. 2019, p. 13). Debido a esto, la evaluacion del sinergismo de amoxicilina y levofloxacina es una

opcidn terapéutica para el tratamiento de diversas patologias.

CONCLUSIONES

e  Seevalud el efecto sinérgico de la combinacion de amoxicilina y levofloxacina frente a una
cepa de S. aureus resistente a meticilina, determinando que la interaccion de los dos antibidticos
potencio el efecto antimicrobiano contra esta bacteria que es causante de infecciones

nosocomiales a nivel asistencial.
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e Al evaluar la concentracién minima inhibitoria de la amoxicilina y el levofloxacina contra
MRSA se determin6 que individualmente presentaron: 8 pg/mL en amoxicilinay 3 pg/mL en la
levofloxacina, mientras que en combinacion se evidencié un efecto sinérgico entre ambos (mayor

efecto sobre las bacterias).

e Seevalud la eficacia de la sinergia de la combinacién de antibidticos y se calcul6 el indice
de la concentracion inhibitoria fraccional FIC= 0,1458, el cual, al ser menor a 0,5 establece que,

la combinacion de amoxicilina y levofloxacina presenta un efecto sinérgico.

e  Se comprobo la eficacia de la combinacion de amoxicilina méas levofloxacina, con respecto
al linezolid y se determind que, la CMI de este antibiotico de control fue de 2 pg/mL y la CMI al
combinar los antibiéticos amoxicilina y levofloxacina fue de 2ug/mL y 3 pg/mL respectivamente,
alcanzando un acertado efecto inhibitorio frente a SARM.
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RECOMENDACIONES

e  Se recomienda realizar el analisis del sinergismo de otras combinaciones de antibacterianos
sobre las bacterias SARM.

e Es importante realizar un andlisis in vivo del sinergismo farmacol6gico para determinar si
existe alguna diferencia significativa en la aparicién de efectos adversos entre la monoterapia y

la combinacién de antibioticos.

e Se recomienda evaluar en términos econdémicos, si la combinacién antibacteriana presenta

un menor o mayor valor respecto a la adquisicion de estos medicamentos en monoterapia.
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ANEXOS

ANEXO A: CALDO SOJA TRIPTICASEINA (TSB)

Es un medio enriquecido que posee nutrientes que permiten el aislamiento y cultivo de
microbianos patégenos.

PREPARACION:

v Colocar 30 gramos del medio en 1000 mL de agua destilada segun la ficha técnica.

v Poner en ebullicion hasta que el medio se disuelva completamente y proceder a
esterilizarlo en la autoclave a 121 °C durante 15 minutos para luego dejar enfriar hasta llegar a
una temperatura aproximada de 45 a 50 °C.

v Verter en frascos estériles, almacenar a 2 — 8 °C en un refrigerador envueltos con papel
aluminio y etiquetar la fecha de preparacion.

v Realizar la siembra con un inoculo de un cultivo con un asa bacterioldgica previamente

flameada que obtendran como resultados crecimiento de colonias (Condalab, 2020 pag. 2).



ANEXO B: TRIPTEINA SOYA AGAR (TSA)

Medio de cultivo general que contribuye al desarrollo y aislamiento de una gran variedad de
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos.

PREPARACION:

4 Colocar 40 gramos en 1000 mL de agua destilada y agitar para mezclar.

v Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente y esterilizar en la
autoclave a 121 °C durante 15 minutos y dejar enfriar hasta llegar a una temperatura aproximada
de 45 a 50 °C.

v Verter el medio en las placas Petri estériles dentro de la cAmara de flujo laminar y dejar
que se solidifiquen.

v Almacenar a 2 — 8 °C en un refrigerador envueltos en papel aluminio y dentro de una
funda estéril etiquetando la fecha de preparacion.

v Realizar la siembra en estria sobre la superficie cuidadosamente con un asa bacterioldgica
previamente flameada para obtener resultados de crecimiento de colonias (Condalab, 2021 pag.
3).



ANEXO C: AGAR MANITOL SALADO

Medio de cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos a partir de diversas muestras.

PREPARACION:

4 Suspender 111 gramos en 1000 mL de agua destilada segun la técnica.

v Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente y esterilizar en la
autoclave a 121 °C durante 15 minutos y dejar enfriar hasta llegar a una temperatura aproximada
de 45 a 50 °C.

v Verter en las placas Petri estériles y dejar que se solidifiquen

v Almacenar a 2 — 8 °C en un refrigerador envueltos en papel aluminio y sobre funda estéril
etiquetado con la fecha de elaboracion.

v Se realiz6 la siembra en estria sobre la superficie con un asa bacterioldgica previamente

flameada teniendo como resultados crecimiento de colonias (Britania, 2021 pég. 1).



ANEXO D: BASE DE AGAR DE SANGRE (INFUSION AGAR)

Base de Agar de Sangre es recomendable usar una base a la que se puede afadir sangre para el
aislamiento y cultivo de microorganismos patdgenos.

PREPARACION:

4 Colocar 40 gramos en 1000 mL de agua destilada segun la ficha técnica.

v Poner en ebullicién para disolver el medio en su totalidad y esterilizar en la autoclave a
121 °C durante 20 minutos y dejar enfriar hasta llegar a una temperatura aproximada de 45 a 50
°C.

v Afadir 10 % de sangre al medio esterilizado y homogenizar.

v Verter en las placas Petri estériles dentro de la cdmara de flujo y esperar que se
solidifiquen.

v Almacenar a 2 — 8 °C en un refrigerador envueltos en papel aluminio y dentro de una

funda estéril etiquetando con la fecha de preparacion.

v Realizar la siembra en estria sobre la superficie cuidadosamente con un asa bacterioldgica
previamente flameada para tener como resultados crecimiento de colonias (Condalab, 2020 pég.
2).



ANEXO E: PROTOCOLO PARA LA REALIZACION DE LA TINCION GRAM

Preparacion del frotis:

= Se tomaré una colonia de un cultivo nocturno de 24 horas y se la extendera en un porta
objetos.
= Se procede a fijar la muestra pasandola tres o cuatros veces a través de la llama de un

mechero Bunsen de manera que el material no se lave durante la tincion.
Tincién
1. Colocar el frotis en un soporte para tincién en un lavabo y recubra la superficie con

solucion de violeta de genciana.

2. Pasado el minuto lavar con agua destilada.

3. Se procede a cubrir el frotis con lugol durante un minuto y nuevamente lavar con agua
destilada.

4. Poner alcohol cetona por 15 segundos y enjuagar delicadamente con agua destilada.

5. Cubrir el frotis con safranina diluida 1:10 por 30 segundos y enjuagar con agua destilada.
6. Colocar el frotis en posicion vertical, para permitir que el exceso de agua caiga por

gravedad y el frotis se seque. Posteriormente se observara al microscopio con el objetivo de 100x
(de inmersidn), utilizando aceite de inmersion. Las bacterias grampositivas se tifien de violeta

(Gonzales, y otros, 2020 pag. 42).



ANEXO F: PRUEBAS BIOQUIMICAS

X UREA

Base de Agar de Urea se recomienda diferenciar microorganismos en base a la actividad
ureésica.

Preparacion:

v Colocar 24 gr en 950 ml de agua destilada y dejar reposar aproximadamente 5 minutos.
Calentar mediante agitamos frecuentemente hasta conseguir la dilucion total.

v Distribuir en recipientes estériles y colocar en la autoclave a 121 ° C durante 15
minutos. Enfriar a 50 ° C.

v Afiadir asépticamente 50 mL de una solucion de urea al 40% previamente esterilizada y

mezclar bien. Distribuir en tubos estériles y permitir fijar en la posicion inclinada.

v No sobrecalentar o recalentar el medio como la urea ya que se descompone con mucha
facilidad.
v Almacenar a 2 — 8 °C en un refrigerador envueltos en papel aluminio y sobre funda

estéril. Etiquetar poniendo fecha de elaboracion

4 Para la siembra se utilizé una colonia de un cultivo puro del microrganismo y se lo
estrid en la superficie del medio en pico de flauta.

4 Se incuba a 37°C durante 18 a 24 horas y se observa los resultados.

Resultados:

El indicador de pH es rojo de fenol, el cual en alcalinidad vira a un color violeta indicando una

prueba positiva. Si el color es amarillo indica una prueba negativa (Britanialab, 2021 pag. 2)

X COAGULASA

Medio SIM, se recomienda para la determinacién de la produccién de sulfuro de hidrégeno,
formacion de Indol y motilidad de los bacilos entéricos.

Preparacion:

Suspender 30 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Durante 5 minutos.

Calentar con agitacion frecuente y hervir durante un minuto para disolucion total.
Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Agregar al medio de cultivo 3 a 5 gotas de Indol Reactivo.

D N N NN

Colocar los tubos con el medio mas el reactivo en posicion vertical formando un pico de
flauta, dejar que se solidifique el medio.

v Almacenar a 2 —8 °C en un refrigerador envueltos en papel aluminio y sobre funda estéril.
Etiquetar poniendo fecha de elaboracion.

v Para la siembra tomar una colonia de un cultivo de 24 horas e insertar en el medio, incubar

por 12 a 24 horas a 37 °C para observar los resultados.



Resultados:

= El indol se puede detectar en un medio observando el desarrollo de un color rojo después
de agregar el reactivo de Erlich o de Kovac’s indicando una prueba Positiva. Si el color es amarillo
indica una prueba Negativa.

= El SIM es un medio semisélido sin hidratos de carbono que inhiban la produccion de H,S
y tiene tiosulfato de sodio fuente de azufre y hierro peptonado como indicador de HS, lo que lo
hace méas sensible en la deteccién de H,S por produccion de un precipitado negro de sulfuro
ferroso.

. La movilidad bacteriana se interpreta realizando un cuidadoso examen macroscépico del
medio para observar una zona de desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacién
(Britanialab, 2021 pag. 2).

3 CATALASA

Es un medio para las pruebas bioquimicas de Enterobacterias y caracterizar su fermentacion de la

7

glucosa y la lactosa o la produccion de &cido sulfhidrico.

Preparacion:

4 En un portaobjetos se depositan una o dos gotas de peréxido de hidrogeno.

4 Se recoge una muestra con el asa de siembra y se toma un indculo del centro de una
colonia pura cultivada de 18-24 horas.

4 Calentar con agitacion suave y hervir por un minuto para que se disuelva el medio
completamente (MCDLAB, 2014 pag. 2).



ANEXO G: PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE LAS SOLUCIONES MADRES

Solucion Madre de amoxicilina
DATOS DEL ANTIBIOTICO

Potencia: 99.50% Almacenamiento: < 25°C
Solvente: H,O estéril N° de analisis: CMP26232
codigo: A4

Pesar 28.7 mg de amoxicilina trihidratado estandar (equivalente a 25mg de Amoxicilina Base) en
una balanza analitica, colocar el estandar pesado en un matraz volumétrico de 100mL vy aforar
con el solvente (agua estéril), agitar y calentar a baja temperatura, hasta conseguir una solucion
homogénea.

De esta solucion se toma una alicuota de 1mL y colocar en un matraz volumétrico de 25 mL y
aforar con el solvente (agua estéril).

Concentracion St; 0.01 mg/mL

Calculos:

Preparacion de las diluciones
Solucién madre de levofloxacina
DATOS DEL ANTIBIOTICO

Potencia: 99.26% Almacenamiento: < 25°C
Solvente: HCI N° de analisis: CMP26232
cédigo: C4

Pesar 46.6 mg de Levofloxacina clorhidrato estandar (equivalente a 40 mg de Levofloxacina
Base) en una balanza analitica, colocar el estandar pesado en un matraz volumétrico de 100mL y
aforar con el solvente (&cido clorhidrico 0,01N), agitar hasta conseguir una solucién homogénea.

Concentracion estandar: 0.04 mg/mL

Preparacion de las diluciones



Solucion de madre de la linezolid
DATOS DEL ANTIBIOTICO

Potencia: 99.50% Almacenamiento: < 25°C
Solvente: H.0O N° de analisis: CMP26232
codigo: T4

Colocar 1 mL del medicamento en un matraz volumétrico de 100mL y aforar con el solvente
(agua estéril), agitar hasta conseguir una solucion homogénea.

Concentracion estandar: 0.02 mg/mL



ANEXO H: DISTRIBUCION DE LOS MICROPOCILLOS

Microdilucién de amoxicilina (antibiético A) de forma individualizada

NO 1 2 3 4 5 6
Columnas 12
microplacas
Muestras Blanco 1 21314105 Control
A:0.5 5uL 200 5uL 200 pL 5uL 200 pL
suspension pL suspension | dilucién suspension | dilucion
5 bacteriana | caldo | bacteriana de bacteriana de
£ TSB antibictico linezolid
=3
2 A (4
S pg/mL)
o
=2 B:1
(]
:g C:2
g | D4
é E:8
c
8 F:16
G:32
H:64
Observaciones:
. Se utilizaron 8 diluciones del antibiético, desde la concentracién de pocillo 0.5 pg/mL
hasta 32 pg/mL.
= En la columna 1 se encuentra el blanco utilizada como control del medio (TSB).
= La columna 12 fue utilizada como control del medio donde se encuentra el linezolid a una

concentracion bactericida mas suspension bacteriana.



Microdilucion de levofloxacina (antibidtico B) de forma individualizada

N° Columnas 1 2 S| 45|68 |7|8 12
microplacas
Muestras Blanco 1 21814151617 Control
A:0.25 5pL 200 5uL 200 pL 5uL 200 pL
suspension ML | suspensién | dilucién suspension | dilucién
- bacteriana | caldo | bacteriana de bacteriana de
£ TSB antibiético linezolid
3
2 A (4
S pg/mL)
(8]
= | B:0.50
[a)]
:5 C:0.75
8 [ D15
§ E:3
[
8 F:6
G:12
H:24
Observaciones:
= Se utilizaron 8 diluciones del antibiético, desde la concentracion de pocillo 0.25 pg/mL
hasta 24 pg/mL.
= En la columna 1 se encuentra el blanco utilizada como control del medio (TSB).
L] La columna 12 fue utilizada como control del medio donde el linezolid a una

concentracion bactericida mas suspension bacteriana.



ANEXO I: DISTRIBUCION DE LOS MICROPOCILLOS PARA LA MICRODILUCION DE
LA COMBINACION

N° Columnas 1 213 4 516 7 8 9 12
microplacas
CONTROL
A:0.25 5uL 200 5uL
@ suspension | suspension
=) bacteriana bacteriana
S dilucion de
©
’g <4 linezolid
= o
E: o | & (4pg/mL)
B:0.50 | © >
2 z | g
< C075 | J ‘=
X o | g
= D:1.5 8
g c
=z E:3 2
= &
= | Fb &
[a— a
M G:12 4
=
[Te)
0
( 0jo5[1]2]|4]8]12
X / A [] AMOXICILINA (pg/mL)

/

En cada pocillo agregar 5ulLde la suspension bacteriana con ODeoonm: 0.08 y
100 pL dilucion amoxicilina mas 100 pL de la dilucion de levofloxacina de
acuerdo con las concentraciones establecidas en la tabla.

Observaciones:
= Se utilizaron 7 diluciones para cada antibi6tico, amoxicilina desde la concentracién del
pocillo 0.5 pg/mL hasta 16 pg/mL.

= Para levofloxacina las concentraciones fueron desde 0.25 pg/mL hasta 12 pg/mL.
= En la columna 1 se encuentra el blanco utilizada como control del medio (TSB).
. La columna 12 fue utilizada como control del medio donde se encuentra el linezolid a una

concentracién bactericida mas suspension bacteriana.



ANEXO J: FOTOGRAFIAS DEL ANALISIS MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO DE S.

AUREUS
Tipo de andlisis Resultados
Macroscopico (Agar Sangre) Colonias lisas, brillantes y convexas de color amarillo-naranja.

Microscopico (Tincién Gram) Cocos gram positivos coloracion violeta.




ANEXO K: FOTOGRAFIAS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

PRUEBAS BIOQUIMICAS
Catalasa Positiva (no fermentadora de glucosa).
Coagulasa Positiva.
Citrato Negativa.
Manitol Positiva (se aprecia que es S. aureus).




Movilidad

Negativa.

Ureasa

Negativa.




ANEXO L: ANTIBIOGRAMA

En la siguiente fotografia se evidencia los halos de inhibicidn de la bacteria frente a diferentes

discos de antibidticos.




ANEXO M: CMI DE AMOXICILINA

Fotografias de las microplacas del método de microdilucion en caldo Amoxicilina de forma

individual.




ANEXO N: CMI DE LEVOFLOXACINO

Fotografias de las microplacas del método de microdilucion en caldo de Levofloxacino de forma

individual.




ANEXO O: RESULTADOS DE COMBINACION DE LOS ANTIBIOTICOS DE ESTUDIO

Fotografias de la observacion del efecto sinérgico de la combinacion de Amoxicilina y

Levofloxacina por el método de microdilucion en caldo mediante el ensayo tablero de ajedrez.
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