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Generalidades de los antibioticos

El término antibidtico fue acufiado por Selman Abraham Waksman en 1941, quien lo
define como toda sustancia natural producida por un organismo vivo, hongo o bacteria,

capaz de inducir la muerte o la detenciéon del crecimiento de bacterias, virus u hongos. (1)

La segunda mitad del siglo xx fue la época de los antimicrobianos, producto de una serie
de adelantos tecnolégicos y cientificos. Antes del descubrimiento de los antibiéticos una
simple infeccién podia ser la causa de muerte de muchas personas, situacién que
actualmente se ha superado gracias a la acciéon de los antibiéticos. Anteriormente la
mortalidad infantil era muy elevada, principalmente por las infecciones, al igual que la
mortalidad materna en el parto y después del parto. En el siglo XVIl la mitad de la
poblacién de Europa murié por alguna infeccién. Ahora existe una gran cantidad de
farmacos, como la penicilina, derivados de la penicilina, sulfas, nitrofuranos, quinolonas,
fenoxacinas y cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacién, que presentan

accion antimicrobiana frente a agentes infecciosos.(2,3)

Clasificacion de los antibidticos.
Los antibidticos se pueden clasificar segin su mecanismo de accién y su componente

activo.

Clasificacion seguin su mecanismo de accién.

El primer grupo actua sobre la membrana citoplasmatica y en este se encuentran las

poliximinas, la nistatina, los imidazoles y la colimicina.

El segundo grupo conformado por las cefalosporinas, la vancomicina, la cicloserina, la
bacitracina, la fosfomicina, la ristocetina, la novobiocina, la penicilina y muchos de sus
derivados como la metacilina, oxacilina, nafcilina, ampicilina, carbenicilina y amoxicilina

interviene en la sintesis de la pared celular. (2,4)



El tercer grupo actla sobre la sintesis de proteinas y en este grupo se encuentra, el
cloranfenicol, las tetraciclinas, la lincomicina, la oleandomicina y los aminoglucosidos

como la kanamicina, la gentamicina y la amikacina. (2,4)

El cuarto grupo interviene en la replicacion celular y estd conformado por la
porfiromicina, la actinomicina, la mitomicina, los nitrofuranos, la novobiocina, la

griseofulvina y el acido nalidixico y sus derivados. (2,4)

El quinto grupo actua sobre la transcripcion y traduccion del ADN y estd compuesto por la
estreptomicina, la novobiocina, el cloranfenicol, las tetraciclinas, los macrolidos y la

puromicina. 2,4)

El sexto grupo actia como antagonista metabdlico y lo conforman las sulfonamidas, el

trimetoprim y la isoniazida. (2,4)

Clasificacion seguiin su componente activo

Betalactamicos

Los betalactamicos obstaculizan la sintesis de la pared celular bacteriana mediante la
inhibicidn por la incorporacién del dcido N-acetilmuramico a los mucopeptidos de la pared
celular en las bacterias gran positivas, a diferencia de las bacterias Gram negativas, que
contienen pequefias cantidades de mucopeptidos, que hace que las penicilinas no sean
eficientes frente a este grupo de microorganismos. Los antibidticos betalactamicos se
pueden dividir en: penicilinas, cefalosporinas, carbapenems, monobactams y carbacefem.

(2,4,5)

Aminoglucosidos

Son un grupo de antimicrobianos que reciben su nombre genérico por su composicion
guimica estructural, al estar integrados a una base de azucares aminados. Su accion sobre
la celula bacteriana es destructora (bactericida) por interferencia en la sintesis proteica a
nivel de los ribosomas mediante la unidn irreversible en la subunidad 30S. En este grupo

de antibidticos encontramos a la estreptomicina, gentamicina, amikacina, tobramicina,



neomicina, kanamicina, paramomicina, sisomicina, dibekacina, netilmicina y

espectromicina. (2, 4,5)

Fenolicos

De los fenolicos el cloranfenicol es un antibidtico bacteriostatico que inhibe la sintesis
proteica de la bacteria, al reprimir la transmisién de aminodcidos activados. Es muy
difusible, con excelente absorcion digestiva y distribucién en todo el organismo, ademas
de ser de facil penetracion en los espacios raquidio y pleural y con paso transplacentario.

(2,4,5)

Polimixinas
En las polimixinas o antimicrobianos polipeptidicos, encontramos la polimixina B y la
polimixina E. las polimixinas tienen efecto bactericida al aumentar la permeabilidad de las

membranas bacterianas, de forma que estas pierden substancias de bajo peso molecular.

Glicopeptidos

De los antimicrobianos glicopeptidos, la vancomicina es un antimicrobiano glucopeptido
triciclico que se presenta en polvo soluble en agua, para administracién endovenosa lenta.
Su espectro de accidn en primer lugar incluye al género Staphylococcus, pero también se

pueden utilizar en infecciones por Clostridium, Corynebacterium y Bacillus. (2, 4,5)

Macrolidos
Este grupo de antibidticos deben su nombre a que estructuralmente poseen una lactona
macrociclica. Presentan un espectro antimicrobiano entre la penicilina y la tetraciclina, y

su mecanismo de accidn es por interferencia en la sintesis proteica bacteriana. (2, 4,5)

Tetraciclinas
Son antibiéticos bacteriostaticos que interfieren en la sintesis proteica, al impedir la unién
del &cido ribonucleico de transferencia con el ribosoma. Su aspectro se considera amplio.

(2,4,5)



Sulfamidas
Son derivados de la sulfanilamida. Tiene accidon bacteriostatica al interferir en la sintesis
del acido fdlico. Su espectro de accidon es muy amplio, incluyendo Gran positivos y

negativos. (2, 4,5)

Carbapenems

Debido a su amplio espectro antibacteriano que incluye Pseudomonas aureginosa, lo
carbapenemicos han abierto nuevos horizontes al uso de antibiéticos betalactamicos. El
imipenem fue el primer carbapenem usado clinicamente, subsecuentemente muchos
carbapenems como pampenem, meropenem, biapenem, han sido desarrollados y usados
para el tratamiento de infecciones graves o estudios clinicos. La apariciéon de cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticiliea, constituye un problema serio en la
guimioterapia antimicrobiana. Sin embargo, los carbapenems no muestran gran actividad

contra estos organismos altamente resistentes. (6)

Los carbapenems son antibidticos relacionados con la penicilina en los cuales el atomo de
azufre del anillo A del acido penicilanico ha sido reemplazado por carbono. La doble
ligadura presente en el anillo A contribuye a que el caracter plantar del anillo se asemeje
al del acido penicilanico. Los carbapenems se fijan a las proteinas fijadoras de penicilinas 1
y 2, en consecuencia, poseen una actividad antibacteriana similar a las de las penicilinas.
Sin embargo, también se fijan a la proteina fijadora 7, lo que les permite destruir bacterias
gue no se encuentran en vias de proliferacién, rasgo que sin duda es importante para el
tratamiento de infecciones asociadas con poblaciones numerosas de células latentes
(endocarditis, meningitis,oftalmitis, osteomelitis, etc.) los carbapenemicos inducen
betalactamasas, pero también son resitentes a estas enzimas, este fendmeno explica su

eficacia contra mas del 90% de las especies de bacterias Gran negativas. (6)



Figura 1. Estructura quimica de los carbapenems (Tomada de: Nuevos Betalactamicos
http://www.medicrit.com/rev/v3n6/36132.pdf)

Mecanismo de accion Carbapenems

Como betalactdmicos que son, inhiben la sintesis de la pared bacteriana al unirse a
proteinas ligadoras de penicilinas, que produce una forma esférica en la bacteria,
provocando la lisis inmediatamente. Los sitios “blanco™ en la E. coli son las proteinas tipo
2, 1y 3; con los cuales ocurre afinidad decreciente segun el orden antes mencionado. Por
otro lado, imipenem aumenta su actividad antibacteriana por el pequefio tamafo de su

molécula, su configuracién trans y su efecto post-antibidtico. (7)

Espectro antibacteriano

Los carbapenémios tienen un espectro antimicrobiano amplio que cubre la mayoria de los
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, aerobios y anaerobios, cocos y bacilos.
Las Unicas especies bacterianas que normalmente son resistentes a los carbapenémicos
son la Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomona cepacia, Corynebacterium keikeium,

Enterococcus faecium, y algunas otras especies de enterococos. (8)

Metabolismo y farmacocinética

Son medicamentos que no se absorben por la via oral, administrdndose solamente por via
parenteral. Su unién a proteinas plasmaticas es pobre en el caso del imipenem y
meropenem y alta en el caso de doripenem, panipenem y ertapenem con una buena
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distribucién corporal, sobre todo a nivel del sistema nervioso central, peritoneo y rifién.
Tiene escasa excrecion por la bilis y heces fecales, de ahi su pobre efecto sobre la flora
intestinal. La vida media varia en dependencia del compuesto desde una hora para el
imipenem, hasta el ertapenem con una vida media que le permite una dosificaciéon cada
24 horas. Como para el resto de los B—lactamicos, su accion es dependiente del tiempo de
permanencia por encima de la CIM, pero a diferencia de otros, ellos poseen un
prolongado efecto postantibidtico frente a bacilos Gram negativos, lo que determina que
el intervalo entre dosis sea de seis a ocho horas, mucho mads largo que su vida media, sin
embargo las CIM para P. aeruginosa y Acinetobacter sp. Son de 10 a 40 veces mas
elevadas que para las enterobacterias, por lo que deben utilizarse dosis mas elevadas y en

intervalos que no deben superar las 6 horas para imipenem y meropenem. (9)

Mecanismo de resistencia

La mayoria de las P-lactamasas de espectro expandido son incapaces de conferir
resistencia a los carbapenémicos, pero algunas bacterias producen B-lactamasas
especializadas del grupo de las metalo—B—lactamasas, mediadas por zinc, que inactivan
estos compuestos. En algunos organismos la resistencia a imipenem se ha asociado a
alteraciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PFP). La resistencia en cocos gram
positivos se debe a la presencia de PFP no sensibles a los carbapenémicos. Ademas se
describe la resistencia adquirida por la P. aeruginosa por la pérdida de una proteina de la
membrana externa que forma una porina (proteina D2 y proteina 47Kd), por ultimo se ha
descrito una resistencia por aumento del flujo de meropenem en P. aeruginosa, este
mecanismo se asocia con resistencia cruzada con fluroquinolonas, pero no con imipenem.

(10)

Efectos adversos

Convulsiones: Especialmente con el uso del imipenem asociado a la administracion de
dosis altas y/o insuficiencia renal, enfermedades del SNC, o se administra conjuntamente
con ciclosporina, teofilina o ganciclovir. Con los nuevos agentes este efecto tiene un

porcentaje muy bajo. Nauseas, vOmitos (4%): Se asocia a infusidn rapida del
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medicamento. Aumento de las transaminasas (5%), leucopenia, eosinofilia, prueba de

Coombs positiva. Hipersensibilidad cruzada con otros —lactamicos. (11)

Meropenem
Definicion
Meropenem es un antibiético de amplio espectro, actla frente a bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Es un betalactamico, perteneciente al grupo de los carbapenems que
son un grupo de antibidticos resistentes a la beta lactamasas. Por sus propiedades son

utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades nocosomiales de gran importancia.

(12)

Estructura quimica

El anillo carbapenem es un azobiciclo formado por la condensacion de un anillo B-
lactdmico y otro pirrolidinico de 5 miembros e insaturado. Posee en posicién 1 un dtomo
de carbono (carba) y un enlace no saturado entre 2 y 3 (-em). Todos tienen en posicion 6
un grupo hidroxietilo en configuracién trans que protege al anillo B-lactdmico de muchas
serino-B-lactamasas y en posicién 3 un radical carboxilo, importante para que el anillo

pirrolidinico active al B-lactamico. (12)

Los distintos carbapenems son fruto de sustituciones en 1 y 2. En meropenem, el H en
posicién B esta sustituido por un metilo que le confiere estabilidad frente a la DHP-I renal,
a diferencia del imipenem, otro antibidtico del grupo de los carbapenems, en el cual los
hidrogenos del C1 no estdn sustituidos, por lo que es sensible a la DHP-l renal y
potencialmente nefrotdxico. En la posicién 2, hay una cadena lateral tioacilica de caracter
basico que diferencia a los distintos carbapenems determinando actividad antimicrobiana,
potencial neurotdxico, atrapamiento por algunas bombas de expulsidn, farmacocinética y

colabora en la estabilidad frente a la DHP-I. (12)

En meropenem estd sustituida por un grupo hidrofébico dimetil-carbomoil-pirrolidin-tio

gue incrementa la actividad frente a Gran negativos, ademas es responsable de la ligera
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disminucion de actividad frente a Gram positivos, y puede de igual manera explicar la
reduccién del efecto proconvulsionante observado en imipenem/cilastatina. Meropenem
tienen un peso molecular de 437,51 es un antibiotico hidrofilico y de estructura compacta

y zwiteridnica, lo que permite una penetracién rdpida a través de las porinas de los Gram

negativos
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Figura 2. Estructura de Meropenem (Tomada de: Los carbapenems disponibles: propiedades y

diferencias)

Mecanismo de accién

Inhibe la sintesis de la pared celular durante la transpeptidacion uniéndose a residuos de
serina de peptidasas situadas en la cara externa de la membrana citoplasmatica
denominadas PBP (penicillin binding protein, proteinas que fijan penicilinas). La pared
celular se debilita y la bacteria normalmente se lisa. Por ello, es bactericida. El poder
bactericida es rapido y dependiente del tiempo. Frente a Listeria monocytogenes
meropenem se comporta como bacteriostatico, aunque la actividad intracelular es
bactericida a las 24 hPara ejercer su accidén debe atravesar la pared celular para acceder a
las PBP, lo que es facil en Gram positivos pero mas complicado en gramnegativos. Sus
caracteristicas estructurales le permiten acceder a las PBP de las bacterias Gram negativas
a través de las porinas de la membrana externa. En P. aeruginosa meneropem emplea la

via de la OprD y otras porinas. (12)
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Los carbapenems muestran una elevada afinidad por multiples PBP fundamentales en
gramnegativos (especialmente por las PBP de alto peso molecular 1a, 1b, 2 y 3). La mayor
afinidad por las PBP-1a y 1b de Escherichia coli y P. aeruginosa, en comparacién con otros
B-lactdmicos, determina un mayor y mas rdpido efecto bactericida. La inhibicién de las
PBP-2 y 3 es responsable de la aparicion de cambios morfolégicos que conducen a la
formacién de células esféricas (PBP-2) o de formas filamentosas (PBP-3). El meneropem, al
contrario que ceftazidima y aztreonam, muestra una elevada afinidad por la PBP-4 y una

afinidad preferente sobre las PBP-3,4y 6 de E. coliy la PBP-2 de P. aeruginosa. (12)

En Staphylococcus aureus cabe destacar la elevada afinidad por las PBP-1, 2 y 4 y baja por
las PBP-3. Los carbapenems no tienen afinidad por la PBP-22. Meropenem muestra una
afinidad baja por las PBP-1, 2 y 4 y casi inexistente sobre la PBP-3. Estas diferencias avalan

la menor actividad frente a S. aureus. (12)

Resistencia bacteriana.

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto del antibidtico generado principalmente
por el uso indiscriminado e irracional de éstos y no sdélo por la presién evolutiva que se
ejerce en el uso terapéutico. Desde el principio de la era antibidtica los fendmenos de
resistencia a estas sustancias han sido descritos. Cabe destacar la importancia inicial de
cepas de Staphylococcus aureus capaces de degradar la penicilina y la posterior aparicion
de esta misma bacteria con resistencia a la meticilina. Inicialmente el problema fue
resuelto con el descubrimiento o sintesis de nuevas sustancias que eran capaces de
controlar las bacterias con este fendmeno, y aparecen medicamentos como los
aminoglucésidos, macrodlidos, glicopéptidos, entre otros. Sin embargo, esto no es
suficiente y cada vez aparecen nuevos mecanismos que son dificiles de controlar por

estos medicamentos. (13)

Se ha encontrado que la prevalencia de organismos patdgenos humanos resistentes a los

antibidticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibidticos
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que controlen éstos es mucho mas lento. Son varias razones las que explican este hecho:
costo de la sintesis hasta el mercadeo del medicamento (USS100 millones a USS$350
millones); falta de nuevos blancos para la acciéon de los antibidticos, entre otras. Las
infecciones causadas por bacterias multirresistentes causan una amplia morbilidad y
mortalidad. Asimismo causan un mayor costo por mayor estancia hospitalaria y
complicaciones. Se calcula que el costo anual en los Estados Unidos por la resistencia

antibidtica es entre 100 millones y 30 billones de ddlares. (13)

Mecanismos de Resistencia de bacterias Gram negativas.

Teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas tienen un arsenal de mecanismos de
resistencia a su disposicion y que la seleccién de estos mecanismos puede llevar a alla
terapéutica, es importante conocer los mecanismos de resistencia mas prevalentes en las

bacterias Gram negativas.

Estos mecanismos de resistencia podrian resumirse en cuatro categorias (figura 3)

1. Modificacion enzimatica del antibidtico: las bacterias expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibidtico haciendo que éste pierda su funcionalidad.
Las 3-lactamasas son las mas prevalentes. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo 13-
lactdmico que poseen los antibidticos de esta familia. De igual forma, las enzimas
modificadorasde los aminoglucdsidos son capaces de modificar estos antibidticos

mediante reacciones de acetilacion, adenilacién y fosforilacién(14).

2. Bombas de salida: operan tomando el antibidtico del espacio periplasmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accién. Este mecanismo

es frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas. (14)

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias pueden generar
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Cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se ve alterada,
principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son proteinas que forman canales

llenos de agua embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de algunos
elementos, entre ellos, los antibiéticos. Los cambios en su conformacion pueden llevar a
que la membrana externa no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico.

(14)

4.Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibidtico

se une a la bacteria para interrumpir una funcién vital de ésta. Este mecanismo
es, principalmente, utilizado por las bacterias Gram positivas, las cuales generan cambios

estructurales en los sitios de accion de los antibidticos R-lactdmicos a nivel de las

proteinas unidoras de penicilinas. (14)

Modificacidon enzimatica del antibidtico
Debido a que el mecanismo de resistencia mas prevalente en las bacterias Gram negativas
a los antibidticos es la producciéon de Rlactamasas, es importante mencionar las mas

prevalentes.

B-lactamasas

Los antibidticos B-lactamicos tienen en comun su estructura molecular con un anillo B-
lactamico, los cuales son responsables en gran parte de su accién antimicrobiana. Las 13-
lactamasas son enzimas capaces de romper este anillo e inactivar estos antibidticos. Las [3-
lactamasas son ubicuas de las bacterias Gram negativas y representan una forma
importante de resistencia. Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en
el cromosoma bacteriano o en pldsmidos, lo cual permite su facil transferencia entre

diferentes bacterias, lo que representa un gran reto para el control de las infecciones. (14)
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Figura 3. Mecanismos de resistencia (Tomado de: Mecanismos de resistencia a los antibioticos en
bacterias Gram negativas)

B-lactamasas tipo AmpC.

Estas enzimas se han encontrado codificadas por cromosomas en una amplia variedad de
bacterias Gram negativas; algunas de ellas son faciles de recordar utilizando Ia
mnemotecnia AMPCES (Aeromonas spp., Morganella morganii, Providencia spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp. (indol positivo), Citrobacter freundii, Enterobacter
spp. y Serratia spp.). También se ha encontrado AmpC mediada por pldsmidos en
Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., especies que no tienen naturalmente expresion
de AmpC cromosémico. Las RB-lactamasas tipo AmpC hidrolizan generalmente a las
cefalosporinas de espectro reducido, cefalosporinas de tercera generacidn, aztreonam e
inhibidores de R-lactamasas. Las bacterias con AmpC cromosémico, bajo condiciones
normales, producen esta enzima en bajas cantidades sin alterar significativamente la
sensibilidad a las cefalosporinas de tercera generacion. Sin embargo, pueden ocurrir
mutaciones espontaneas (a una tasa de 10-5 a 10-7) en los genes que regulan la
produccién de AmpC, lo cual lleva a la produccién constitutiva de esta enzima, en
suficiente cantidad como para hidrolizar los antibiéticos antes mencionados. Las bacterias
gue ya no regulan la produccién de AmpC, pueden ser seleccionadas durante la terapia

con cefalosporinas de tercera generacion y pueden acumularse en la microflora
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hospitalaria. Diferentes estudios han demostrado prevalencias de aislamientos de
Enterobacter spp. De este tipo entre 29,5% y 50%lo cual se asocia al uso de cefalosporinas

de tercera generacion. (14)

Carbapenemasas.
Este grupo de enzimas hidroliza hasta los carbapenems. Pueden estar codificadas en el
cromosoma bacteriano o estar presentes en elementos genéticos moéviles. Se ha

propuesto una clasificacion en dos grupos: carbapenemasas de serina (incluidas en la

clasificacién molecular de Ambler, clases A y D) y metalo-R-lactamasas, MBL (Ambler,
clase B), denominadas asi por la dependencia de metales como el zinc para su
funcionamiento. Aunque las carbapenemasas fueron inicialmente consideradas poco
frecuentes, los recientes reportes en la literatura han generado preocupacién entre los
clinicos y los grupos de investigacidon por el reto terapéutico que representan y por su
impacto en el desenlace clinico de los pacientes, ya que la resistencia a los car-bapenems
implica resistencia a otros B-lactdmicos Un fenotipo que puede ayudar a la deteccion de
carbapenemasas tipo MBL, es la resistencia a todos los R-lactamicos, excepto a
aztreonam. En el caso de las carbapenemasas de serina, no existe un fenotipo
caracteristico y su identificacion constituye actualmente un reto en los laboratorios de

microbiologia. (14)

Se han identificado carbapenemasas de serina en Enterobacteriaceas y en Acinetobacter
spp. En Enterobacteriaceas se han descrito algunos ejemplos de enzimas clase A, como
NMC-A, SME-1-3, KPC 1-4, IMI-1 y GES-220.Las enzimas tipo KPC se han descrito

cldsicamente en K. pneumoniae y en algunas Enterobacteriaceas alrededor del mundo.

Aunque su actividad hidrolitica es mucho menor que el de las metaloenzimas, su mayor

frecuencia en Acinetobacter spp. Las hace importantes.Son enzimas capaces dehidrolizar
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las penicilina, las cefalosporinas de primera generacién y débilmente los carbapenems; no

hidrolizan las cefalosporinas de tercera generacion ni el aztreonam. (14)

En Colombia se reportd la primera OXA-23 en (A. baumannii en el 2007.) Las MBL
requieren, generalmente, zinc como cofactor. Estas enzimas generan resistencia en un
amplio rango de bacterias Gram negativas, incluso en la familia Enterobacteriaceae, como
Serratia marcescens, K. pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii y E. coli,
pero también en Bacillus cereus, Aeromonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, A.
baumannii y P. aeruginosa. Las principales familias de las MBL son las IMP y las VIM, las
cuales, a pesar de su baja similitud en secuencia de aminodcidos, comparten

caracteristicas hidroliticas muy afines. (14)

La informacidon genética de las MBL es usualmente transportada en integrones en
asociacion con casetes gendmicos, los cuales, generalmente, incluyen informacion para
enzimas modificadoras de aminoglucésidos Las SIM, SPM y GIM son otras de las familias
de MBL. Dentro de las MBL, se han reportado brotes, especialmente en P. aeruginosa
portadora de VIM en Estados Unidos, Europa y Suramérica. En Colombia se ha encontrado

la VIM-8 y VIM-2 en P. aeruginosa.(14)

Microorganismos de interés clinico.

Staphylococcus aureus.

Es una bacteria capaz de sobrevivir en condiciones adversas, coloniza facilmente las
superficies cutaneas e invade los tejidos, por lo que los cuadros clinicos que podemos
encontrar mas frecuentemente ocasionados por este microorganismo son infecciones de

piel, anexos cutaneos y tejidos blandos, otitis, osteomielitis, artritis, neumonia y sepsis

El prondstico de las infecciones por S. aureus cambid sustancialmente con la introduccién

de la penicilina, pero pronto se aislaron cepas productoras de penicilinasa; la transmisién
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por pldsmidos de esta resistencia favorecié su propagacion, siendo en el momento actual
mas del 90% de las cepas, tanto extra como intrahospitalarias, resistentes por este
mecanismo. La aparicién de meticilina y otras penicilinas y cefalosporinas resistentes a
penicilinasa, parecio resolver el problema un tiempo, pero pronto empezaron a aparecer
cepas meticilin-resistentes, que a nivel clinico se asocian también con resistencia a
multiples antibidticos (penicilinas, cefalosporinas, macrélidos, lincosamidas, amino

glucdsidos y fluoroquinolonas), permitiendo escasas alternativas terapéuticas. Esta

resistencia, que puede aparecer en casi el 20% de los aislados. (15)

Escherichia coli y otras enterobacterias.

E. coli se aisla casi en el 90% de los casos de infeccién del tracto urinario (ITU) adquirida en
la comunidad, seguido de Klebsiella, Proteus y Enterococcus. El tratamiento empirico de
estas infecciones deberd instaurarse (tras la historia clinica, exploracion y recogida de una
muestra de orina para cultivo y sedimento), basdandose en las tendencias estadisticas de
los gérmenes y las sensibilidades del area de influencia. En lineas generales mas del 90%
de las cepas de E. coli y de otras enterobacterias aisladas en ITU extra hospitalarias son
sensibles a cefalosporinas de 2.a y 3.a generacion, pero al menos el 50% son resistentes a
amoxicilina y cotrimoxazol. Puesto que la mayor parte de las resistencias a amoxicilina lo
son por produccién de betalactamasa, si se afiade acido clavuldnico a la amoxicilina como
inhibidor de betalactamasas, el porcentaje de sensibilidad sube a un 90% , sin embargo es
importante recordar que los inhibidores de betalactamasas actuan como inductores de
cefalosporinasas, aunque en cualquier caso las combinaciones de amoxicilina-clavulanico
y ampicilina-sulbactam representan la oportunidad de poder seguir utilizando amino

penicilinas para el tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias. (15)

En cuanto a las quinolonas la resistencia de cepas de E. coli aisladas en infecciones
urinarias ha aumentado paulatinamente, estando relacionada con la edad del paciente,

llegando hasta el 50% en los mayores de 65 afios que tienen recidivas de infeccidon. (15)

20



Cuando la decision es empirica es necesario meditar la actitud terapéutica ante
infecciones urinarias o que tengan alli su origen, siendo necesario determinar Ia
sensibilidad en el laboratorio para tratamientos largos o de enfermedad grave, si ha
habido fracaso terapéutico, o si el paciente ha recibido tratamientos previos con

quinolonas (15).

Potencia de antibioticos
Definicién
Es la evaluacidon de la actividad (potencia) de un antibidtico, el efecto medido es la

inhibicion del crecimiento de una cepa apropiada de microorganismo, este debe ser

demostrado bajo condiciones adecuadas y controladas durante toda la prueba.

La potencia debe ser una propiedad o atributo definible y medible para un producto
biolégico o semisintético, y debe estar presente en los estudios de estabilidad, con el

animo de verificar la conformidad del producto en lo que respecta a su calidad. (13)

La actividad o potencia de un antibiético puede ser demostrada mediante el efecto
inhibitorio de la sustancia en cuestidén cuando es evaluado frente a un microorganismo. En
los andlisis de potencia, se compara cuantitativamente el efecto de una muestra sobre un
sistema bioldgico con el efecto producido por una preparacion estandar en las mismas
condiciones y para la cual ya se ha determinado exactamente su actividad, obteniendo asi
un valor de potencia relativo al del estandar de referencia. Si se prueban las muestras en
diferentes concentraciones se puede determinar una concentracidn inhibitoria minima del

antibidtico hacia ese microorganismo. (14)

Clasificacion

Estos métodos pueden clasificarse en métodos cuantitativos y cualitativos.
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Métodos cuantitativos
Son aquellos procedimientos que permiten determinar la concentracidon Inhibitoria
minima (CIM) y la concentracion bactericida minima (CBM). Entre estos métodos se

encuentran la técnica de micro dilucién y la técnica de dilucién. (15,16)

CIM
Es la minima concentracion de antibiético que en un periodo de tiempo predeterminado,
es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un inoculo bacteriano previamente

estandarizado. (15,16)

CBM
La minima concentracion de un antibidtico que en un periodo de tiempo predeterminado,
es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una poblacidn bacteriana previamente

estandarizado (17)

Método de dilucion

El método de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es
utilizado para determinar la concentracion minima bactericida (MBC) vy la concentracién
minima inhibitoria (MIC), la cual es definida como la concentracién mds baja de sustancia
gue puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24
horas, y la (MBCs) como la concentracién mas baja que puede prevenir el crecimiento de
un organismo después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado, estas
variables son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos. En la técnica de
diluciéon en caldo, son utilizados tubos o micro placas (micro dilucién) que contienen
concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en estudio es inoculado en
los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la MIC es determinada después de la

incubacién. (18)

En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por profundidad con una

determinada concentracién del antibidtico a evaluar, luego se inoculan con el
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microorganismo en estudio y se incuban por 18-24 horas, después de ésta, se examina si
el microorganismo crece o no en cada una de las cajas, la principal desventaja de este

método es la cantidad necesaria de muestra a evaluar. (18)

Métodos de micro dilucion.

Los métodos de micro dilucién en caldo son una técnica util para determinar MIC, en un
gran nimero de muestras. La ventaja sobre los métodos de difusion radica en un aumento
de la sensibilidad para cantidades pequefias, ademas permite diferenciar entre un efecto

bactericida o bacteriostatico. (19)

Métodos cualitativos
Son aquellos procedimientos que permiten clasificar directamente a un microorganismo
como sensible o resistente. Este es uno de los métodos mas utilizados en la practica diaria.

Dentro de los métodos cualitativos se encuentra la técnica de difusién en agar. (20,21).

Difusidn en agar o en placa

Este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser sencillo, barato y de facil control,
estandarizacion y que es Indicado para microorganismos no exigentes. Se debe realizar un
cultivo puro para poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibiética. El antibiograma
por disco difusiéon basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, es uno de los
métodos que el NCCLS recomienda para la determinacién de la sensibilidad bacteriana a

los antibidticos. (20,21).

El fundamento de esta determinacion es establecer, en forma cualitativa, el efecto de un
conjunto de sustancias, ensayadas individualmente, sobre las cepas bacterianas que se
aislan de procesos infecciosos. El método se basa en la relacion entre la concentracion de

la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibiciéon de
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crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y
sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado un
disco de papel filtro de 6 mm de didmetro, o se ha sembrado en pozo impregnado con una

cantidad conocida de la sustancia. (20,21).

Planteamiento del problema

En la actualidad el mayor reto al que se enfrenta la medicina moderna para controlar las
enfermedades infecciosas es la aparicién de microorganismos resistentes a los antibiéticos
utilizados cotidianamente, esto se ha convertido en un problema de salud publica mundial
como claramente lo ha expuesto OMS, asi lo deja ver el primer informe mundial sobre la
resistencia a los antibiéticos presentado el 30 de abril de 2005 en Ginebra Suiza, con datos
de mas de 114 paises, revelando que esta grave amenaza ha dejado de ser una simple
previsién para el futuro, para convertirse en todas las regiones del mundo en una realidad

que afecta a cualquier persona, sin importar la edad en cualquier pais.(22)

Sobra decir por lo anterior, que es de suma importancia la investigacién de nuevos
antibidticos para combatir esta problematica en el mundo, para dar una idea del nivel de
importancia que ha tomado la investigacién de medicamentos en el mundo se estima que
en 1980, las empresas estadounidenses gastaron un total de 5,5 millones de ddlares en
investigacion y desarrollo de productos farmacéuticos y medicamentos, de acuerdo con la
National Science Foundation .Para 2003, esa cifra habia crecido a mas de 17 mil millones
de ddlares un aumento promedio del 5 por ciento por afo en términos reales y esto sin
contar con el estimulo nacional que los paises invierten en investigacion y desarrollo, se
calcula que el gobierno federal gastd mas de 25 mil millones de délares en actividades de

investigacion y desarrollo en el 2005 (23).

Lastimosamente no todos los medicamentos en desarrollo llegan a feliz término un

articulo de 2012 en Nature Reviews Drug Discovery dice que el nimero de medicamentos
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inventados por cada 1,000 millones de ddlares invertidos en inversion y desarrollo se ha

reducido a la mitad de cada nueve afios a lo largo de medio siglo.(24)

Debido a esto lo que se puede esperar en los afios venideros es la “gran formula” de
menos medicamentos a alto costo, lo que aumentara la problematica de control de
enfermedades infecciosas, por el simple hecho de que los medicamentos seran menos
accesibles para el comun de las personas; este problema se agudiza en paises como
Colombia, donde el ingreso per capital es de 8.300 délares(25) y donde el sueldo de la

gran mayoria de personan no supera el millén de pesos.

Como se puede prever el panorama para la inmensa mayoria de Colombianos tendran
una accesibilidad precaria a medicamentos innovadores (se entiende como medicamento
innovador aquellos medicamentos que son por las industrias farmacéuticas en su proceso

de investigacion y desarrollo) desarrollados en el primer mundo.

En Colombia el uso de medicamentos innovadores se ve disminuido cada vez mas por el
costo y este siendo desplazado por los medicamentos genéricos (version del medicamento
innovador que demostré mediante pruebas de bioequivalencia, que tiene idéntica accién
terapéutica y seguridad(26) hasta el punto de que en noviembre de 2010, por medio de
la Resolucién  gubernamental numero 4377 el Ministerio de  Proteccidon
social de Colombia determind que todos los médicos del sistema de salud del pais
recetados a los pacientes deben ser medicamentos genéricos.(27) la principal razén de
esto es que la diferencia de precios entre innovadores y genéricos es de 100 pesos a 25

pesos(28) generando un gran ahorro a la nacién.

Es en este punto sustancial donde la presente investigacidon cobra importancia porque los
medicamentos genéricos se encuentran rodeados por una gran cantidad de mitos y
creencias populares que los desprestigian, se piensa que son medicamentos inseguros, de
baja potencia de, baja calidad y que ponen en riesgo la salud del paciente todos estos

mitos se amparan en la creencia de que a “mayor costo, mayor eficiencia”.(29).
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Pero como hacer para desmentir estos mitos y creencias. Pregunta de investigacién:
éComo se podrd evaluar y/o comparar la actividad antimicrobiana de los antibidticos
genéricos y antibidticos innovadores? ¢Cuales seran las diferencias y similitudes entre los
antibioticos genéricos y los antibidticos innovadores? Y équé efectos tendra los

antibioticos genéricos y antibiéticos innovadores frente a patégenos clinicos?

Objetivos

Objetivo general.
Elaborar un protocolo para la comparacion de antibidticos genéricos y antibidticos

innovadores con cepas de pacientes de cuidados intensivos

Objetivos especificos
e Establecer las diferencias y similitudes de meropenem genérico y meropenem

innovador con el protocolo establecido

e Desarrollar la metodologia propuesta frente a E. coli, y S. aureus, cepas de interés
clinico asiladas en el hospital universitario San Ignacio.

Justificacion

La importancia que ha cobrado la utilizacién de los medicamentos genéricos en la ultima
década, en nuestro caso especifico los antibidticos, ha generado la necesidad de
demostrar su eficacia frente a cepas resistentes y su equivalencia en calidad, potencia y

efectividad frente a los antibidticos innovadores.

Al ser los antibidticos una herramienta de uso recurrente en clinicas y hospitales esta
necesidad se convierte en una necesidad prioritaria para la salud publica, para esto se ha
realizado este estudio de investigacion el cual tiene como objetivo principal cubrir la
necesidad de demostrar la equivalencia en calidad, potencia y efectividad de los

antibidticos genéricos frente a cepas de interés clinico.
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Este objetivo se llevara a cabo mediante la elaboracién de un protocolo sencillo frente a
cepas de interés clinico que demostrara que los antibidticos genéricos poseen la misma
eficacia que los antibidticos innovadores frente a cepas resistentes porque la mejor
manera de demostrar su equivalencia es utilizdndolos en una prueba donde el
medicamento tanto genérico e innovador se prueben en igualdad de condiciones frente a

cepas recurrentemente vistas en clinicas y hospitales.

Enfoque de investigacion
Cuantitativo, experimental.

Poblacion: Cepas bacterianas resistentes del hospital san Ignacio de pacientes de cuidados

intensivos.
Tipo de muestreo: No probabilistico, por conveniencia

Muestra: Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

Criterios de elegibilidad

Criterios de inclusion

Las cepas deben tener las siguientes caracteristicas: Pureza hace referencia a que la cepa
de la muestra posean las mismas caracteristicas microscdpicas, de tincién de Gram y de
bioquimica reportados en la literatura para cada microorganismo.

Cinética hace referencia a que la cepa bacteriana presenta un comportamiento éptimo de
crecimiento en el medio empleado en una curva de crecimiento de 12 horas. (Medio
Mueller Hinton).

Trazabilidad hace referencia a la posibilidad de saber de dénde proviene la cepa utilizada
nombre del paciente, tipo de infeccidn, forma de almacenamiento en el cepario.

Criterios de exclusion.

En el presente estudio no se tuvieron criterios de exclusion, debido a las cepas tan
especificas que se evaluaron
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Cuadro de variables.

Las variables son las siguientes: Concentraciéony crecimiento.

. si hay o no turbidez después de 48 horas
Crecimiento

incubado a 37°c

cuantitativa/de

razén/politdmica

turbidez :crecio

no hay turbidez : no crecid

cantidad de antibiético pesado dividido en la
Concentracion
cantidad de liquido utilizado para reconstituir

cuantitativa/de

razén/politdmica

ug/ml: microgramo sobre

mililitro

Instrumento de recoleccion de informacion.

La informacién de las variables se recolectara por medio del procedimiento para la
evaluacidn de los antibiéticos posteriormente en este documento serda descrito.

Procedimiento

Materiales

Microorganismos
e FEscherichia coli

e Staphylococcus aureus

Reactivos
e Caldo Mueller Hinton
e Agar Nutritivo
e Antibidtico innovador Meropenem

e Antibidtico genérico Meropenem
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Equipos

e Microscopio

e Espectrofotémetro

e Nevera

e Incubadora

e Balanza digital

e Balanza analitica

e Material de vidrio ( Erlenmeyer, probetas, balones aforados, frascos Schott,
pipetas)

e Autoclave

e Asas

e Espatulas

Metodologia

Pureza, Cinética y viabilidad
Para determinar la pureza de las cepas se le realizo coloracién de Gram a cada una de ellas

y se observaron las laminas en el microscopio comprobando su morfologia.

Para la cinética y viabilidad de las cepas se realizé el siguiente procedimiento: En
condiciones estériles se preparé un cultivo de Escherichia coli y Sthapylococcus aureus en
Erlenmeyer de 250 ml con caldo Mueller Hinton (el caldo se elaboré segun
especificaciones del proveedor), los cultivos se mantuvieron con agitacion mecénica a 150
romy a una temperatura de 37°C durante 12 horas. Se tomaron 3ml de muestra a las
horas 0, 2, 6, 10 y 12, las cuales fueron analizadas por absorbancia en un

espectrofotémetro a 540nm.

Estandarizacion del inoculo

Para la estandarizacién del indculo se realizaron y compararon 2 procedimientos:
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El primero consistidé en llevar un inéculo de Escherichia coli y Sthapylococcus aureus al
patrén 0,5 de mcfarland que posee una concentracion bacteriana aproximada de 1.5 x
10® bacterianas por ml. (550nm que equivale aproximadamente a — 0.125 unidades de

absorbancia).

En el segundo procedimiento se inéculo en caldo Mueller Hinton Escherichia coli y
Sthapylococcus aureus , se incubo a 352C por 150 rpm tomando 3ml de muestra a las
horas 0,2,4,6,8 las cuales fueron analizadas por absorbancia en un espectrofotémetro a

540nm. (Se realizd otra prueba con este mismo procedimiento sin agitacion)

Control del inoculo.

Se tomd una azada del inoculo y se sembré en una caja de Petri con agar nutritivo, se
incubo durante 24 horas y posteriormente se realizé una coloracién de Gram para

evidenciar la pureza del inoculo.

Preparacion de los antibioticos.

Para el presente estudio de los antibidticos se prepararon a medida que se necesitaron.
La preparacion de los antibidticos fue segun las especificaciones del proveedor, para los 2

antibidticos la reconstitucion del antibidtico se realizé con agua destilada y estéril.

Estandarizacidn de las concentraciones evaluadas

Para la estandarizacion de las concentraciones a evaluar del antibidtico, se realizé la
técnica de dilucién en caldo en la cual se adiciono 1 ml de la concentracién de antibiético
a evaluar y 1m de inoculo previamente estandarizado en 8 ml de caldo Mueller Hinton, se

incubo por 24-48h y se observé el crecimiento microbiano por turbidez.

Las concentraciones evaluadas preliminarmente para la prueba fueron 1ug/ml, 10ug/ml,

100ug/ml, 500ug/ml, 1000ug/ml, 2500ug/ml, 5000ug/ml y 10000ug/ml
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Procedimiento para la evaluacion de los antibiéticos.

Una vez establecidas las concentraciones se realizaron y compararon 2 procedimientos

para evaluar y comprar la eficacia de los antibidticos frente a los microrganismos.

e El primero consistid agregar a una placa de 12 pozos la concentracién de
antibidtico a evaluar en cada pozo desde el Al al A10 (figura 2) (previamente se
establecieron las concentraciones) de tal manera que la concentracion mas alta
evaluada se encuentre en el pozo Al y la menor en el A10 y que decrezca la
concentracion a medida que se avanza en los pozos es decir el pozo Al tiene una
mayor concentracién de antibidtico que el pozo A2 y este a su vez tiene mayor
concentracién de antibidtico que el pozo A3 y asi sucesivamente, posterior a esto
se completd a un volumen final de 3ml en el cual se agregd 1 ml de inoculo y el

resto en caldo Mueller Hinton.

e El segundo procedimiento es en una placa de 12 pozos se adicionaron 1.5ml de
caldo Mueller Hinton en cada uno de los pozos, posteriormente se agregaron
1.5ml de antibidtico a evaluar en el pozo Al, posterior a estos se realizaron
diluciones seriadas en base 1:2 para disminuir la concentracién del antibidtico.
Para lo cual se tomaron 1.5ml del pozo Al y se Trasladaron al pozo A2, se
homogeniza y se retira nuevamente 1.5ml del pozo A2 y se pasaran al pozo A3y
asi sucesivamente hasta llegar al pozo Al1l, dando como resultado la disminucién
de la concentracion del antibidtico en cada pozo debido a la diluciones realizadas,
del pozo A11( control positivo) se sacaran 1.5ml y se descartaron, por ultimo se
adiciona 1.5ml del inoculo (Previamente estandarizado) en todos los pozos excepto
en la A12( control negativo) todos los pozos quedaran con un volumen final de 3
ml. (Figura 2.). En los dos procedimientos se consideraron controles de crecimiento
del inoculo (control positivo) y control del antibiético (control negativo), con el

propédsito de buscar una mayor claridad en la lectura por turbidez de la prueba se
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desarrollé el mismos procedimientos cambiando los volumenes finales (2.ml,

4.ml, 6.ml, 8ml) y manteniendo las proporciones iniciales.

Figura 4.Esquema del procedimiento a realizar.

Incubacion y lectura de las placas

Para determinar el tiempo 6ptimo de incubacion y lectura de las placas, se incubaran a

372 vy se leerdn las placas a las 24, 48,72 y 96 horas por turbidez y espectrofotometria a

610 nm, ademas la incubacidn se realizara con agitacién a 150rpm y sin agitacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Pureza, cinética y viabilidad

Se determind la pureza de las cepas, ya que al realizar las coloraciones de Gram los
resultados de las caracteristicas microscopicas concordaron con lo reportado en la
literatura para cada microorganismo ademas concuerdan con las fichas técnicas
entregadas por el cepario de la universidad javeriana.

Microorganismos Caracteristicas
microscopicas

Escherichia coli Bacilo Gram negativo

Sthapyloccocus aureus | Cocos Gram positivos

Tabla 1. Caracteristicas microscépicas de E. coli y S. aureus

En cuanto a la cinética y viabilidad de las cepas, en la curvas de crecimiento se puede
observar un crecimiento exponencial de todas las cepas, lo cual indica que los
microorganismo son viables y presentan un comportamiento optimo en el medio
empleado y son aptas para el trabajo a realizar.

1,8

1,6 / '\\
1,4

0,8
—§=—1S. aureus
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0,6

0,4

0,2

Tiempo

Figura 5. Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus en Caldo Muller Hinton.
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Figura 6. Curva de crecimiento de Escherichia coli en caldo Muller Hinton.

Estandarizacion del inoculo

El objetivo principal de este punto era buscar la mejor combinacién de factores que nos
permitiera mayor rapidez y homogenizacién en la concentracidon de microorganismos en la
prueba, para esto se realizaron dos procedimientos como anteriormente se menciond, en
primer procedimiento consistia en llevar un inoculo de Escherichia coli y Sthapylococcus
aureus a el patrén 0,5 de mcfarland (550nm — 0.125) resultd bastante simple, rapido y
homogéneo debido a que el procedimiento se basaba en tomar asadas de una caja Petriy
agregarlas a un tubo de 16 x150 cm tapa rosca con caldo Mueller Hinton hasta llegar al
patron 0.5 de mcfarland ,pero al utilizar este inoculo en las pruebas preliminares
observamos que presentaba una irregularidad en el crecimiento de las pruebas en algunas
placas la prueba se desarrollaba como se esperaba y en otra no, debido a esto este
procedimiento fue descartado para utilizarlo en las pruebas posteriores, por otro lado el
segundo procedimiento aunque mas lento pero igual de simple dejo mejores resultados,
este procedimiento consistia en inocular en caldo Mueller Hinton Escherichia coli y
Sthapylococcus aureus incubarlo a 352C por 150 rpm tomando 3ml de muestras a las
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horas 0,2,4,6,8 las cuales fueron analizadas por absorbancia en un espectrofotémetro a
540nm. Los resultados obtenidos en la pruebas preliminares fueros satisfactorios en las
horas 4 y 6 mientras que en los otros resultados en la horas 2 y 8 insatisfactorios, en la
hora 8 el principal problema que tuvimos fue que el crecimiento de los indculos eran muy
alto, Escherichia coli estaba alrededor de 1 a 550nm a la hora y Sthapylococcus aureus
alrededor de 0.8 a 550nm ademads al ser agregados en la placas de la prueba se observa
mucha turbidez lo cual podria genera confusiones en la posterior lectura de la prueba

como se observa en la figura 7.

Figura 7. Estandarizacion del inoculo hora 8

En relacién a la hora dos pudimos observar que Sthapylococcus aureus se encontraba
debajo del patrén 0.5 de mcfarland debido a esto se descartd esta hora para utilizarla para
la estandarizacion del inoculo, por otro lado la hora 4 era perfecta para el inoculo de
Sthapylococcus aureus dado que se encontraba alrededor de 0.175 a 0.2 solo un poco
mas arriba que el patrén 0.5 de mcfarland, pero por el lado Escherichia coli a la hora 4 el
inoculo se encontraba entre alejado del patrén 0.5 de macfarlan y estaba alrededor de
0.3 a 0.35 lo que indicaba que el inoculo de Escherichia coli necesitaba menos tiempo, con
relacion a la hora 6 paso algo similar con la hora 6 el inoculo se encontraba muy crecido,
aunque no genere turbidez en la hora 0 como sucedid en la hora 8 y daba buenos
resultados en las pruebas preliminares, debido a practicidad en el desarrollo de la prueba

se eligid la hora 4 como estandar para el inoculo para los 2 microorganismos dado
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Sthapylococcus aureus y Escherichia coli se encontraban activas con un buen crecimiento

y generaba pruebas satisfactorias.

Estandarizacion de las concentraciones evaluadas

El objetivo principal de este segmento del trabajo, es identificar el mejor rango de
concentracion que nos permitiera evaluar y visualizar el efecto de los antibidticos frente a
las cepas elegidas; para esto en la prueba se emplearon concentraciones en un rango de 1
a 1000ug/ml, tanto para Staphylococcus aureus como para Escherichia coli. Las
concentraciones evaluadas preliminarmente fueron 1, 10, 100, 500, 1000, 2500,
5000,10000 ug/ml para los 2 microorganismos, Staphylococcus aureus presento una
inhibicion en las concentraciones superiores a 1000 ug/ml y creciendo en las
concentraciones inferiores de 500 ug/ml, mientras que Escherichia coli presento inhibicion
en los rangos superiores a 1000 es decir en las concentraciones 2500 ,5000 y 10000 ug/ml
y presento crecimiento en los rangos inferiores a 1000ug/ml y en esta misma
concentracion como podemos ver en la tabla 3, estos resultados son coherentes con la
informacién encontrada en la literatura, la cual informa que las bacterias gran negativas
poseen un mayor arsenal de formas para contrarrestar los antibidticos que las bacterias
Gram positivas, algunos de los mecanismos de resistencias en las bacterias Gram negativa
son las f-lactamasas tipo AmpC vy la RB-lactamasas de espectro extendido
(BLEE),modificacion enzimatica del antibidtico, alteraciones del sitio de accién, cambios en
la permeabilidad de la membrana externa, bombas de salida, modificacidon enzimética del
antibidtico, mientras que la resistencia a B-lactamicos en microorganismo Gram positivos
puede ser debido a 2 mecanismos , la accion de las B-lactamasas y la modificacién de las
PBP. En el caso de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, Escherichia coli presenta una
mayor resistencia debido a las R-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales
confieren resistencia a las oximinocefalosporinas (como las cefalosporinas de tercera
generacion) y Staphylococcus aureus no presenta esta enzimas solo posee R-lactamasas

las cuales se diferencian de las R-lactamasas de las Gram negativas e hidrolizan a este
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antibiético pero presentan menos resistencia a las cefalosporinas de tercera

generacion(30)(31).

Sthapylococcus aureus

Concentraciones
de antibiotico 1ug/ml | 10ug/ml | 100ug/ml | 500ug/ml | 1000ug/ml | 2500ug/ml | 5000ug/ ml | 1000ug/ml

Crecimiento
microbiano + + + + - - - -

Escherichia coli

Concentraciones
de antibiético 1ug/ml | 10ug/ml [ 100ug/ml | 500ug/ml | 1000ug/ml | 2500ug/ml | 5000ug/ml | 10000ug/mi

Crecimiento
microbiano + + + + + - - -

+: Crecimiento -: No hay crecimiento

Tabla 2. Resultado de las concentraciones evaluadas de antibiético frente a S. aureus, E. coli

Aunque en rango de concentraciones de antibidticos a evaluar nos permitid
preliminarmente determinar en qué rango de concentraciones eran inhibidos los
microorganismos, no era muy exacto dado que entre la ultima concentracién de
crecimiento y la de inhibicion existen 500 ug/ml de diferencia como es en el caso de
Staphylococcus aureus y 1500 ug/ml en el caso de Escherichia coli, debido a esto debimos
buscar una mejor forma de evaluar los rangos de las concentraciones, la solucién a este
problema llego mediante la adaptacion de un procedimiento utilizado por Tsukatani T y
colaboradores en el afios 2012, donde utilizaban un rango de concentraciones basado en
diluciones 1:2, teniendo en cuenta este antecedente se determind que el rango de
concentraciones para el procedimiento seria de una concentracion de 10ug/ml hasta 5000
ug/ml(Tabla 4)(32) la cual nos da un mayor exactitud en determinar la concentracion de

inhibicion.
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Rango de concentraciones a evaluar.

5000 ug/ml

2500 ug/ml 1250 ug/ml 625 ug/ml 313 ug/ml| 156 ug/ml| 78 ug/ml| 39 ug/ml| 20 ug/ml

10 ug/ml

Tabla 3. Rango de concentraciones evaluadas frente a S. aureus, E. coli

Procedimiento para la evaluacion de los antibiéticos

El objetivo principal de este punto del trabajo es obtener la informaciéon necesaria para
evaluar cudl es la mejor metodologia que nos permita evaluar de forma dptima los
antibiodticos frente a cepas de interés clinico, para esto se compraron 2 procedimientos, el
primero consistia en agregar las concentraciones de los antibidticos directamente al pozo
sin realizar ninguna dilucién y la segunda pretendia agregar la primera concentracion y a
partir de esta realizar diluciones en base 1:2 hasta llegar a la concentracién mas baja, los
resultados obtenidos en los 2 procedimientos fueron los esperados dado que nos
permitian visualizar en qué punto el antibidtico presentaba inhibicion frente a la cepa y
desde que punto no generaba inhibicidn, esto se lograba gracias a la turbidez que se podia
visualizar en una concentracion y en otra es decir si se encontrd turbidez en el pozo A3 vy
en el pozo a A4 no se encontré se pude decir que el antibidtico es efectivo a la
concentracion del pozo A4 y concentraciones inferiores a esta no generen un efecto de
inhibicidn en la cepa y se utiliza esta concentracién de el pozo para comparar con el otro
antibidtico, es decir que si en la placa del antibidtico genérico genero inhibicidn en el pozo
A4 para que tenga un mismo comportamiento que el antibiético innovador la placa de
este debe generar inhibicién en el mismo pozo dado que si genera en un pozo inferior A3
serd mejor y si genera inhibicidon en un pozo superior A5 sera peor, tiendo en cuenta estos
parametros no se pudo distinguir cudl de los 2 procedimientos en mejor ya que los 2
cumplen la funcidn establecida, aunque en este proyecto y para fines de estandarizar la
técnica se tomd como procedimiento a utilizar el 1 el cual no realiza diluciones en base
1:2, se escogio este procedimiento porque no deja duda de que se agregd antibidtico a la

prueba duda que se podria objetar en el segundo procedimiento por las diluciones que se
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realizan , por ultimo y para tener una prueba confirmatoria y ayudar a despejar resultados

dudosos se implementd en el procedimiento un repique confirmatorio en la prueba.

Incubacion y lectura de las placas

El objetivo principal de este punto del trabajo es indagar y obtener la informacion
necesaria para evaluar cual es el mejor pull de opciones para obtener el mejor resultado
en la lectura e incubacién de las placas, para determinar el tiempo 6ptimo de incubacién
y lectura de las placas, se incubaron a 372 y se leyeron las placas a las 24, 48,72 y 96
horas por espectrofotometria a 610 nm, esto se realizé con el fin de determinar cudl es la
hora optima de lectura de las placas debido a que sé a reportado que un rango mayor en
el tiempo de incubacién prevendria errores en la determinaciéon de la resistencia
bacteriana en la prueba, dado que se pueden generar falsos positivos en determinadas
concentraciones en las horas mds tempranas de la prueba como seria a las hora 24
(33)(34) esto, fue evidente en el trabajo realizado ya que la prolongacion en el tiempo de
incubacion logro mitigar errores en la determinacién de la resistencia bacteriana; dado
que al no haber prolongado el tiempo de incubacién y haberse incubado Unicamente
durante 24 horas como el método CLSI indica(35), los valores de resistencia hubieran sido
menores como se puede observar en las figuras 6 y 7, en donde la menor concentraciéon
que genero inhibicidn en Staphylococcus aureus a las 24 fue 320 ug/mly a las 48 horas
fue 640ug/ml debido a que la concentracion inicial que genero inhibicion en este caso, la
de 320ug/ml a las 48 horas reporto crecimiento; en el caso de Escherichia coli los
resultados fueron similares en donde a las 24 horas se reporté resistencia en 640ug/mly
a las 48 horas este ya presentaba resistencia dado como resultado una resistencia
presente por Escherichia coli de 1280 ug/ml a las 48 horas, tanto Escherichia coli como en
Staphylococcus aureus no presentaron cambio alguno en sus resistencias después de las
48 horas dando como resultado esta hora como la hora optima a leer las placas; en
cuanto a la agitacidn en la incubacion de las placas se observd que no era relevante en los
resultados de las placas dado que se obtuvieron los mismos resultados tanto con agitacién

gue sin esta.
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Figura 9. Comportamiento de E. coli frente a diferentes concentraciones de Meropenem genérico
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Procedimiento estandarizado.

Después de establecer las mejores variables en los diferentes puntos evaluados nos
dispusimos a unirlas y establecer un solo procedimiento el cual es (figura 10):

Cepa de interés
p—

ﬂ Inocular

Incubar 37°c por 4 horas [‘
f \ — \

-/ —/
Caldomuelier hinton
100 ml +cepa deinerés Lectura de las placas porturbidez

@ @® @ @ | coosrcoorsshos 9 @ @
e @ e oo @@
OO0 @ @ 0 @ @
Reconstruirsegtin las
4 indicaciones del proveedor .fll Replique de las || concertaciones de interés
H20 estérily destilada enerelpes e I"]'] j
Concentraciones de d U LJ

interés

Caldo nutritivo 9ml + 1ml de el pozo de interés

Incubar 37°c por 24 horas

1011

Lectura de los tubos por turbidez

Figura 10. Esquema de protocolo para la evaluacion y comparacion de antibiéticos

e Inocular de la caja de la cepa de interés a evaluar, una asada a un Erlenmeyer con
100 ml de caldo Mueller Hinton.

e Incubar el caldo Mueller Hinton a 37°c por 4 horas.
e Reconstituir del antibidtico a evaluar siguiendo las indicaciones del proveedor

e Agregar a una placa de 12 pozos la concentracién de antibidtico a evaluar en cada
pozo desde el Al al A10 (Figura9), posterior a esto se completd a un volumen final
de 3ml en el cual se agregé 1 ml de inoculo y el resto en caldo Mueller Hinton.

e Incubar la placa a 37°c por 48 horas.

e Leer las placas por turbidez
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e Realizar repique de las Concentraciones que no presentes turbidez y/o resultados
dudosos

e Agregar 1 ml de las concentraciones a replicar a 9 ml de caldo nutritivo en tubos
16x150.

e Incubar la placaa37°c por 24 horas

e Realizar la lectura de los tubos por turbidez.

Al A2 A3 A4
5120ug/ml 2560ug/ml 1280ug/ml 640ug/ml

A5 AB A7 A8
320ug/ml 160ug/ml 80ug/ml 40ug,/ml

A9 A10 C+
20ug/ml 10ug/ml R

inoculo

Figura 11. Esquema de concentraciones a utilizar

Desarrollo del procedimiento.

Una vez estandarizado el protocolo para la evaluacion y comparacion de los antibiéticos,
nos dispusimos a evaluarlo frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, se eligieron
esta cepas teniendo en cuenta los antecedentes de estos microorganismos en las salas de
cirugia y en la presencia de mecanismos de resistencia presentes por estos
microorganismos (36) (15)-

Para este punto se elaboraron 20 réplicas desarrolladas por 2 analistas de las cuales 10
réplicas se realizaron con el antibiético genérico, 10 réplicas con el antibidtico innovador
por microorganismo para un total de 40 réplicas, de las cuales se obtuvo el siguiente
resultado:
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Concentraciones a evaluar en ug/ml

Escherichia coli 10| 20| 40| 80| 160| 320| 640| 1280| 2560| 5120
Analista 1Generico 5/ 5| 5| 5 5 5 5 0 0 0
Analista 1 Innovador 5( 5| 5| 5 5 5 5 0 0
Analista 2 Genérico 5/ 5| 5| 5 5 5 5 0 0 0
Analista 2 Innovador 5( 5| 5| 5 5 5 5 1 0 0
Tabla 4. Numero de réplicas con crecimiento en Escherichia coli

Concentraciones a evaluar en ug/ml

Staphylococcus aureus 10| 20| 40| 80| 160| 320| 640 1280 2560| 5120
Analista 1Generico 5/ 5| 5| 5 5 5 1 0 0 0
Analista 1Innovador 5( 5| 5| 5 5 5 0 0 0 0
Analista 2 Genérico 5/ 5| 5| 5 5 5 0 0 0 0
Analista 2 Innovador 5( 5| 5| 5 5 5 0 0 0 0

Tabla 5. Numero de réplicas con crecimiento en Staphylococcus aureus
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Figura 12. Analista 1, genérico, E.coli Figura 13. Analista 2, genérico, E.coli




Figura 16. Analista 2, innovador, S. aureus, 24 horas
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Figura 18. Analista 2, Genérico, S. aureus, 48 horas Figura 19. Analista 1, Genérico, S. aureus,
48h

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo corroborar que el 95% de los resultados

obtenidos por las réplicas realizadas por los 2 analistas reafirmarian los resultados
encontrados en el estudio anterior, los cual indican que el porcentaje de inhibicién de

meropenem innovador y genérico para E. coliy S. aureus fue igual (Tabla 6).

Resultado presentados en el estudio anterior fueron obtenidos mediante el analisis
estadistico de tukey y scheffe el cual muestra poca variacion entre los resultados de la
CMI y CMB de los antibiéticos evaluados, para E. coli — genérico (0,3071) (0 ,0846) y para
E. coli — innovador (0,5086) (,0907) respectivamente. En cuanto a S. aureus- genérico

(0,6671) (0,3057) y S. aureus- innovador (0,6788) (0,2671).
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Microorganismo

% Inhibicion
Meropenem genérico

% Inhibicion
Meropenem innovador

E. coli

100%

100%

S. aureus

100%

99.25%

Tabla 6. Porcentajes de inhibicion en el crecimiento de E. coli, S. aureus y por la CMI de

Meropenem genérico y Meropenem innovador.

Conclusiones.

Se elabord un protocolo rapido y sencillo que permitié Comparacion y evaluar la
actividad antimicrobiana del antibiético genérico e innovador.

De acuerdo a las pruebas realizadas se pudo observar que no hay diferencia entre
los antibidticos evaluados en el desarrollo del protocolo

De acuerdo a las pruebas realizadas se pudo observar que no hay diferencia entre
los antibidticos antimicrobiana del antibidtico genérico y el antibidtico innovador
frente Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Se pudo corroborar los resultados del estudio anterior que indicaban que la
concentracién minima inhibitoria (CMI) de los antibiéticos menoperen genérico e
innovador para los microorganismos evaluados son 320ug/ml para Staphylococcus
aureus, 640ug/ml para Escherichia coli

Se pudo corroborar los resultados del estudio anterior que indicaban que las
concentraciones minimas bactericidas (CMB) establecidas fueron 640ug/ml para
Staphylococcus aureus , 1280 ug/ml para Escherichia coli.
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