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1. RESUMEN

La presente investigacion evaluo el efecto antimicrobiano ejercido por el antibi6tico
betalactamico ampicilina trihidratada asociado a la matriz polimérica sal sédica de
poli(acido maléico-alt-octadeceno) denominada como PAM-18 Na, en tres cepas
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923, 29213 y 43300). Este estudio indaga
sobre nuevas estrategias farmacéuticas de vehiculizacién de antibiéticos beta-
lactdmicos en nano y micro fases poliméricas, con el objetivo de combatir la
resistencia mediada por enzimas (-lactamasas a este tipo de penicilinas; a partir
del supuesto efecto bio-protector del PAM-18 Na,

Por medio de la prueba cromogénica y la técnica de difusiébn en disco, se logro
determinar la resistencia bacteriana exhibida por cada una de las cepas
evaluadas; y la produccion de enzimas B-lactamasas en las mismas. De este
modo, se estableci6 que las cepas de S. aureus ATCC 29213 y 43300 son
productoras de enzimas [B-lactamasas. Paralelamente, se determind que la cepa
de S. aureus ATCC 25923 no es productora de estas enzimas. Los resultados
obtenidos coinciden con la informacion disponible y suministrada por el CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), entidad que sugiere la utilizacion de
estas cepas en una variedad de pruebas.

Posteriormente, se evalué a través de la técnica de micro-dilucion en caldo el
efecto antimicrobiano producido por el antibidtico ampicilina trihidratada, solo y en
asociacion con la matriz polimérica de PAM-18 Na estableciendo el perfil de
susceptibilidad de cada una de las cepas frente al farmaco. Los resultados
permitieron concluir que las cepas de S. aureus ATCC 29213 y 43300 son
resistentes a la ampicilina trihidratada sola, expresando esta Gltima cepa un patrén
mas fuerte de resistencia hacia el agente betalactdmico. Por otro lado, se pudo
establecer que la cepa de S. aureus ATCC 25923 fue susceptible al antibi6tico,
sirviendo ésta como control negativo en las pruebas de micro-dilucién en caldo.

Ademaés, se encontr6 que el polimero anfiflico PAM-18 Na solo, a las
concentraciones evaluadas no tiene ningun efecto antimicrobiano sobre las cepas
de S. aureus estudiadas; mientras que la matriz polimérica asociada al antibiético
incrementod el efecto antimicrobiano de la ampicilina trihidratada en las cepas de S.
aureus ATCC 29213 y 43300; disminuyendo, la concentracidbn necesaria para
inhibir el crecimiento de la poblacion bacteriana (CMI). Cabe mencionar, que
aunque dicha asociacion no hace que las cepas resistentes (ATCC 29213 y
43300) sean susceptibles al antibiético, segun los criterios del CLSI, si permite
evidenciar una reduccion significativa de aproximadamente cuatro veces de la
concentracion de antibiotico necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano.
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2. INTRODUCCION

Una amplia variedad de microorganismos resistentes a farmacos antibioticos han
sido descritos desde los afios setenta hasta la actualidad, esto ha desencadenado
una gran problematica en el ambito clinico a la hora de controlar infecciones
producidas por este tipo de patdgenos. Porque las farmacoterapias dadas a los
pacientes para controlar las enfermedades infecciosas que ellos presentan,
resultan siendo ineficientes a causa de la resistencia adquirida o naturalmente
presentada en bacterias como S. aureus. Dicha problemética ha despertado el
interés de la comunidad cientifica en general, que busca mejorar la efectividad de
las terapias antibioticas, incrementando la posibilidad de salvar la vida de seres
humanos y animales.

El fendmeno de la resistencia bacteriana a farmacos antibiéticos ha ocasionado
dos efectos principales en la poblacion: el primero, consiste en un aumento
significativo en la concentracion minima requerida del antibiotico para inhibir el
crecimiento o desarrollo de la bacteria; de tal modo, que es necesario incrementar
la dosis del antibiético para mejorar su eficacia en los tratamientos infecciosos
(Greca, 2000). El segundo, esta relacionado con el incremento en la tasa de
mortalidad de los pacientes debido a enfermedades infecciosas porque la
prevalencia de cepas resistentes a los tratamientos farmacoldgicos aumenta el
riesgo de alcanzar niveles epidemiologicos dificiles de controlar (Tenover, 2006).
Cabe mencionar, que la utilizacion indiscriminada de estos antibiéticos se sugiere
como una de las causas que induce resistencia.

Ante esta problemética han surgido nuevas estrategias, entre ellas la utilizacién de
polimeros que sirvan como vehiculos que transporten el antibiético, y a su vez, lo
protejan de algunos mecanismos de resistencia bacteriana; para asi mejorar el
uso del tratamiento antibiético y para mitigar las consecuencias asociadas a este
fendémeno.

La presente investigacion tuvo como objetivo principal la evaluacion del efecto
antimicrobiano producido por el antibiético betalactamico ampicilina asociado a un
polimero anfifilico sobre diferentes cepas de S.aureus (ATCC 25923, 29213 y
43300). El polimero con caracter dual de polaridad estudiado fue el PAM-18 Nay
el antibiético ampicilina trihidrato.

Staphylococcus aureus fue el patdgeno de estudio seleccionado por ser una de las
bacterias resistentes de mayor impacto tanto en humanos como en animales y
como consecuencia de su elevada prevalencia en la poblacion; elementos que
convierten a las infecciones y enfermedades producidas por S. aureus en una
problematica de salud publica de gran relevancia.
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La ampicilina es un antibidtico betalactamico semi-sintético que pertenece al grupo
de las amino-penicilinas, es utilizada para tratar enfermedades estafilocécicas
junto con el inhibidor betalactamico sulbactam, como resultado de la elevada tasa
de resistencia que presenta S. aureus hacia este antibiotico. También, es usada
en animales domésticos y de produccion para el tratamiento de enfermedades
producidas por bacterias Gram positivas y Gram negativas; dentro de estas se
incluyen los géneros Estreptococcus sp, Stafilococcus sp, Listeria Monocytogenes
y algunas especies de Enterococcus (Veterinaria, 2012).

La metodologia implementada en este estudio involucro la realizacion de pruebas
para detectar la produccién de enzimas B-lactamasas en las cepas evaluadas, y
pruebas dirigidas a establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
antibidtico tanto en presencia como en ausencia del polimero anfifilico.
Finalmente, se determind el efecto antimicrobiano producido por la asociacion de
la matriz polimérica de PAM-18 Na con la ampicilina trihidrato.

Esta investigacion se enmarca dentro del contexto del macro-proyecto de
Fisicoquimica- Farmacéutica de la Universidad Icesi, que estd enfocado en la
busqueda de matrices poliméricas con potencial uso en el ambito farmacéutico. De
tal modo, que el presente estudio proporciona una informacion sustanciosa acerca
de un posible vehiculo farmacolégico que actué como reservorio y ejerza un efecto
bio-protector sobre el antibidtico estudiado.
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3. DESCRIPCION DEL PROYECTO

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los antibidticos betalactamicos han sido utilizados ampliamente como
farmacoterapia para pacientes ambulatorios, hospitalizados e incluso en las
unidades de cuidados intensivos de los hospitales (UCIs), donde se presentan
septicemias, abscesos, infecciones nosocomiales, endocarditis y afecciones
superficiales que ponen en riesgo la salud de las personas. En muchas ocasiones
las infecciones anteriormente mencionadas, son producidas por un patdgeno de
alta incidencia en el ambiente: Staphylococcus aureus, una bacteria Gram positiva
que ha sido capaz de generar resistencia a una gran cantidad de farmacos
antibacterianos incluyendo la ampicilina.

S. aureus es un patégeno oportunista, que ha logrado desarrollar mecanismos de
resistencia para evadir a diversos agentes antimicrobianos que son usados para
combatirlo. Esto se debe, a mutaciones o adquisicién de elementos genéticos que
han desencadenado cambios estructurales y fisiolégicos en la bacteria
(Alsaimary, 2012); dentro de éstos se puede mencionar la resistencia a
antibiéticos B-lactdmicos mediado por produccién de enzimas [-lactamasas
(American Academy of Microbiology, 1999). Lo anterior ocasiona que muchos de
los farmacos disponibles actualmente en el sistema de salud sean inefectivos para
el tratamiento de las enfermedades causadas por este patdégeno.

Un ejemplo, de esta problematica puede evidenciarse con las cifras estadisticas
reportadas en varios estudios, donde se ha encontrado que Staphylococcus
aureus es el patdbgeno mas frecuentemente aislado en pacientes hospitalizados, y
es el segundo en pacientes ambulatorios en los Estados Unidos. Entre 1997 y
2002, S. aureus fue la causa mas comun de bacteriemia nosocomial en
Norteamérica (prevalencia del 26,0%) y América Latina (prevalencia del 21,6%), y
ocup6 el segundo lugar en Europa (prevalencia del 19,5%) (Naber, 2009). En
Colombia, de acuerdo a un sub-estudio prospectivo de cohortes realizado en diez
hospitales a nivel nacional, se obtuvo que la prevalencia de Staphylococcus
aureus implicados en sepsis en sangre y pulmén en las UClIs, fue mayor que la de
otros patégenos; presentando la mayor prevalencia en pulmén en pacientes de
UCI de 32,4%, seguido de Klebsiella pneumoniae (17,6%); mientras que en
sangre ocup0O el segundo lugar con un 13,5% (Molina et al, 2011). Lo que
proporciona un panorama de la alta presencia de este patdgeno en una variedad
de tejidos vivos.

Los antecedentes demuestran que el presente estudio es de gran relevancia tanto

para el sector farmacéutico, como para el ambito clinico a nivel nacional e
internacional, donde la resistencia a antibioticos es una problematica creciente que
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dificulta el tratamiento medicamentoso de los pacientes, debido a la dificil
erradicacion de los patdgenos de su huésped. Esto a su vez ha conducido a
explorar nuevas estrategias, entre ellas la evaluacion de matrices poliméricas
anfifilicas como reservorios bio-protectores que permitan mitigar o disminuir
mecanismos de resistencia, como aquellos asociados a cepas bacterianas
productoras de B-lactamasas.

La informacion derivada de este proyecto puede ser utilizada como base para el
desarrollo de nuevas formulaciones a partir de farmacos ya estudiados,
combatiendo la situacion anteriormente expuesta. La resistencia a antibidticos
tiene relevantes implicaciones en el marco de la salud publica, por ello es
importante que se realicen estudios que demuestren la eficacia de estrategias
novedosas en el entorno farmacéutico para combatir la problemética. Es
importante resaltar que los ensayos realizados en esta investigacion son pruebas
in vitro, que sirven para evidenciar el comportamiento del antibidtico, asociado a la
matriz polimérica estudiada en presencia de la bacteria, pero no estan
relacionados con la eficacia ni con la efectividad a nivel terapéutico. Para lo
anterior se requieren estudios adicionales que confirmen dichas variables.
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4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
4.1 ESTADO DEL ARTE

Esta investigacion contribuye al desarrollo de trabajos cientificos
interdisciplinarios, donde se combina la investigacion béasica y aplicada, con
proyecciones al desarrollo de nuevos productos farmacéuticos con mejores
caracteristicas farmacotécnicas, biofarmacéuticas y de estabilidad fisicoquimica
y biologica. La propuesta investigativa radica en evaluar el efecto antimicrobiano
que exhibe la sal sédica del poli(acido maléico-alt-octadeceno), como un
novedoso sistema reservorio de farmacos antibiéticos; partiendo de la supuesta
capacidad del polimero anfifilico de auto-organizarse, generando nano y micro
agregados hidrofébicos en medios acuosos, los cuales pueden asociar sustratos
farmacoldgicos por interacciones especificas con las pseudo-fases poliméricas;
mejorando asi su bio-estabilidad frente a microorganismos productores de
enzimas que pueden degradar a los agentes farmacolégicos, tal como sucede
con los antibidticos beta-lactamicos.

4.2 MARCO TEORICO

Dentro de los grandes adelantos médicos del siglo XX, se encuentra el
descubrimiento de la penicilina. En 1928, Alexander Fleming evidenci6 el
crecimiento de un hongo contaminante (Penicillium notatum) en una placa de
cultivo que habia quedado abierta al aire accidentalmente. El observé una zona de
inhibicion en las bacterias que crecian adyacentemente al hongo, deduciendo asi
que éstas estaban sufriendo lisis. Lo que lo llevé a concluir que la sustancia
difusible producida por Penicillium notatum tenia la capacidad de ser
bacteriostatica, y fue denominada posteriormente como penicilina (Koneman,
2008)

Las penicilinas son farmacos antibiéticos cuyo mecanismo de accién, consiste en
interferir en la sintesis de peptidoglucanos, los cuales forman parte del material de
la pared celular. En consecuencia, el protoplasto bacteriano pierde la capacidad
de formar una pared celular protectora (Gennaro, 2003). Estos antibibticos
betalactamicos van dirigidos a blancos farmacologicos llamados proteinas de
union a penicilina “PBPs”; de modo, que si farmacos como la ampicilina logran
unirse a ellas, provocan la destruccion de la bacteria; cuando logran inhibir la
accion de las peptidasas y carboxipeptidasas implicadas en la sintesis de la pared
celular bacteriana. Para que estos antibioticos actien es necesario que la bacteria
se encuentre en fase de multiplicacion, ya que es en este momento cuando se
sintetiza la pared celular (Rang & Dale, 2008; Sussmann, Mattos, & Restrepo,
2011).
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Las proteinas de unidon a penicilina o PBPs son proteinas asociadas a la
biosintesis de la pared celular en las bacterias (Staphylococcus aureus). Estas
proteinas generalmente presentan dos dominios, uno de los cuales tiene actividad
glicosiltransferasa, y se encarga de la elongacion de las hebras de glicanos; el
otro, que siempre esta presente, tiene actividad transpeptidasa, la cual entrecruza
peptidicamente las hebras de glicanos. Los antibidticos betalactamicos acilan
irreversiblemente la serina catalitica del sitio activo transpeptidasa, inhibiendo el
entrecruzamiento de las cadenas (Llarrull, Fisher, & Mobashery, 2009). Cuando
una cepa es sensible a penicilina, éste antibidtico se convierte en el farmaco de
primera linea debido a su buena disponibilidad, bajo costo, y toxicidad selectiva,
que permite atacar solo las células bacterianas (Castellano Gonzalez & Perozo-
Mena, 2010).
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Figura 1: Estructura base de antibioticos beta-lactamicos (a4cido 6-amino-
penicilanico).

Como se muestra en la figura 1, las penicilinas son farmacos compuestos por un
anillo betalactamico responsable de la accion antibacteriana (es decir, la unién a
las PBPs), un anillo de tiazolidina que protege al betalactamico y una cadena
lateral que varia segun el tipo de penicilina, y otorga las propiedades
caracteristicas del farmaco como su potencia, lipofilicidad y espectro
antibacteriano.

A lo largo de la historia, una gran variedad de microorganismos resistentes a
antibidticos B-lactamicos han sido descritos, dicha resistencia bacteriana se define
como la capacidad de una bacteria o microorganismo de permanecer refractaria a
los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un farmaco antibiético (Greca, 2000);
es decir que dichos microorganismos resistentes poseen la habilidad de mantener
su progenie, tasa de crecimiento y viabilidad incluso bajo condiciones que
destruirian o inhibirian el crecimiento de los individuos de la especie resistente
(Cloete, 2003). Lo anterior ha generado un gran desafio para la industria
farmacéutica, tanto en la obtenciébn de nuevos compuestos con este tipo de
actividad farmacologica, como en el disefio y la formulacion de nuevas formas
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farmacéuticas que puedan dar solucion dicha problemética (Sussmann et al,
2002).

Todo este interés por parte de la comunidad cientifica naci6 en 1941 ante la
necesidad de tratar y controlar las infecciones estafilocécicas que se estaban
diseminando en la poblacion, de modo que se empezaron a erradicar las
enfermedades infecciosas en la comunidad con antibidticos de la familia de la
penicilina; sin embargo, en 1944, tres afios después de la introduccion de las
penicilinas en el ambito clinico fue reportado el primer aislamiento de una cepa
resistente a antibidticos betalactdmicos por produccion de enzimas B-lactamasas.
Dos décadas mas tarde, el 60% de las cepas intrahospitalarias eran ya resistentes
a penicilina, fue entonces en este momento que la resistencia por parte de las
bacterias se desarroll6 rapidamente y surgid la necesidad de buscar nuevas
estrategias para el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo las
estafilococicas (Gil, 2000).

Hoy en dia, la resistencia a los antibiéticos es un problema de salud publica,
quizas uno de los de mayor preocupacién a escala mundial. Desde la aparicion del
primer antibidtico, la presion evolutiva en los microorganismos y el uso
descontrolado de agentes antimicrobianos, ha desencadenado la aparicion de
resistencia a €éstos, con consecuencias negativas importantes. Lo cual ha
ocasionado en instituciones de salud que los tratamientos farmacolégicos dados a
los pacientes sean ineficientes, situacion que puede comprometer en la mayoria
de ocasiones la vida de los mismos. Por otra parte, aumenta los costos en el
sistema de salud publica porgue la probabilidad de hospitalizacion y la duracién de
la misma es aproximadamente el doble para infecciones por microorganismos
resistentes en comparacion con las cepas que son sensibles a penicilinas (Greca,
2000). De acuerdo a las estadisticas se ha evidenciado que la neumonia causada
por neumococo resistente a penicilina PRSP, tiene una tasa de resistencia en
Argentina del 25%, en México del 48%, en Colombia del 15% y en Brasil del 24%;
lo que manifiesta la tendencia de aparicién de una variedad de cepas resistentes a
antibioticos de tipo de betalactamico (Greca, 2000).

El problema se agrava debido a los grandes retos y esfuerzos que implica el
desarrollo de nuevas moléculas mas potentes, razébn por la cual es mas
conveniente optimizar las formulaciones o el disefio de los medicamentos
antibioticos ya existentes (como los betalactamicos). Lo mas proximo que se ha
conseguido son los antibiéticos de amplio espectro, que tienen la capacidad de
combatir algunas, pero no todas las especies de microorganismos existentes.
Aunque son los mas ampliamente utilizados, son también los responsables de la
aparicion de las resistencias, debido al consumo indiscriminado (Medina, 2011).

Una de las bacterias resistentes de mayor impacto es Staphylococcus aureus, un

coco Gram positivo reconocido por su pigmentacion dorada al crecer sobre
algunos medios de cultivo; es una bacteria anaerobia facultativa, coagulasa

17



positiva y no esporulada (Lowy, 1998). Patdgeno que cuando invade organismos y
causa enfermedades infecciosas es tratado con penicilinas; sin embargo, se han
encontrado reportes en los que se notifica la resistencia de éste a penicilinas
naturales, aminopenicilinas y penicilinas antipseudomonicas (Rice, 2006). Dentro
de las enfermedades y trastornos infecciosos que puede desencadenar S. aureus
en el ser humano, se encuentran las afecciones invasivas, endocarditis,
bacteremias, sepsis y sindrome de shock toxico.

Staphylococcus aureus fue identificado por primera vez en 1880 como agente
causal de abscesos en partes blandas (Echevarria, J. & Iglesias, D., 2003).
Posteriormente, en 1883, fue reconocido como patdgeno inicialmente nosocomial,
y posteriormente comunitario. En la época pre-antibidtica la tasa de mortalidad
para infecciones sanguineas por Staphylococcus aureus excedia el 80% (Smith &
Jarvis, 1999) y por encima de 70% desarrollaron infecciones sistémicas (Lowy,
2003a). Staphylococcus aureus ademas de poseer una alta tasa de mutacion,
adquiere, facilmente, de forma natural elementos genéticos determinantes de
resistencia (Ross Fitzgerald, 2013)

El género Staphylococcus es uno de los géneros bacterianos mas estudiados a
nivel mundial. “la especie S. aureus es la mas virulenta, y con los afios ha
mantenido una importante morbimortalidad a pesar de los numerosos antibiéticos
utilizados para su control. Presenta diferentes mecanismos patogénicos, y es un
microorganismo con enorme importancia a nivel clinico, que debe ser estudiado
debido a su efecto sobre la salud publica en general”.(Berga, 2009, p. 11)

Staphylococcus aureus es habitante comun de la flora normal del cuerpo,
encontrandose especialmente en la nasofaringe, la piel, la garganta, y el tracto
gastrointestinal de personas sanas (asintomaticas), asi como en el tracto
urogenital de las mujeres, (Ross Fitzgerald, 2013). Las infecciones producidas por
S. aureus son causadas principalmente por cepas colonizantes, que bajo
determinadas condiciones se comportan como agentes oportunistas. Las tasas de
colonizacion son altas para pacientes con diabetes tipo 1, usuarios de farmacos
intravenosos, pacientes en hemodialisis, pacientes en cirugia, pacientes con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), y también pacientes que
presentan deficiencias en la funcion leucocitaria (Lowy, 1998).

La infeccidbn comienza cuando se rompen las barreras primarias como la piel y
mucosas, que permiten el acceso de la bacteria. La infeccion puede presentarse
de forma localizada (contenida) o diseminada, esto esta determinado por las
interacciones que se presentan entre los mecanismos de virulencia del
microorganismo y los de defensa del hospedero. Cuando se invade el flujo
sanguineo por la infeccién, pueden desarrollarse complicaciones tales como
endocarditis, infecciones metastasicas y sepsis. La célula endotelial juega un
papel importante en el proceso patogénico de Staphylococcus aureus. La bacteria
es fagocitada por las células endoteliales y es protegida del sistema inmunitario y
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de los efectos de los antibidticos. Esto contribuye al desarrollo de infecciones
recurrentes y persistentes (Lowy, 1998).

La ampicilina es el antibiético de primera eleccion frente a infecciones
respiratorias, oéticas, sinusales y meningitis causadas por microorganismos Gram
negativos, como Haemophilus influenzae. Ademas, se emplea como tratamiento
para la fiebre paratifoidea, faringitis bacteriana, gonorrea, neumonia e infecciones
producidas principalmente por bacterias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus y Gram-negativas como Enterococos, E. coli y Salmonella. En cuanto a la
distribucion de la ampicilina en el organismo, puede mencionarse que ésta se
encuentra ampliamente perfundida en pulmones, higado, rifiones y piel (Rang H.,
Dale M, 2008).

La ampicilina corresponde a un antibiotico de tipo betalactdmico, del grupo de las
aminopenicilinas (junto con la amoxicilina), este farmaco contiene un anillo
betalactamico y un anillo de tiazolidina dentro de su estructura, los cuales forman
el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacion de una
molécula de valina y una de cisteina para dar lugar a los anillos fusionados
caracteristicos (Kfoury, et al, 2003).
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Figura 2: Estructura molecular de la ampicilina trihidratada.

Sin embargo, debido a la resistencia bacteriana presentada por una variedad de
especies microbianas (dentro de ellas, S. aureus), la ampicilina no es usada sola
en las farmacoterapias dadas a los pacientes, sino que se ha utilizado en
combinacion con un inhibidor betalactamico como el sulbactam. Los inhibidores
de las penicilinasas plasmidicas y cromosomicas de las clases Il a la VV, como el
sulbactam actian compitiendo por el sustrato de la enzima B-lactamasa, en donde
la interaccion provoca la formacion de un acil-enzima, logrando asi que ambos
productos se inactiven (inhibicion suicida), es decir la B-lactamasa y el inhibidor
betalactamico. El sulbactam en combinacion con la ampicilina reduce la
concentracion minima inhibitoria necesaria para erradicar a S. aureus, mejorando
la terapia de los pacientes (Almaraz, 1996).
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Figura 3: Estructura molecular del sulbactam (inhibidor beta-lactamico).

Estos inhibidores betalactamicos junto con las penicilinas actian contrarrestando
los siguientes mecanismos de resistencia antibidtica evidenciados en S. aureus:

1. Modificacion quimica de la diana donde actua el farmaco o meticilino
resistencia: Es generada por una alteracion en la proteina de union de la
penicilina PBP que no le permite a los antibioticos betalactamicos unirse a
la célula bacteriana causando la resistencia. En este tipo de cepas llamadas
MRSA (meticilino resistentes), ademas de producir las 4 PBPs normalmente
necesarias para que S. aureus sintetice la pared celular (PBP1, PBP2,
PBP3, PBP4), codifica para la PBP2a una transpeptidasa de clase B, capaz
de catalizar la formacion de puentes cruzados en el peptidoglucano de la
pared celular aun en presencia del antibigtico. (Gonzalez, 2010).

Para la cepa de S. aureus MRSA (ATCC 43300), la resistencia a meticilina
se debe a un gen llamado MecA que codifica una proteina alternativa de
union a penicilina llamada PBP2a que es menos afin a todos los
betalactamicos en especial a la meticilina. (Berga, 2009; Sussmann, O. A.
et al.,, n.d.; Vignoli, R. & Seija, V., 2006). Esta cepa ha llegado a ser la
principal causa de infecciones nosocomiales a nivel mundial desde su
primer aislamiento en 1961 (Vaez, Tabaraei, Abdolvahab, & Ezzat, 2011).
La resistencia a meticilina confiere resistencia a todas las penicilinas. Dicha
resistencia es a menudo heterogénea, es decir, su expresion varia de
acuerdo a las condiciones ambientales (Lowy, 1998).

2. Disminucién de la permeabilidad de la membrana: Se debe a
alteraciones en estructuras celulares superficiales, de modo que limitan la
entrada del antibi6tico, disminuyen su concentracién intracelular o alteran
su actividad sobre el sitio de accion a través modificaciones en las
proteinas productoras de porinas, situadas en la membrana citoplasmatica.
(Abarca, 2001). También se puede originar por cambios en la permeabilidad
de las membranas celulares, lo que ocasiona que se excluyan moléculas
gue no logran pasar esta barrera (Sussmann et al, 2011).
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3. Inactivacion enzimatica del antibidtico: Se da por la produccion de B-
lactamasas o penicilinasas capaces de abrir el anillo betalactamico del
antibiotico, generando un compuesto terapéutica y farmacolégicamente
ineficaz, el acido peniciloico. S. aureus produce B-lactamasas de la clase A,
con actividad penicilinasa; estas son exoenzimas, es decir que se excretan
al medio (para bacterias Gram positivas). Estas enzimas son usadas por el
microorganismo para defenderse de antibioticos betalactamicos como la
ampicilina; o bien son utilizadas por la bacteria para sintetizar su pared
bacteriana. Y, pueden ser constitutivas o inducidas y codificadas a nivel
cromosomal o plasmidico (Abarca, 2001).

3.1 Mecanismo cromosOmico: Se da cuando se expone a la bacteria
durante mucho tiempo al antibiético, de modo que se dan mutaciones
en genes cromosomicos, permitiendo la expresion de B-lactamasa a
alto nivel (Abarca, 2001).

3.2 Mecanismo mediado extra cromosOmicamente por plasmidos:
portadores de determinada informacion como lo son los plasmidos y los
trasposones tienen la capacidad de transferir el material genético de
una célula bacteriana a otra, mediante procesos de conjugacion,
transformacién y transduccion (Abarca, 2001).

3.3 Hiperproduccion de la enzima: S.aureus y Bacillus licheniformis
secretan grandes cantidades de B-lactamasas clase A, fuera de la
célula, lo que ayuda a mantener poblaciones o0 cepas resistentes
(Abarca, 2001).

La produccion inducida de B-lactamasas y de PBP2a esta regulada por sistemas
proteinicos sensor-transductores y represores similares que se activan al ser
inducidos por la presencia del antibiético. Los genes que codifican proteinas
sensoras de sefiales son BlaR1 y MecR1, y los genes que codifican proteinas
represoras de unién al ADN son, Blal y Mecl para B-lactamasa y PBP2a
respectivamente (Zhang, Hackbarth, Chansky, & Chambers, 2001). La deteccién
de BlaZ y MecA a través de la técnica PCR (por sus siglas en inglés Reaccion en
Cadena de la Polimerasa), identifica correctamente las cepas con resistencia
heterogénea y es considerado como el “gold standard” para detectar resistencia a
penicilina (produccion de B-lactamasa) y meticilina (produccion de PBP2a),
respectivamente (Castellano Gonzalez & Perozo-Mena, 2010; Pitkala, Salmikivi,
Bredbacka, Myllyniemi, & Koskinen, 2007). El gen BlaZ en cepas de
Staphylococcus aureus que afectan a humanos se encuentra principalmente a
nivel plasmidico, a diferencia del tipo que infecta Bovinos que se encuentra en el
cromosoma, aunque también puede ser encontrado en plasmidos; adicionalmente
se afirma que el gen BlaZ se transfiere verticalmente (Olsen et al., 2006).
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Como alternativa, en el campo farmacéutico se encuentra el disefio de antibioticos
que logren retar este tipo de estrategias de resistencia microbiana, dentro de las
cuales la de produccion de B-lactamasas, sea quizas una de las mas importantes.
Una de las alternativas plateadas para controlar dicho tipo de resistencia es la
utilizacion de polimeros anfifilicos que mejoren las caracteristicas fisicoquimicas
de los farmacos ya existentes, generando matrices macromoleculares
biocompatibles.

Los antecedentes obtenidos de estudios cientificos han demostrado la importancia
que tiene la utilizacion de materiales poliméricos anfifilicos en conjunto con
farmacos antibacterianos; debido a que estos actian como vehiculos de
transporte y liberacion, o como sistemas reservorios que potencian las
propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los farmacos antibacterianos ya
existentes, logrando asi aumentar el efecto farmacoldgico de los mismos In vitro.
Dentro de estos estudios se encuentran:

v' Colageno como vehiculo de liberacibn de farmacos antimicrobianos
(Ruszczak, et al 2003).

v" Encapsulacién de gentamicina en microesferas de PLA/PLGA (polimeros
derivados del acido lactico) en tratamiento de infecciones de Brucella (Prior,
S,. et al 2000).

v’ Liberacion y actividad antimicrobiana In vitro del dimero de poli (acido oleico
/ linoleico: acido sebécico) unido a gentamicina (Yang, X, et al 2003).

A nivel nacional también se han realizado algunos estudios que han explorado la
utilizacion de novedosos sistemas poliméricos como matrices o excipientes
farmacéuticos, que pretenden mejorar las caracteristicas de los farmacos ya
existentes (penicilinas) y la bio-proteccion de los mismos por fendmenos de
asociacion. En uno de estos estudios se evalto la actividad antibidtica de la
ampicilina en combinacién con un compuesto tipo chalcona sintética en aislados
clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a penicilinas, en presencia de una
matriz polimérica soluble en agua conocida como poli (dcido maleico-co-2-vinil-
pirrolidona). Este estudio demostré un incremento de la actividad antimicrobiana
de la ampicilina cuando se encontraba asociada a dicha matriz polimérica, y por
tanto la eficacia de estos materiales como sistemas reservorios. (Arenas, et al,
2012).

La estrategia que se implementé en estos estudios previos y en el presente
trabajo, consiste en asociar farmacos con sistemas poliméricos hidrosolubles que
cuentan con la capacidad de auto-organizarse en solucién acuosa generando
micro-depaositos, en los cuales es posible incorporar moléculas farmacolégicas, a
partir de una asociacion en pseudofases poliméricas, que proporcionan un efecto
de barrera fisica frente a los sistemas enzimaticos, como las B-lactamasas
(Arenas, et al, 2012). Una de las ventajas, es que estos polimeros responden
subitamente a condiciones fisicas o quimicas del ambiente como cambios
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pronunciados en la temperatura, fuerza ionica, campos eléctricos, estrés
mecanico, pH, iones especificos, agentes quimicos y enzimas; lo que ocasiona
gue permitan la liberacion controlada de activos con efecto terapéutico potencial,
aumentando la estabilidad de los mismos y permitiendo la liberacion de estos en
sitios especificos en funcion de las propiedades anteriormente mencionadas
(Rojas, 2008).

Estos polimeros, corresponden a polielectrélitos, es decir, sistemas
macromoleculares que presentan una fraccién significativa de cargas en su
cadena principal polimérica, por lo que comunmente se denominan poliiones.
Estos se pueden clasificar segun la carga como anidnicos o cationicos; o bien,
segun la composicion de mondmeros como homopolimeros o copolimeros. Por
otra parte, también es posible adicionar grupos funcionales hidrofébicos a dichos
sistemas poliméricos (cadenas laterales poliméricas), con lo que se obtienen
polielectrélitos con mayores propiedades anfipaticas cuando se encuentran en
solucién acuosa, similares a las exhibidas por los agentes tensoactivos corrientes.
Dentro de estas propiedades se encuentra la capacidad de formar sistemas
microheterogéneos, semejantes a las micelas y/o vesiculas. Esta propiedad se
debe a la capacidad de la macromolécula de auto organizarse cuando se
encuentra en solucion, adquiriendo diferentes conformaciones (Salamanca, 2007).

En el ambito de la industria farmacéutica los polimeros que se vienen utilizando
principalmente como sistemas de transporte de farmacos (drug carrier) o bien
como sistemas contenedores o reservorios de farmacos (drug reservoir), son
aguellos que presentan en su estructura macromolecular, grupos tales como,
ester, lactonico, carboxilato y anhidrido, debido a que son grupos funcionales
biocompatibles (Salamanca, 2007). La investigacion extensiva y los esfuerzos
encaminados a mejorar constantemente las caracteristicas de los polimeros,
ademas de sus mecanismos de proteccion y transporte, conllevan al desarrollo de
nuevos medicamentos, con materiales poliméricos cada vez mas especificos en
su funcién a cumplir, como por ejemplo, obtener un control preciso y ajustable de
liberacién del principio activo, o ejerciendo un mecanismo de proteccion biolégico
o fisicoquimico.

El presente trabajo utilizé un polimero derivado del anhidrido maléico en forma de
sal. El poli (adcido maleico-18C), en su forma salina sddica (PAM-18 Na). Véase
figura 4. EI PAM-18 Na fue seleccionado para el presente estudio debido a las
caracteristicas fisicoquimicas que ha exhibido al ser estudiado en asociacion con
la ampicilina, por integrantes del grupo de investigacion en fisicoquimica
farmacéutica (GIFF) de la Universidad Icesi (GIFF). Potenciando ésta matriz
polimérica propiedades fisicoquimicas del farmaco betalactamico como su
solubilidad y estabilidad en medio acuoso. En segundo lugar, se implemento en el
trabajo de investigacion éste polimero ya que se disponia de suficiente cantidad
del mismo, porque habia sido sintetizado y caracterizado, previamente por el
GIFF. De tal modo, que en un proyecto de grado realizado en el afio 2013 por el
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estudiante Alejandro Ortiz se obtuvo informacién sustanciosa sobre el potencial
biologico que presentaba el PAM 18 Na en asociacion con la penicilina G;
demostrando, un incremento en la actividad antibacteriana del farmaco. Los
resultados obtenidos en ese estudio permitieron evidenciar el efecto bioprotector
del polimero anfifilico PAM 18 Na; fenGmeno que expresoé en un nivel mas bajo el
PAM 18 K cuando se encontraba combinado con la penicilina G. Fundamento que
permitié seleccionar al PAM 18 Na como un material polimérico de gran interés
para ser estudiado junto con otro fa&rmaco de alto uso y bajo costo de tipo
betalactamico como la ampicilina; debido a la capacidad que presenta este
polimero de generar interacciones con los grupos funcionales hidrofobicos e
hidrofilicos del farmaco antibacteriano, produciendo asi un sistema reservorio que
tiene la capacidad de contener al farmaco betalactamico.
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o=
—FE—(H:—CH%;
HaC 0
O *Na

Sal so6dica Poli(acido maleico-alt-octadeceno)

Figura 4: Esquema del mondmero de la matriz polimérica del PAM-18 Na

De este modo, se evalud el efecto in vitro que tiene dicho polimero sobre el
crecimiento de tres cepas de Staphylococcus aureus al vehiculizar la ampicilina
trinidratada a su sitio de accion. Para ello se utilizaron pruebas de susceptibilidad
segun los estandares del CLSI.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano producido por el polimero anfifilico PAM-18 Na
asociado a ampicilina en cepas de S. aureus B-lactamasas positivas.

5.2 Objetivos Especificos

e Determinar en las cepas de S. aureus (evaluadas) la resistencia a la
ampicilina asociada a la produccion de enzimas B-lactamasas.

e Estudiar In vitro el efecto producido por el antibiotico (ampicilina) y el
polimero anfifilico PAM-18 Na sobre las cepas de S. aureus.

e Establecer el efecto antimicrobiano producido por la matriz de asociacion

ampicilina-PAM-18 Na (antibiotico-polimero) en las cepas de S.aureus
evaluadas.
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6. METODOLOGIA

El desarrollo de la presente investigacion fue llevada a cabo en los laboratorios de
Microbiologia (406L) y de Fisicoquimica-Farmacéutica de la Universidad Icesi de
la Ciudad de Cali. La metodologia propuesta buscd evaluar el efecto
antimicrobiano producido por el polimero anfifiico PAM-18 Na asociado a
ampicilina en cepas de Staphylococcus aureus.

6.1 Materiales

Los compuestos utilizados en la parte experimental fueron: ampicilina trihidratada
la cual fue proporcionada por laboratorios Tecnoquimicas S.A y cuenta con su
correspondiente certificado de andlisis de control de especificaciones de calidad,
el cual se puede evidenciar en el anexo 1. Por otro lado, se utilizd el sistema
polimérico sal sodica del poli(acido-maléico-alt-octadeceno) obtenido bajo
procedimientos previamente estandarizados en el laboratorio de investigacion de
Fisicoquimica- Farmacéutica de la Universidad Icesi. Las cepas certificadas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, 29213 y 43300 fueron obtenidas de
Microbiologics Inc®. Para la preparaciéon de medios de cultivo y las pruebas de
micro-dilucion en caldo se usaron: agar nutritivo marca Merck®, caldo nutritivo
marca Merck® y caldo Mueller- Hinton (MH) marca Scharlau®, los cuales fueron
preparados de acuerdo a las instrucciones dadas por el proveedor y las
especificaciones expuestas en la etiqueta.

6.2 Métodos

La metodologia propuesta fue dividida en las siguientes fases a fin de cumplir los
objetivos planteados en la investigacion:

6.2.1 Preparacién de insumos, materiales de laboratorio y adaptacion de
pruebas y procedimientos operativos para el manejo seguro de las cepas
evaluadas.

Para garantizar un manejo SEGURO y adecuado de las cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923, 29213 Y 43300) utilizadas en el presente estudio, y de los
residuos generados por la manipulacion de las mismas, los estudiantes Alejandro
Ortiz y Stephany Barajas desarrollaron un procedimiento operativo estandar el
cual se encuentra en el anexo 2. Este se elabor6 con la finalidad de evitar la
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contaminacion o diseminacion del microorganismo (S. aureus) en areas o
superficies utilizadas, asi como el personal que hace uso de estas. De acuerdo al
manual de bioseguridad de la OMS esta bacteria es clasificada en un nivel de
riesgo dos, bajo el cual debe mantenerse y usarse dentro de un marco de buenas
practicas de laboratorio que aseguren un nivel de bioseguridad dos (OMS,2005).
El procedimiento fue redactado y elaborado de acuerdo al manual y se siguieron
sus instrucciones durante la realizacion de las pruebas de laboratorio. Para la
adaptacién de las pruebas y métodos realizados se utilizaron los estandares del
CLSI, los cuales se ajustaron a las condiciones del laboratorio.

Por otro lado, la metodologia implementada para la preparacion de los insumos de
laboratorio se describe especificamente en el anexo 4, en donde se presenta de
manera detallada la elaboracion de materiales de cultivo, la preparacion de las
cepas bacterianas y la elaboracion de las soluciones madre de antibidtico,
polimero y de la matriz de asociacion antibiotico- polimero. Ademas, de los
determinaciones de estabilidad realizadas para la ampicilina trihidratada.

6.2.2 Determinacion de la produccion de enzimas B-lactamasas.

Para detectar la produccion de enzimas [3-lactamasas se realizaron dos tipos de
pruebas:

La prueba de difusién en disco, recomendada por el CLSI en su documento M100-
S22 del 2012 y descrita por Gill y colaboradores en 1981 (CLSI, 2012; Gill,
Manning, & Ingalls, 1981). Este método se fundamenta en la formacion de un halo
alrededor de un disco que esta impregnado con el antibiético en una placa de agar
Mueller- Hinton inoculada con el microorganismo; observandose la diferencia en el
halo formado alrededor de una cepa productora de enzimas B-lactamasas y una
no productora de la enzima. Si el halo formado se encuentra bien definido esto
indica que la cepa evaluada no es productora de B-lactamasas, pero si se
evidencia un crecimiento gradual o no definido en dicha zona, es decir un halo con
forma difusa indica la produccién de la enzima. Esta prueba permite evaluar
principalmente la resistencia que presenta la cepa bacteriana estudiada hacia un
farmaco antimicrobiano de interés, por medio del diametro del halo de inhibicién
obtenido al desafiar a la poblacién bacteriana al contacto con el antibidtico
impregnado en el disco. Este diametro del halo de inhibicion formado es medido
con un calibrador, tal como se muestra en la Figura 5. De este procedimiento se
realizaron 4 réplicas por cepa (se describe su elaboracion en el anexo 4.6).
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Figura 5: Medicién del didametro de inhibicion formado mediante el uso de un
calibrador.

La segunda determinacion realizada fue la prueba cromogénica o de
cefalosporinas cromogenas, la cual utiliza un compuesto denominado nitrocefin
gue esta disponible en discos de papel de filtro impregnados con dicha sustancia.
La prueba consiste en la realizacion de un frotis sobre el disco de una buena
cantidad de colonias de cada una de las cepas y una pequefa cantidad de agua
estéril, usando un asa bacterioldégica estéril, posteriormente, los discos
impregnados con las colonias bacterianas se colocan sobre una placa Petri
cerrada para evitar la rapida desecacion. Las cepas que contenian p-lactamasas
cambiaron el color del disco de nitrocefin de amarillo a rojo/naranja; mientras que
la cepa no productora permanecié de coloracion amarilla ain una hora después de
la impregnaciéon. La prueba se ley0 una hora después de realizado el frotis
(Koneman, 2008).

Figura 6: Prueba Cromogénica. Disco amarillo indica no produccion de
enzimas betalactamasas. Cambio de color del disco a rojo, indica positivo
para la produccién de enzimas betalactamasas. Imagen tomada de:
https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/content/hugo/NitrocefDisks
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El fundamento de esta prueba se basa en el cambio de color que exhibe la cepa
bacteriana cuando es productora de enzimas B-lactamasas, como consecuencia
de la reaccion de hidrolisis que tiene lugar en el enlace amida del anillo
betalactamico del nitrocefin por accion de las enzimas B-lactamasas (O’Callaghan,
Morris, Kirby, & Shingler, 1972). Esta prueba es rapida y confiable, y permite una
determinacion con alta especificidad acerca de la produccién de enzimas pB-
lactamasas en la cepa objeto de estudio.

6.2.3 Pruebas de micro-dilucion en caldo para evaluar la concentracion
minima inhibitoria (CMI).

Para determinar el efecto que presenta el antibidtico solo sobre las cepas de S.
aureus seleccionadas en el estudio, al igual que el polimero solo y la matriz
polimérica farmaco-polimero se llevaron a cabo los siguientes tratamientos:

Tabla 1. Tratamientos evaluados en las pruebas de micro-dilucion en caldo
sobre las cepas en estudio de S. aureus ATCC 25923, 29213 y 43300.

Ensayo | Componentes Proporcion de los | Intervalo de
(ensayos) componentes concentraciones
evaluadas (ug/mL)

1 ampicilina trihidrato - 0,0625; 0,125; 0,25;
0,35; 0,5; 2; 8; 32
128; 256; 512 pg/mL.

2 PAM-18 Na - 0,0625; 0,125; 0,25;
0,35; 0,5;: 2: 8; 32;
128; 192; 256 pg/mL.

3 ampicilina + PAM-18 Na 1:1 0,0625; 0,125; 0,25;
0,35; 0,5; 2; 8; 32
128; 192; 256 pug/mL.

Se realizaron tres ensayos en total con 24 réplicas cada uno, con la finalidad de
disminuir la variabilidad de los resultados. Las pruebas de micro-dilucion en caldo
se llevaron a cabo inoculando las placas de 96 pozos con concentraciones
experimentales que se definieron de antibiotico, polimero o de la solucion
antibiético- polimero (50uL por pozo), y concentraciones fijas de microorganismos
(10uL por pozo); en el indculo final preparado se espera que la concentracion
bacteriana que se encuentra en crecimiento se aproxime a: 5 x 10° (UFC/mL),
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realizando una dilucién 1:20 a partir de la suspension bacteriana ajustada al
estandar de Mc Farland mas Caldo Mueller Hinton con ajuste de cationes
(Cavalieri, 2005). Se determind experimentalmente en este estudio que la dilucion
de la suspension bacteriana inicial preparada hasta la obtencién de una final
diluida, permite conseguir unos resultados mas reproducibles y con menor
variabilidad.

Las concentraciones evaluadas en el ensayo 2 y 3 fueron diferentes respecto al
ensayo 1, debido a que la concentracibn maxima a la cual se podia solubilizar el
polimero PAM 18 Na en medio acuoso era aproximadamente 256 pg/mL;
mientras, que la ampicilina trihidratada se evalué hasta un concentracion de 512
pg/mL en las pruebas de micro-dilucion en caldo como consecuencia de su buena
solubilidad en agua. Cabe aclarar que estas concentraciones se establecieron de
manera experimental en el presente estudio, con el objetivo de determinar la
respuesta que expresaba cada componente (polimero, antibiético o polimero més
antibiotico) en la prueba de micro-dilucion en caldo, resultado que permite en
estudios posteriores realizar ensayos con concentraciones ya definidas y seriadas
de cada componente, al existir datos previos de su comportamiento.

Posteriormente, las placas se incubaron de 16 a 20 horas a 35°C, después de
cumplido dicho intervalo de tiempo éstas fueron interpretadas (Cavalieri, 2005). La
lectura se realizd, tomando como respuesta positiva para el crecimiento, la
formacion de un precipitado de color amarillo-crema en el fondo de la placa o la
presencia de turbidez observada bajo luz transmitida. Como inhibicion de
crecimiento se tomé la ausencia del precipitado en la placa o la no presencia de
turbidez en los pozos. Cada placa incluia un control positivo en el cual era
inoculada la bacteria en caldo Mueller Hinton (con ajuste de cationes), y un control
negativo usando la concentracion mas alta de antibiético, polimero o antibiético
mas polimero- segun corresponda- (90uL por pozo) mas 10uL por pozo de la
suspension bacteriana, tratamiento al cual no se evidencié crecimiento del
microorganismo.
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Figura 7: Prueba de micro-dilucién en caldo. En rosado se ilustra la
concentracion de antibiético a la cual hay crecimiento bacteriano (se
observa un precipitado y/o turbidez). En rojo se ilustra la concentracion a la
cual no hay crecimiento bacteriano (CMI). En blanco se ilustra el control
positivo realizado en cada tratamiento.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se tom6 como la menor concentracion
de antibidtico, polimero o antibiético mas polimero evaluada, que inhibié el
crecimiento del microorganismo. La prueba se llevé a cabo de acuerdo a los
lineamientos estandarizados del CLSI. A continuacién se describen los pasos
generales seguidos en la prueba de micro-dilucién en caldo:
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( ) ( )
1. Se realizé un culltivo fresco 6. Se leyeron los resultados y
de cada una de las cepas de se determind laCMI para cada
S.aureus. tratamiento.
. W, . J
( ) ( )
2. Se preparé una suspension
de indculo para cada cepa 5. Se incubaron las placas a
(absorbancia en el 35°C por un intervalo de 16 a
espectrofotémetro a 625 nm: 20 horas.
0,086-0.090).
. J . W,
( )

3. Se diluyd la suspension del
indculo, hasta alcanzar una
concentracion bacteriana
aproximada de 5 x 10°

4. Se inocularon en la placa
40puL de agua estéril, 10uL de
inéculo bacteriano y 50uL de

(UFC/mL). Este fue el inéculo ar?t|.b1|o't|co, Po“m?ro °
final utilizado. antibidtico mas polimero.

. J . J

Figura 8: Esquema del método de micro-dilucién en caldo utilizado en el
estudio.

6.2.4 Analisis estadistico de los resultados obtenidos de las pruebas de
micro-dilucién en caldo.

El analisis estadistico se llevdo a cabo a partir del método no paramétrico de
Kaplan Meier que permite determinar la funcion de supervivencia de una poblacion
(en este caso la bacteriana). Para lo cual la respuesta estadistica obtenida a
través del tratamiento de los datos son curvas de supervivencia de Kaplan-Meier;
donde se calcula la supervivencia como producto de probabilidades condicionadas
(Quintin Martin, 2008). La CMI de los diferentes compuestos: antibiético, polimero
y la mezcla antibiético mas polimero se fij6 en términos de la probabilidad de
inhibicion del crecimiento bacteriano. Asi que si la probabilidad de inhibir el
crecimiento bacteriano a una concentracién definida es del 90% (o un valor
aproximado al mismo) se definirda como CMiIgg, si es del 100% sera CMlyg0. Una
CMlyq significa que un tratamiento particular consigui6 inhibir en todas las réplicas
realizadas (24 réplicas) el 100% del crecimiento de la bacteria.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacién de la resistencia expresada por cada una de las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, 29213 y 43300, y evaluacion de la
produccion de enzimas B-lactamasas en las cepas estudiadas.

7.1.1 Prueba de difusiéon en disco:

Tabla 2: Resultados obtenidos de la prueba de difusion en disco para cada
una de las cepas de S. aureus.

Diametro
Cepa zonade Promedio |Desviacién | Caracteristicas
evaluada inhibicién (mm) estandar |del halo de
(mm) inhibicion.
34,29
33,35 -
33.81 33,99 0,5205 halo definido
ATCC 25923 34,52
21,34 -
19 82 _CreC|m|ento
20:33 20,15 0,9342 dIfU.SO (_:igl _h,alo
ATCC 29213 19,12 de inhibicion.
11,52
12,49 Crecimiento
12,66 12,19 0.5133 difuso del halo
ATCC 43300 12,13 de inhibicion.

Figura 9: Halo de inhibicion definido obtenido parala cepa de S. aureus
ATCC 25923
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Figura 10: Halo de inhibicion difuso obtenido para la cepa
de S. aureus ATCC 29213 (lado izquierdo), y para la cepa
ATCC 43300 (a la derecha).

Prueba de difusion en disco
__40
€
E 35 * * ¢
5 30 @ Cepa ATCC 25923:
ﬁ susceptible.
£ s M Cepa ATCC 29213:
o resistente.
© 20 L ) |
s A Cepa ATCC 43300:
g 1s resistente.
() A A
S 10 L
@
€ 5
L
0

Cepa de S. aureus evaluadas

Figura 111: Comportamiento de las cepas de S. aureus en términos de nivel
de susceptibilidad o resistencia hacia la ampicilina.
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7.1.2 Prueba cromogénica o de cefalosporinas cromogénicas:

Tabla 3: Resultados prueba cromogénica con discos de nitrocefin
comerciales sobre las cepas de S. aureus ATCC 25923, 29213 y 43300.

Cepade S. aureus Resultado

ATCC 25923 No presentd6 cambio de color
(permanecié amarillo).

ATCC 29213 Cambio de color de amarillo a rojo
intenso.

ATCC 43300 Cambio de color de amarillo a rojo
anaranjado.

Figura 122: Resultados obtenidos de la prueba cromogénica para las cepas
de S. aureus evaluadas.
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7.1.3 Prueba de micro-dilucién en caldo:

Figura 133: Resultado de la prueba de micro-dilucion en caldo para la
cepa ATCC 25923. Ensayo con ampicilina.

Figura 144: Resultado de la prueba de micro-dilucion en caldo para la cepa
ATCC 29213. Ensayo con ampicilina.
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Figura 155: Resultado de la prueba de micro-dilucion en caldo para la cepa
ATCC 43300. Ensayo con ampicilina.

Figura 166: Resultado obtenido de la prueba de micro-dilucion en caldo para
cada unade las cepas de S. aureus estudiadas. Ensayo con la matriz
polimérica PAM-18 Na.
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Figura 177: Resultado obtenido de la prueba de micro-dilucion en caldo para
lade S. aureus ATCC 29213. Ensayo con la matriz de asociacién ampicilina:
PAM-18 Na en proporcion 1:1.

A
CICAR I
PO

Figura 188: Resultado obtenido de la prueba de micro-diluciéon en caldo para
lade S. aureus ATCC 43300. Ensayo con la matriz de asociacion ampicilina:
PAM-18 Na en proporcién 1:1.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS.

8.1 Prueba de difusién en disco:

De acuerdo a los parametros establecidos por el CLSI, se determiné si las
cepas de Staphylococcus aureus eran susceptibles a la ampicilina o eran
resistentes al antibiético, por medio de los diametros obtenidos de las zonas
de inhibiciébn que cada cepa de S. aureus exhibié al realizar la prueba. La
forma del halo de inhibicion indicé para cada cepa la produccion o la no
produccién de enzimas B-lactamasas.

Tabla 4: Criterios segun el CLSI para determinar la susceptibilidad (S) o
resistencia (R) de las cepas de Staphylococcus hacia la ampicilina (CLSI,

2012).
Diametro de
la zona de
Agente Contenido inhibicion
Antimicrobiano | del disco (mm).
(Mg)
S I R
Ampicilina 10 229 - <28

Informacién tomada de CLSI, 2012, Performance Standards for antimicrobial
Susceptibility testing; twenty- second informational Supplement.

Al realizar la prueba de difusion en disco para la cepa de S. aureus ATCC 25923
se evidencié que la cepa era susceptible a la ampicilina porque ésta presenté un
diametro promedio de la zona de inhibicién formada de 33,99 mm (observar en la
tabla 2). Lo cual es indicativo de la accion bacteriostatica que estaba ejerciendo el
antibiético sobre el microorganismo. En cuanto a la produccion de enzimas -
lactamasas, se evidencié que la cepa ATCC 25923 no era productora, pues ésta
presentd un crecimiento definido del halo de inhibicion (figura 9), resultado que
confirma las caracteristicas de la cepa ATCC adquirida.

Para la cepa de S. aureus ATCC 29213 se obtuvo que ésta es resistente a la
ampicilina, ya que exhibié un diametro promedio de la zona de inhibicién de 20,15
mm (observar en la tabla 4). Resultado que indica que la accidon del antibiético no
esta siendo del todo eficaz debido a un mecanismo de resistencia presente en el
microorganismo; en este caso, la razén se fundamenta en la produccion de
enzimas B-lactamasas en la cepa ATCC 29213 ya que se obtuvo un borde difuso o
no definido en la zona de inhibicion (Figura 10).
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Por su parte para la cepa de S. aureus ATCC 43300 se obtuvo una resistencia
méas marcada del microorganismo hacia la ampicilina, ya que exhibié un didmetro
promedio de la zona de inhibicion de 12,19 mm (observar en la tabla 5). Resultado
que evidencid un mecanismo de accion bacteriostatico bastante débil de la
ampicilina frente a la cepa en cuestion; en este caso, la razon se fundamenta en la
produccion de enzimas B-lactamasas por parte de la cepa ATCC 43300, ya que se
obtuvo un borde difuso o no definido en la zona de inhibicion (Figura 10), y
también se debe al mecanismo de resistencia que posee la cepa al ser MecA
positiva (gen de resistencia a la meticilina MRSA). Por lo cual, el halo de inhibicién
obtenido es resultado de la sinergia existente entre los dos mecanismos de
resistencia presentes en esta cepa.

Los valores obtenidos del halo de inhibicion para cada una de las cepas, se
ilustran en la figura 11, en donde se puede observar que las cepas ATCC 29213y
43300 expresan un nivel de resistencia hacia el farmaco betalactamico, a
diferentes niveles. Mientras, que la cepa ATCC 25923 resulta siendo sensible
frente al efecto bacteriostético, y en ultima instancia bactericida del antibiotico.

8.2 Prueba Cromogénica o de cefalosporinas cromogénicas:

Por dltimo, se realizd la prueba cromogénica o de cefalosporinas cromogénicas
con el objetivo de validar y verificar los resultados anteriormente obtenidos. Los
cuales se describen en la tabla 3.

Estos resultados indican que la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 no
es productora de enzimas B-lactamasas, ya que después de una hora de iniciada
la prueba, el disco de nitrocefin permanecié de coloracién amarilla, indicando un
resultado negativo para la produccion de la enzima. Por otro lado, la cepa ATCC
29213 demostro ser productora de B-lactamasas porque el anillo betalactamico de
la cefalosporina cromogénica fue hidrolizado cambiando de coloracion de amarilla
a roja intensa después de 15 minutos de haber iniciado la prueba. Por altimo,
para la cepa ATCC 43300 se evidencié una produccion de enzimas B-lactamasas
menos marcada en comparacién con la cepa anterior, pues el cambio de color se
dio de amarillo a rojo anaranjado (Figura 12).

Las cambios en las coloraciones observados, se deben a que esta prueba es
realizada con un disco de nitrocefina el cual utiliza un sustrato betalactamico
cromogenico (una cefalosporina); compuesto que cambia de color cuando el grupo
funcional amida de su anillo betalactdamico es hidrolizado por accién de una
enzima [(-lactamasa (ver estructura molecular en la figura 19). La hidrdlisis de la
nitrocefina produce un cambio de la absorcién ultravioleta dentro del espectro de
luz visible desde amarillo para la nitrocefina que no ha sufrido hidrolisis (~ 380 nm)
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hasta rojo para la nitrocefina degradada (=500 nm), lo que permite la deteccion
visual de la actividad beta- lactamasa en un nivel macroscépico.

\

O

Figura 199: “Estructura molecular del nitrocefin, cefalosporina cromogénica
usada en la deteccion de enzimas B-lactamasas en las cepas de
Staphylococcus aureus evaluadas. Tomado de Sauvage, E, et al, 2005,
Crystal Structure of the Actinomadura R39 DD-peptidase Reveals New
Domains in Penicillin-binding Proteins”.

8.3 Prueba de micro-dilucién en caldo:

En esta fase las pruebas se realizaron e interpretaron bajo el supuesto de que el
polimero PAM-18 Na se encuentra bien disperso en el medio acuoso utilizado y
gue esta asociado al antibiético (ampicilina) de manera efectiva, informacién
evaluada en otros estudios realizados en el mismo grupo de investigacion en
Fisicoguimica- Farmacéutica de la Universidad Icesi. Adicionalmente, se
determind la estabilidad del antibi6tico durante el tiempo en que se desarrollaron
las pruebas (Anexo 5).

Para determinar la CMI del antibidtico, el polimero y de la matriz farmaco-polimero
se realizaron 24 réplicas para cada una de las concentraciones evaluadas (11) de
cada tratamiento, dando un total de 264 unidades experimentales por cepa. Los
resultados detallados de cada uno de estos ensayos se muestran en el anexo 6. A
partir de los resultados anteriores se puede determinar el valor de la CMI de la
ampicilina, PAM-18 Na y de la matriz de asociacién ampicilina: PAM-18 Na, A
continuacion se muestra en la tabla 5 los resultados obtenidos de la prueba de
micro-dilucion en caldo para cada una de las cepas bacterianas evaluadas con el
polimero, el antibiotico y la mezcla antibiotico-polimero, comparando dichos
resultados con los parametros establecidos por el CLSI.
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Tabla 5: Resultados pruebas de micro-dilucién en caldo para cada uno de los
ensayos realizados en las cepas de S. aureus. Como punto de comparaciéon
se encuentran las CMI establecidas como puntos de corte para especies de

Staphylococcus por el CLSI.

CMmI
cMI CMI obtenida
CMis establecidas : obtenida para el
obtenida :
Sistemalcepa como puntos de para la para el sistemade
corte por el CLSI . PAM-18 mezcla
ampicilina S
(ug/mL). (Lg/mL) Na ampicilina:
HY (ug/mL) | PAM-18 Na
(Hg/mL)
556526‘3 ATCC 0,25 . 0,25
S R
<025 =205
Cepa ATCC
20213 8 - 2
Cepa ATCC
43300 32 ' 8

Primero, se realiz6 la prueba de micro-dilucién en caldo a cada una de las cepas
de S. aureus, utilizando el antibi6tico en cuestion (ampicilina), con la finalidad de
establecer la concentracion minima de ampicilina requerida para inhibir el
crecimiento de cada una de las cepas de Staphylococcus aureus, ademas de
verificar la susceptibilidad o resistencia de las mismas hacia el farmaco a través de
la CMI obtenida. Para la cepa ATCC 25923 se evidencio que el microorganismo es
susceptible a la ampicilina, pues la CMI obtenida fue de 0,25 pg/mL y de acuerdo
a lo establecido por el CLSI, la cepa de S. aureus es susceptible a la ampicilina si
su CMI es < 0,25 pg/mL (Tabla 5). Por otro lado, para las cepas ATCC 29213 y
43300 se determind que éstas son resistentes al antibidtico, porque la CMI
obtenida fue de 8,0 pg/mL y 32 pg/mL, respectivamente; y de acuerdo a los puntos
de corte del CLSI para S. aureus es de = 0,5 pg/mL, lo que indica que
concentraciones superiores a estas denotaran la resistencia en el microorganismo.

En segundo lugar, se evallo la matriz polimérica de PAM-18 Na junto con cada
una de las cepas de Staphylococcus aureus estudiadas. El objetivo era
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determinar si el polimero anfifilico podria exhibir algin efecto antimicrobiano por si
solo sobre las cepas. De los resultados obtenidos se concluyé que la matriz
polimérica de PAM-18 Na no tiene ningun efecto antimicrobiano (inhibicién del
crecimiento) en las cepas utilizadas. Lo anterior se puede establecer porque se
presentd crecimiento bacteriano en todas las réplicas realizadas de cada una de
las concentraciones de polimero evaluadas, desde la menor concentracion
estudiada 0,0625 pg/mL hasta la concentracion mas alta evaluada 256 pg/mL
(Anexo 6.2).

Por ultimo, se realizé la prueba de micro-dilucién en caldo, evaluando el efecto
antimicrobiano que exhibe la matriz de asociacion farmaco-polimero de ampicilina-
PAM 18 Na sobre cada una de las cepas de Staphylococcus aureus, de acuerdo a
la concentracién minima inhibitoria obtenida con el antibidtico solo. Para la cepa
ATCC 25923 se obtuvo una CMI de 0,25 pug/mL, la misma concentracion obtenida
para el antibiético solo (es decir, en ausencia del polimero) lo que indica que al ser
susceptible la cepa a la ampicilina, por no presentar ningin mecanismo de
resistencia aparente, la concentracién requerida del antibiético para inhibir el
crecimiento bacteriano permanece constante bajo estas condiciones (Tabla 5). Al
utilizar en este estudio la cepa ATCC 25923 como control negativo, se pudo inferir
gue el polimero presenta una accion clave en la inhibicion o la reduccion del efecto
de resistencia dado por las B-lactamasas, ya que esta cepa no es productora de
dichas enzimas, lo que ocasiona que el polimero no exprese junto con el
antibiético una reduccion de la CMI, porque las enzimas responsables de la
inestabilidad biolégica de la ampicilina estan ausentes en la cepa de S. aureus
ATCC 25923.

Para la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 se obtuvo una CMI de 2,0
pug/mL, es decir que se logré disminuir cuatro veces la concentracion minima
requerida para inhibir el crecimiento del microorganismo en comparaciéon a la CMI
obtenida cuando se evalu6 la ampicilina sola (8,0 ug/mL), lo cual indica que existe
un efecto antimicrobiano marcado cuando el antibiético se encuentra asociado a la
matriz polimérica de PAM 18 Na actuando ésta como un sistema de reservorio
que protege al farmaco de la degradacion enzimatica que tiene lugar a través de
las B-lactamasas exdgenas producidas por la cepa de S. aureus ATCC 29213. El
polimero en este caso tuvo un papel fundamental en la disminucién de la
resistencia expresada por esta cepa en pruebas anteriores (en la de difusion en
disco, prueba cromogénica y la de micro-dilucion); debido a que logro disminuir la
CMI del antibiotico en un 75%, cuando éste se encontraba asociado con la
ampicilina.

Finalmente, para la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 43300 se obtuvo una
CMI de 8,0 pg/mL lo que indica que se logréo disminuir cuatro veces la
concentracion requerida de ampicilina para inhibir el crecimiento bacteriano en
comparacion con la obtenida cuando se estudio la ampicilina sola (32,0 pg/mL).
Este resultado no sélo indica que existe un efecto bio-protector de la matriz
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polimérica en asociacion con el farmaco betalactamico que mitiga la degradacion
de la ampicilina propiciada por las enzimas B-lactamasas que ésta produce, al
actuar como un sistema reservorio que le brinda estabilidad biolégica al farmaco;
sino que también pueda inferirse de acuerdo al mecanismo adicional de
resistencia que posee la cepa de S. aureus ATCC 43300 (por modificacién de las
PBPs o del blanco donde actua el farmaco), que exista posiblemente, una accién
del polimero incrementando la concentracion de antibidtico disponible, saturando
asi las PBPs modificadas y afectando a las PBPs no modificadas presentes en la
bacteria, lo que se traduce como un aumento de la actividad del antibidtico. Se
podria pensar que la mayor disponibilidad de la ampicilina en el medio aumentaria
la afinidad de la diana farmacoldgica hacia el antibiético.

8.4 Andlisis estadistico mediante el método de Kaplan-Meier

Con los resultados obtenidos de los ensayos de micro-dilucion se realizd el
andlisis de supervivencia de cada una de las cepas de S. aureus, en cada uno de
los tratamientos a los cuales estuvieron expuestas. El modelo de Kaplan-Meier
permiti6 medir la fraccion viviente de una poblacién bacteriana en un intervalo de
concentraciones evaluado. De modo, que en el eje X puede encontrarse la
probabilidad de que se inhiba el crecimiento de cada una de las cepas de S.
aureus, siendo 1 la probabilidad de que el 100% de la poblacion presente
crecimiento aparente en la placa y 0,2 la probabilidad de que el 20% de la
poblacion bacteriana presente crecimiento, mientras que el 80% resulte inhibido
por el tratamiento dado. En el eje Y, se aprecia todo el intervalo de
concentraciones estudiado para cada tratamiento en las pruebas de micro-dilucién
en caldo.

Con el analisis estadistico realizado se puede verificar que el polimero PAM-18
Na, no presenta ningun efecto antimicrobiano cuando se evallGa solo en cada una
de las cepas de S. aureus, ya que en las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
obtenidas se evidencia que la probabilidad de que la poblacion bacteriana
presente crecimiento es del 100% (probabilidad de 1) en todo el intervalo de
concentraciones evaluadas de PAM-18 Na (Anexo 7).

Por otra parte, se pudo definir a partir del método estadistico no paramétrico que
la CMlI1pp Obtenida para la cepa ATCC 29213 en presencia de la ampicilina sola fue
de 8,0 ug/mL, concentracion minima inhibitoria que logra reducirse cuatro veces
cuando se expone a la misma cepa al tratamiento con la matriz ampicilina: PAM-
18, siendo la CMlq para dicho ensayo de 2,0 pg/mL, concentracion a la cual el
100% de la poblacion bacteriana ha presentado inhibicién del crecimiento (Anexo
7). Se puede apreciar también de la grafica que a medida que aumenta la
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concentracion de antibiotico o de antibidtico mas polimero la probabilidad de que
la poblacion bacteriana logre sobrevivir es menor.

Por ultimo, para la cepa ATCC 43300 se evidencio una CMlqo para el tratamiento
con la ampicilina trihidratada sola de 32,0 pg/mL, mientras que el 100% de los
individuos bacterianos lograron inhibirse en el tratamiento con la matriz ampicilina:
PAM-18 a una CMIip de 8,0 pg/mL, lo que evidencia un efecto positivo del
complejo antibiético-polimero sobre la cepa de S. aureus porque la supervivencia
del microorganismo es cada vez mas baja a un intervalo de concentraciones
menor, en comparacion a cuando se evalla la ampicilina sola (Anexo 7).
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9. CONCLUSIONES

Al estudiar in vitro el efecto de la ampicilina trihidratada sobre las cepas de
S. aureus, se evidencid que la cepa ATCC 25923 es susceptible al
antibiotico, mientras que la ATCC 29213 y la ATCC 43300 son resistentes
al farmaco betalactamico.

Al evaluar el efecto in vitro del polimero anfifilico PAM-18 Na sobre las
cepas de S. aureus, se encontré que la matriz polimérica no posee ningun
efecto antimicrobiano por si solo a las concentraciones evaluadas.

La asociacion del polimero con el farmaco consigue reducir la
concentracion de antibidtico (aproximadamente un 75%) necesaria para
inhibir el crecimiento de las cepas de S. aureus ATCC 29213 y 43300 en
comparacion al tratamiento realizado con el antibi6tico solo.

El polimero anfifilico PAM-18 Na en proporcion 1:1 con el antibiético parece
ejercer un efecto bio-protector sobre la ampicilina que la protege de la
accion de enzimas B-lactamasas, aumentando su disponibilidad en el sitio
de accion lo que mejora su efecto antimicrobiano.
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10.RECOMENDACIONES

Para obtener resultados cuantitativos que permitan obtener una informacion
mas certera del efecto de la matriz de asociacion farmaco-polimero sobre
las cepas de Staphylococcus aureus evaluadas, se recomienda realizar
estudios con un lector de platos (ELISA).

Se sugiere estudiar el efecto que puede producir la variacion de las
proporciones de antibiotico y polimero sobre la formacion de la matriz de
asociacion ampicilina: PAM 18 Na, y la estabilidad de la misma al variar la
concentracion de los componentes. Evaluando proporciones de ambos
componentes como por ejemplo: 1:1,5y 1:2 sobre las diferentes cepas de
S. aureus.

Si se quiere realizar estudios posteriores con antibioticos diferentes a la
ampicilina, se deben seguir todas las recomendaciones presentes en este
trabajo, ademas de que deben modificarse los factores o condiciones de los
ensayos, de acuerdo a los parametros ofrecidos por el CLSI para el
farmaco en cuestion.

Si se pretende confirmar la meticilino- resistencia en la cepa de S. aureus
ATCC 43300, se sugiere la realizacion de una PCR que permita la
determinacion de elementos genéticos asociados a este tipo de resistencia.

Se recomienda realizar estudios adicionales que logren dar respuesta al
comportamiento bio-protector del complejo antibiético-polimero sobre las
cepas de S. aureus para comprender el mecanismo mediante el cual esta
matriz funciona como un reservorio que brinda estabilidad bioldgica.
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12. ANEXOS

ANEXO 1: Certificado de Calidad de la ampicilina trihidratada.
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ANEXO 2: Procedimiento para el manejo de las cepas de S. aureus (ATCC:
43300, 29213 y 25923) y disposicion de residuos generados.

PROCEDIMIENTO

ICESI

PROCEDIMIENTO PARA EL MANEJO Y LA
DISPOSICION DE CEPAS DE S. AUREUS
(ATCC: 43300, 29213 y 25923).

2013

PAGINA
FECHA DE EMISION: Mayo 29 del

1ded

FECHA EMISION: N/A

PREPARADO POR:

REVISADO POR:

APROBADO POR:

NOMBRE: Stephany

Barajas Jordan y

Alejandro Ortiz.

NOMBRE: Andrés Felipe

Davalos

NOMBRE:

FIRMA:

FIRMA:

FIRMA:

CARGO: Estudiantes en
investigacion.

CARGO: Asesor proyecto
de investigacion.

FECHA: Mayo 29 del 2013.

FECHA: Mayo 29 del 2013.

FECHA:

1. OBJETIVO

1.1

L:

trabajo realizado con el material biologico.

2. ALCANCE

2.1.

53

Definir un procedimiento para la correcta manipulacion de cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923, 29213, 43300) en el laboratorio 406
incluyendo la disposicion de los materiales y desechos derivados del

Este procedimiento busca garantizar la seguridad de los estudiantes
investigadores, profesores, directivos, tutores, personal de aseo y de




disposicion de desechos; asi como toda aquella persona que esté
autorizada para ingresar y trabajar en el laboratorio 406 L de la Universidad
Icesi.

3. RESPONSABILIDAD Y AUTORIDAD

3.1. El personal de operacion y las personas autorizadas para ingresar a este
laboratorio (406 L) deben tener previo conocimiento de este procedimiento y
deben seguir las indicaciones aqui descritas.

3.2. El personal autorizado para ingresar a esta area debe verificar que este
protocolo sea debidamente cumplido por los estudiantes investigadores y
tutores.

3.3. El ingreso de personal al lugar de manipulacion de las cepas (durante
actividades asociadas al proyecto) debe ser controlado, y Unicamente las
personas autorizadas (tutores y estudiantes investigadores) podran acceder
a este espacio (CSB ref. 17370) 406 L).

3.4. Los estudiantes investigadores deben usar y portar adecuadamente los
implementos de seguridad recomendados para el manejo de cepas
bacterianas de nivel de riesgo II.

3.5. Todo el personal debe estar informado de la utilizacion de las cepas de S.
aureus anteriormente descritas, especialmente en los momentos cuando
éstas son manipuladas.

DEFINICIONES

Las cepas de Staphylococcus aureus a manipular en este espacio fisico (406L),
son definidas en la literatura como un patégeno de nivel de riesgo I, cuya
descripcién se encuentra a continuacion:

4.1. Grupo de riesgo nivel Il (riesgo individual moderado, riesgo poblacional

bajo): Agentes patdgenos que pueden provocar enfermedades humanas o
animales pero que tienen pocas probabilidades de entrafiar un riesgo grave
para el personal de laboratorio, la poblacion, el ganado o el medio
ambiente. La exposicion en el laboratorio puede provocar una infeccion
grave, pero existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo
de propagacion es limitado (Manual de seguridad de la ONU, 2006).

El manejo de las cepas bacterianas se puede dar en una instalacion de seguridad
o nivel de contenciodn tipo Il, que cuenta con las siguientes caracteristicas:

4.2. Nivel Bioseguridad II: adecuado para el trabajo o manipulacién de agentes

que representan un peligro moderado para el personal y el medio ambiente.
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Se diferencia de los laboratorios de Nivel de Bioseguridad | en:

e El personal de laboratorio tiene entrenamiento en el manejo de este tipo
de agentes patdgenos y es supervisado por personal competente.
e EIl acceso al laboratorio esté restringido cuando se esta realizando el

trabajo.

e Todos los procedimientos en los que puedan crearse aerosoles o
salpicaduras se llevan a cabo en una cabina de seguridad biol6gica u

otro equipo de contencion fisica.

A continuacion se describen las consideraciones necesarias para un espacio fisico
destinado a la manipulacion de microorganismos de nivel de riesgo Il, se muestran
algunas de las caracteristicas del Laboratorio 406 L, entre las cuales se encuentra
la disposicion de una cabina de seguridad bioldgica, y técnicas microbiolégicas
adecuadas (TMA):

4.3 Relacion de los grupos microbioldgicos de riesgo con los niveles de

bioseguridad, las préacticas de laboratorio y los equipos:

Cuadro 2. Relacién de los grupos de riesgo con los niveles de bioseguridad, las
practicas y el equipo
GRUPO DE  NIVEL DE TIPO DE PRACTICAS DE EQUIPO DE
RIESGO BIOSEGURIDAD  LABORATORIO LABORATORIO SEGURIDAD
1 Basico Ensefianza basica, TMA Ninguno; trabajo en
Nivel 1 investigacion mesa de laboratorio
al descubierto
2 Basico Servicios de TMA y ropa Trabajo en mesa al
Nivel 2 atencién primaria; protectora; descubierto y CSB
diagnéstico, sefial de riesgo para posibles
investigacion bioldgico aerosoles
3 Contencion  Diagndstico Practicas de nivel 2 ~ CSB ademas de otros
Nivel 3 especial, mas ropa especial, medios de contencitn
investigacion acceso controlado primaria para todas
y flujo direccional las actividades
del aire
4 Contencion  Unidades de Practicas de nivel 3~ CSB de clase Ill o trajes
maxima patégenos mas camara de presurizados junto
Nivel 4 peligrosos entrada con cierre con CSB de clase Il,
hermético, salida con autoclave de doble
ducha y eliminacion  puerta (a través de la
especial de residuos  pared), aire filtrado
TMA: técnicas microbioldgicas apropiadas (Véase la parte IV del presente manual). CSB: camara de sequri-
dad biol6gica.

4.4. Personal y vestuario: para asegurar la proteccion del personal, éste debe
utilizar los implementos de seguridad recomendados, como lo son: gorros y
tapabocas desechables. Las prendas después de ser usadas deben ser
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lavadas y desinfectadas.

4.5. Manipulacién de desechos: Se considera desecho todo aquello que debe
descartarse. En los laboratorios, la descontaminacion y la eliminacion de
desechos son operaciones estrechamente relacionadas. En el trabajo
cotidiano, son pocos los materiales contaminados que se deben retirar del
laboratorio o destruir. La mayor parte de la cristaleria, los instrumentos y la
ropa del laboratorio vuelve a utilizarse o se recicla. El principio basico es que
todo el material infeccioso ha de ser descontaminado, esterilizado en
autoclave o incinerado en el laboratorio.

5. MATERIALES
5.1. IMPLEMENTOS DE SEGURIDAD RECOMENDADOS:

Bata de laboratorio (preferiblemente anti-fluidos) y de manga larga.
Guantes de latéx o nitrilo.

Gorro.

Tapabocas (material desechable).

Gafas de seguridad.

Zapatos cerrados (Que no exista exposicion de la piel).

Pantalones largos (Que no exista exposicion de la piel).

5.2. EQUIPOS

Cabina de seguridad bioldgica.

Mesones de laboratorio.

Autoclave.

Mecheros para la esterilizacién continta de los instrumentos.

Caneca roja para el desecho del material biologico (exclusiva).

Etiqueta en la caneca roja que de informacion sobre la identidad de las cepas.

5.3. DESINFECTANTES

Etanol al 70%
Hipoclorito de sodio al 0,5%

6. DESCRIPCION DEL PROCESO

6.1. CONSIDERACIONES GENERALES: IMPLEMENTOS DE SEGURIDAD
RECOMENDADOS

6.1.1. Se usara en todo momento la bata para el trabajo en el laboratorio.
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6.1.2.

6.1.3.

6.1.4.

6.1.5.

6.1.6.

6.1.7.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

Se usaradn guantes protectores para todos los procedimientos que
puedan entrafiar contacto directo o accidental con las cepas de
Staphylococcus aureus. Una vez utilizados, los guantes se retiraran de
forma aséptica y a continuacion se lavaran las manos.

El personal debera lavarse las manos después de manipular todo el
material contaminado, asi como antes de abandonar las zonas de
trabajo del laboratorio.

Estard prohibido usar las prendas protectoras fuera del laboratorio, por
ejemplo, cafeterias, oficinas, biblioteca, salas para el personal y bafos.
En las zonas de trabajo estard prohibido comer, beber, fumar, aplicar
cosmeéticos o manipular lentes de contacto.

Estara prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano
en las zonas de trabajo del laboratorio.

La ropa protectora de laboratorio no se guardar4d en los mismos
armarios que la ropa de calle.

HIGIENE Y SANITIZACION

Se realizara la sanitizacion del personal antes y después del trabajo de
laboratorio.

Al comenzar las labores, verificar la existencia de desinfectantes y
antisépticos, tales como el hipoclorito de sodio al 0.5% y etanol al 70%.
Antes de comenzar a trabajar se debe realizar la higiene completa del
personal. Para la limpieza, se realizara el lavado de antebrazos y manos
con agua y jabén liquido. Se formara espuma abundante con el jab6n y
se frotaran bien las manos, durante un minimo de 10 segundos, se
aclararan en agua limpia y se secaran con una toalla de papel.

Se sanitizaran las manos, es decir, se aplicara etanol al 70% sobre toda
la superficie de las manos y se dejara secar.

Para la higiene en la Camara de Seguridad Biologica (CSB) tipo Il, se
sanitizara toda la superficie dentro de la cAmara con toalla absorbente y
etanol al 70%.

La sanitizacion de la camara se debe realizar en una sola direccion,
tratando de no repasar la toalla dos veces por el mismo lugar.

Al ingresar las manos del personal a la camara se debe aplicar etanol al
70%, para evitar la contaminacion cruzada.

Cuando se manipulen las cepas directamente o0 elementos
potencialmente infectados dentro de la camara, se sanitizaran las
manos siempre, cuando se retiren.

Toda la superficie del material que ingrese a la camara debera ser
sanitizado antes y despueés.
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6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.

6.3.8.

6.3.9.

6.3.10.

6.3.11.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.4.4.

CONSIDERACIONES GENERALES: CAMARA DE SEGURIDAD
BIOLOGICA TIPO I

La camara de bioseguridad no debe utilizarse si no funciona
correctamente.

La ventana de vidrio transparente no debe abrirse mientras se esta
utilizando la camara.

Los aparatos y materiales introducidos en la camara deben reducirse al
minimo y no deben bloquear la circulacion del aire en la camara de
distribucion trasera.

Se utilizardn mecheros dentro de la camara para incinerar a necesidad
cada que se utilice una asa metalica.

Todo el trabajo debe hacerse en la zona media y posterior de la
superficie de trabajo y ser visible a través de la ventana.

El paso de personas por detras del trabajador debe reducirse al minimo.
El trabajador no debe alterar el flujo de aire al sacar y volver a introducir
repetidas veces los brazos, ni generar movimientos bruscos con ellos.
Las rejillas de aire no deben estar bloqueadas con papeles, pipetas u
otros materiales, pues con ello se perturba el flujo de aire y puede
provocarse la contaminacion del material y la exposicion del trabajador.
La superficie de la CSB debera limpiarse con una toalla absorbente que
contenga un desinfectante apropiado una vez terminado el trabajo y al
final del dia de acuerdo a los numerales del 6.2.7 al 6.2.10.

El ventilador de la cAmara se encendera al menos 5 minutos antes de
empezar el trabajo y debe seguir funcionando al menos durante 5
minutos después de concluido el trabajo.

Nunca se introduciran papeles en las CSB.

PROTOCOLO PARA EL TRABAJO EN EL LABORATORIO 406 L

Al iniciar las labores dentro del laboratorio se deben tener en cuenta las
consideraciones generales del numeral 6.1 y el procedimiento descrito
de higiene y sanitizacion descrito en el apartado 6.2.

Tanto para trabajar directamente con las cepas como para el material
que pueda ser potencialmente contaminado por ellas, se debe realizar
todo bajo Camara de Seguridad Bioldgica Tipo Il.

Para el trabajo dentro de la camara se deben tener en cuenta las
consideraciones generales del trabajo en CSB del numeral 6.3.

Las cepas de Staphylococcus aureus se encuentran en crio-
conservacion (viales Eppendorf) en el refrigerador del primer piso a -
80°C, panel 01, por lo tanto siempre que se vayan a utilizar, se deben
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6.4.5.

6.4.6.

6.4.7.

6.4.8.

6.5.

6.5.1.

6.5.2.

6.5.3.

retirar de manera cuidadosa, introducirlas en tubos Falcon de 15 o 50
ml, cerrados con hielo en su interior, y transportarlas hasta el laboratorio
en nevera de icopor evitando movimientos bruscos que posibiliten las
caidas, rompimientos, golpes y derrame del contenido de los viales con
el microorganismo.

Al momento de llegar al laboratorio se deben ingresar rapidamente los
tubos falcon a la CSB, para evitar posibles contaminaciones.

Los tubos falcon se abren dentro de la CSB, donde se extrae cada cepa
(tubo Eppendorf), estos se abriran solo cuando sea necesario. A partir
de ese momento no se deben retirar materiales de la CSB, ya que existe
una exposicion directa con el agente bacteriano.

La puerta de ingreso a la CSB (ref.17370) del laboratorio permanecera
cerrada durante el desarrollo de los procedimientos y como minimo
cinco minutos después de haber terminado los mismos.

Se dispondréa de todos los insumos necesarios para cada procedimiento
desde el inicio en la CSB, para minimizar los recorridos que puedan
generar diseminacion del agente biologico.

PROTOCOLO PARA EL MANEJO DE DESECHOS

Todo insumo utilizado dentro de la CSB y que haga parte de cada
procedimiento de trabajo se manejardA como residuo bioldgico
potencialmente peligroso.

Se dispondra de una bolsa roja para el desecho de los materiales
utilizados durante los procedimientos, la cual se rotulara con la etiqueta.

P

D

e

Manipulacion solo por personal
autorizado

Nivel de bioseguridad:

Investigador encargado:

En caso de amergencia comuniguese
con, al celular,

Fecha de Generacién de residuos:__f__ /. -
Residuos generados por:

El material de vidrio utilizado, asi como las puntas de micropipeta que
hayan o no tenido contacto directo con el agente, deben tener un
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6.5.4.

6.5.5.

6.6.

6.6.1.
6.6.2.
6.6.3.
6.6.4.
6.6.5.
6.6.6.

6.6.7.

7.

7.1.

7.2.

8.

tratamiento especial antes de ser reutilizados. Estos desechos deben
ser esterilizados en autoclave y posteriormente lavados (si se desean
reciclar).

El material desechable tales como cajas de Petri, guantes, filtros de
membrana etc., se deben inactivar en autoclave o incinerar. No re-
utilizar.

El material que se utilizé para la manipulacibn de las cepas sera
rotulado con la siguiente nomenclatura: Iniciales del microorganismo
(SA) seguido de la palabra ATCC y su correspondiente numero (43300,
29213 y 25923), la fecha de su utilizacion y las iniciales de las personas
encargadas (AOQ, Alejandro Ortiz Quintero, SBJ, Stephany Barajas
Jordan). Todo separado por un guién a media altura. Por ejemplo, SA
ATCC 43300 — 29/05/2013 — AOQ.

PARA EL INGRESO AL LABORATORIO 406L LAS PERSONAS
DEBERAN:

Utilizar los implementos de seguridad recomendados (apartado 6.1.)
Quitarse todo tipo de accesorios: reloj, pulseras, anillos, aretes.
Colocarse las prendas de seguridad destinadas para el personal.
En caso de tener el cabello largo recogerlo o usar gorro.
No utilizar maquillaje.
No ingresar al area alimentos, bebidas o medicamentos puesto que
podria desencadenar una contaminacion cruzada con las cepas a
trabajar de S. aureus.
Retirar las prendas de seguridad al finalizar el trabajo en el laboratorio,
guardar las mismas en un bolsa plastica hermética para evitar
contaminar otros elementos. Realizar un proceso de lavado vy
desinfeccidén de las prendas de laboratorio para evitar la diseminacién
del microorganismo, usando agentes desinfectantes (hipoclorito de
sodio).

REFERENCIAS

Organizacion Mundial de la Salud. (2005). Manual de Bioseguridad en el

Laboratorio. World Health Organization.

Chosewood, L. C., & Wilson, D. E. (2009). Biosafety in microbiological and
biomedical laboratories. US Department of Health and Human Services,
Public Health Service, Centers for Disease Control and Prevention, National
Institutes of Health.

ANEXOS: No Aplica.
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ANEXO 3: Hoja de seguridad de las cepas bacterianas liofilizadas.

0360K Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 25923 ™* KWIK-STIK

Biosafety Level: 2

6 self-contained units of a single organism
recommended for CAMP Test

important note: This product is not intended for use

with Cepheid® GeneXpert systems, please see
catalog # 0360MSSA.

-0365P Staphyiococcus aureus subsp. aureus ATCC®@ 29213™* KWIK-STIK

3

Biosafety Level: 2

2 self-contained units of a single organism

0852P Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 43300™* KWIK-STIK

Biosafety Level: 2
2 self-contained units of a single organism

Methicillin resistant; mec A positive
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Ficha de informacion de seguridad del material (Material Safety Data
Sheet) A B usps.2u

& Microbiologics®

Preparaciones de microorganismos liofilizados

| Seccién 1: Informacién general

Producto: preparaciones de microorganismos liofilizados
Fabricante: Microbiologics, Inc.
Teléfono: 320-253-1640
Direccion: 200 Cooper Avenue North
St. Cloud, Minnesota 56303

{ Seccién 2: Composicién

Cada pélet cilindrico liofilizado contiene una poblacion pura o mixta de microorganismos. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los microorganismos como pertenecientes al Grupo
de riesgo 1 o 2. Estos microorganismos pueden causar infecciones en seres humanos, pueden suponer
un peligro para el personai de laboratorio. No obstante, su propagacion a la comunidad es poco
probable. La exposicién a estos microorganismos en el laboratorio rara vez produce infecciones. La
prevencion efectiva y el tratamiento son de facil acceso.

| Seccién 3: Informaci6n sobre los riesgos

Fisioquimicos: no aplicable
Sanitarios: riesgo de infeccion
Medioambientales:  no aplicable

{ Seccion 4: Medidas de primeros auxilios

Oculares: evitar el contacto con los ojos. Si se produce el contacto con los ojos, lavar con
abundante agua y buscar atencion médica inmediatamente.

Cutaneos: no irritante. Si se produce el contacto con la piel, lavar con una solucién biocida
apropiada.

Inhalatorios: evitar la produccion de pulverizaciones. Si se produce la inhalacion, trasladarse a una
zona de aire fresco y solicitar asesoramiento médico.
Ingestion: evitar el contacto mano-boca. En caso de ingestion, solicite asesoramiento médico.

| Seccién 5: Medidas contra incendios

No aplicable

| Seccién 6: Medidas en caso de emisiones accidentales

becsmd

En caso de vertido accidental, contener el material derramado y comunicarlo de manera inmediata al
personal que se encuentre cerca del incidente. Descontaminar el vertido empapando el material vertido
con un desinfectante adecuado. Dejar pasar el tiempo suficiente para la actividad biocida del
desinfectante segtn las instrucciones de uso del fabricante. Limpiar la zona y el material con toallas o
pafiuelos de papel desechables. Las toallas y pafiuelos que contienen microorganismos se deben tratar
como material de riesgo biol6gico.

I Seccién 7: Manipulacién y aimacenamiento

La preparacién de microorganismos liofilizados debe almacenarse a 2-8 °C en el envase sellado original.
Estos dispositivos contienen microorganismos viables que, en determinadas circunstancias, provocan

MSDS.244.SPAN Revisién B Pagina1de 3
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Ficha de informacion de seguridad del material (Material Safety Data
Sheet) A B msps.2aa

enfermedades. Se deben emplear técnicas apropiadas para evitar la exposicién y el contacto con
cualquier cultivo de microorganismos. El laboratorio de microbiologia debe estar equipado y contar con
instalaciones para recibir, procesar, mantener, almacenar y eliminar materiales de riesgo biolégico. E!
personal del laboratorio de microbiologia que utilice estos dispositivos debe estar capacitado, tener
experiencia y demosirar competencia para procesar, mantener, almacenar y eliminar material de riesgo
biolégico.

| Seccién 8: Controles de exposicion. Proteccién personal |

Se deben cumplir y seguir las buenas précticas de laboratorio en todo momento. El uso de cabinas de
seguridad biol6gica, la prevencién de pulverizaciones y el uso de guantes, delantales impermeables y
ofra ropa protectora lo deben dictaminar los procedimientos operativos estandares de cada laboratorio.

i Seccién 9: Propiedades fisicas y quimicas |

Material inerte, inodoro y seco.

| Seccién 10: Estabilidad y reactividad o

Si se almacenan segun las especificaciones, las preparaciones de microorganismos liofilizados son
estables hasta el Gltimo dia del mes que figura en la fecha de caducidad. El periodo de almacenamiento
no afecta al riesgo de infecciones.

| Seccién 11: Informacién toxicolégica

No aplicable

| Seccién 12: Informacién ecolégica ;

No aplicable

| Seccién 13: Eliminacion del producto

El material liofilizado y el cultivo posterior de estos microorganismos en medios de cultivo se consideran
materiales de riesgo biolégico. Existen agencias y normativas que regulan la eliminacién de todos los
materiales de riesgo biolégico. Todos los laboratorios deben conocer la eliminacién apropiada de los
materiales de riesgo biolégico y cumplir con ella.

| Seccién 14: Informacion sobre transporte

Consuilte las normativas nacionales e internacionales con respecto a los sistemas de transporte de
materiales de riesgo biolégico. Clasificacion de la ONU: UN3373 sustancia biolégica, categoria B y
UNZ2814, sustancias infecciosas que afectan a seres humanos para miiltiples niimeros de catalogacién
microbioldgica.

| Seccién 15: Informacién normativa |

No figura en la lista.

| Seccién 16: Otras informaciones i

Segdn nuestro leal saber y entender, la informacién que aqui se recoge es precisa. Microbiologics Inc.
no se responsabiliza de la exactitud ni de la integridad de la informacién aqui recogida.

MSDS.244.SPAN Revision B Péagina 2de 3
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PELIGRO BIOLOGICO

ACCESORESTRINGIDO. SOLO PERSONAL
AUTORIZADO.

Proyecto de investigacion con agente bioldgico
Nivel de riesgo:
InvestigadorEncargado:
En caso de emergencia llame a:

celular

Etapadel proceso:
Fecha: _/ /
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ANEXO 4: Preparacion de insumos necesarios para las pruebas de
laboratorio:

Anexo 4.1: preparacion de agar nutritivo marca Merck® (solubilidad de
20g/L): De acuerdo a las instrucciones del proveedor se pesaron 4,0 g del agar en
polvo en una balanza analitica y se disolvieron en 200 mL de agua des-ionizada
(la mezcla se prepar6 en un frasco Shott de capacidad de 500 mL). Se utilizo
calentamiento y agitacion constante, usando una plancha de calentamiento y un
magneto, hasta ebullicién. El agar preparado se esterilizé por autoclave a 121°C/
15 min, una vez esterilizado se vertié el agar liquido (45-50°C) en cajas Petri
estériles, se dejaron enfriar y se conservaron a 4°C.

Nota: Este procedimiento se realizé en el cuarto de medios de cultivo del primer
piso del edificio L de la Universidad Icesi, utilizando el autoclave para el ciclo de
esterilizacion y la cabina de flujo laminar para servir el agar nutritivo en las placas.
Los medios de cultivo fueron utilizados en un intervalo de 2 semanas desde el
momento de su preparacion, para garantizar la calidad de las mismas éstas eran
elaboradas cada que se requerian.

Anexo 4.2: preparaciéon del caldo nutritivo marca Merck® (solubilidad de
20g/L): segun las indicaciones del proveedor se pesaron 4,0 g del caldo nutritivo
en polvo en una balanza analitica y se disolvieron en 200 mL de agua des-
ionizada (la mezcla se prepar6 en un frasco Shott de capacidad de 500 mL). Se
utilizé calentamiento y agitacion constante, usando una plancha de calentamiento
y un magneto, hasta ebullicion. El caldo nutritivo preparado se esterilizd por
autoclave a 121°C/ 15 min, una vez esterilizado se dejé enfriar y se conservo en la
nevera de medios a 4°C.

Anexo 4.3: preparacion del caldo Mueller Hinton marca Scharlau®
(solubilidad 21g/L) y ajuste de cationes (entre 20-25mg/mL de Ca2+ y de 10-
12,5 mg/mL de Mg 2+): Se realiz6 la preparacion de las soluciones madre para el
ajuste de cationes, Ca** y Mg #*. Para la solucién de cloruro de magnesio se
pesaron 8,36 g de MgCl,.6H,0 en su estado sélido en una balanza analitica marca
Radwag AS 220, y se llevaron a un balén aforado de 100 mL donde se disolvieron
con 100 mL de agua des-ionizada. Para facilitar el proceso de mezcla, la solucién
anterior se llevé al ultrasonido a 40°C /15 min. Para la solucién de cloruro de calcio
se pesaron 3,68 g de CaCl,.2H,0 en estado soélido, los cuales se transvasaron a
un balon aforado de 100 mL, disolviendo y completando a volumen con agua des-
ionizada (tipo 2); de igual forma la solucién de cloruro de calcio se llevé al
ultrasonido por 15 minutos. Posteriormente, se esterilizaron las soluciones
utilizando una jeringa estéril y un filtro de membrana de tamafio de poro de 0,22
micras, con el objetivo de eliminar cualquier agente contaminante o interferente.
Las soluciones esterilizadas, se conservaron en tubos falcon de 50 mL en la
nevera a -20°C.
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Posteriormente, se llevd a cabo la preparaciéon de 200 mL del caldo Mueller
Hinton, para lo cual se pesaron 4,2 g del caldo en polvo deshidratado en una
balanza analitica y se disolvieron en 200 mL de agua des-ionizada (tipo 2) en un
frasco Shott de 500 mL; para facilitar el proceso de mezcla se utilizé una agitacion
magnética constante (aproximadamente por 30 min). Luego, se esterilizé el caldo
Mueller Hinton por autoclave a 121°C/15 min, una vez listo se dejé enfriar y se
conservo a 4°C en la nevera de medios de cultivo.

Finalmente, se realizé el ajuste de cationes al caldo MH previamente preparado,
para lo cual se retiraron de la nevera las soluciones madre de los cationes, Ca*" y
Mg ?*, y la del caldo MH, éstas se dejaron a temperatura ambiente mientras
adoptaban la misma temperatura y se llevaron a la cabina de seguridad biologica
(CSB) del Laboratorio 406L. Para lo cual, se tomaron 240 pL de la solucién de
cloruro de magnesio y 420 L de la solucién de cloruro de calcio, y se agregaron al
caldo MH utilizando micropipetas y puntas estériles. Para garantizar la
homogeneidad de los componentes de mezcla, se agitd la misma en el vortex; al
final se rotul6 el caldo Mueller Hinton con ajuste de cationes como CMHCA y se
conservé a 4°C en la nevera de medios de cultivo, hasta su utilizacién.

Anexo 4.4: crio-conservacion de cepas bacterianas de S. aureus ATCC
25923, 29213 y 4330: Se tomaron las cepas obtenidas por el proveedor
Microbiologics Inc©, las cuales se encontraban en un vial plastico con su
respectivo hisopo estéril. Seguidamente, se tomo uno inoculo de cada una de ellas
y se sembré en placas Petri que contenian agar nutritivo utilizando un asa
bacteriol6gica. El cultivo realizado para cada una de las cepas se llevé a la
incubadora a 37°C/ 18 horas. Posteriormente, se cogieron los cultivos frescos de
cada una de las cepas de S.aureus y se sembr6 cantidad suficiente de colonias de
cada una de las cepas en 40 mL de caldo nutritivo (hasta observar turbidez)
usando un asa bacteriolégica; esto se llevd a la incubadora a 37°C por 24 horas.

Después, se agregaron 10 mL de glicerol a cada cultivo liquido y se homogeniz6
usando el vortex por 2 minutos. Posteriormente, se vertid la mezcla en tubos
eppendorff con tapa-rosca (de a 1 mL) usando micropipeta. Finalmente, se
rotularon y organizaron los tubos en cajas de crio-conservacién que fueron
etiquetadas y conservadas a -80°C en la nevera del cuarto frio del primer piso del
edificio L.

Nota: Este procedimiento fue llevado a cabo en el Laboratorio 406L de la

Universidad Icesi, haciendo uso de la cabina de bioseguridad ubicada en dicha
instalacion.
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Anexo 4.5: preparacion de las soluciones antibiotico, polimero y del
complejo farmaco-polimero para las pruebas de micro-dilucion en caldo:

Anexo 4.5.1: preparacion solucién de ampicilina de 2048 pg/mL: Para la
elaboracion de esta solucion antibidtica, se pesaron 0,2054 g de ampicilina
trinidrato en estado solido en una balanza analitica marca Radwag AS 220 y se
llevaron a un balén aforado de 100 mL, en donde se disolvio el estandar de
ampicilina con 100 mL de agua des-ionizada (agua tipo 2). Posteriormente, se
llevé la solucion al ultrasonido durante 15 minutos a 25°C para facilitar el proceso
de solubilizacion; sin embargo, el farmaco presenta una solubilidad en agua de 1g
/90 mL de agua a 25°C, lo que facilité el proceso de solubilizacion. Después, se
realizé la esterilizacion de la solucion antibiética usando una jeringa estéril y filtros
de membrana de tamafio de poro de 0,22 micras, con el objetivo de eliminar
cualquier agente contaminante o interferente. La solucion esterilizada se rotuld
como solucién madre de ampicilina de 2048 pg/mL.

Finalmente, se tomd la soluciébn madre y a partir de ella se prepararon diluciones
seriadas de la solucion antibiotica a concentraciones de 1024 pug/mL, 512 pg/mL,
256 pg/mL, 64 pg/mL, 16 pg/mL, 4 pg/mL, 1 pg/mL, 0,7 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25
pg/mL y 0,125 pg/mL en tubos Falcon de 15 mL agregando con la micropipeta
siempre un volumen determinado de la solucion antibidtica y de agua estéril, y
mezclando en vortex por 2 minutos. Los tubos falcon conteniendo las soluciones
seriadas fueron rotulados y conservados a -20° C.

Anexo 4.5.2: preparacion de la solucién polimérica de PAM-18 Na de 1024
pg/mL: Para la elaboracion de la solucion polimérica, se pesaron 0,1024 g del
poli(acido-maleico-alt-octadeceno) en su forma salina, sédica en estado sélido y
previamente liofilizada en una balanza analitica marca Radwag AS 220 y se
llevaron a un bal6n aforado de 100 mL, en donde se dispersé el polimero anfifilico
en 100 mL de agua des-ionizada (agua tipo 2). Posteriormente, se llevé la mezcla
anterior al ultrasonido durante 35 minutos a 70°C para facilitar el proceso de
solubilizacion. Una vez que se obtuvo una solucién traslicida, ésta se llevo al
autoclave a un ciclo de esterilizacion de 121°C por 15 minutos. La solucion
esterilizada se rotul6 como solucion madre de PAM-18 Na de 1024 pg/mL.

Finalmente, se tomod la solucién madre y a partir de ella se prepararon diluciones
seriadas de la solucion polimérica a concentraciones de 512 pg/mL, 384 pg/mL,
256 pg/mL, 64 pg/mL, 16 pg/mL, 4 pg/mL, 1 pg/mL, 0,7 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25
pg/mL y 0,125 pg/mL en tubos Falcon de 15 mL agregando con la micropipeta
siempre un volumen determinado de la solucion polimérica y de agua estéril, y
mezclando en vortex por 2 minutos. Los tubos falcon conteniendo las soluciones
seriadas fueron rotulados y conservados a -20° C.
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Nota: Para preparar las diluciones seriadas de solucién polimérica de PAM-18 Na,
se utilizaron 50 mL de la solucién madre preparada previamente de 1024 pg/mL,
los 50 mL restantes se utilizaron para la preparacion de la soluciébn ampicilina:
PAM-18 Na 1:1, cuya preparacion se describe posteriormente.

Anexo 4.5.3: preparacion de los sistemas de mezcla ampicilina: PAM-18 Na
en proporcionl:1 de 1024 pg/mL:

Primero, se realizé la elaboracion de la solucién antibidtica, para lo cual se
pesaron 0,1027 g de ampicilina trihidrato en una balanza analitica marca Radwag
AS 220 y se llevaron a un bal6n aforado de 100 mL, en donde se disolvio el
estdndar de ampicilina con 100 mL de agua des-ionizada (agua tipo 2).
Posteriormente, se llevo la solucion a agitaciéon por ultrasonido durante 15 minutos
a 25°C para facilitar el proceso de solubilizacion. Después, se realizd la
esterilizacion de la solucion antibidtica usando una jeringa estéril y filtros de
membrana de tamafio de poro de 0,22 micras, con el objetivo de eliminar cualquier
agente contaminante o interferente. La solucion esterilizada se rotuld6 como
solucion madre de ampicilina de 1024 pg/mL.

Antes de proceder con la preparacion de los sistemas de mezcla ampicilina: PAM-
18 Na, y debido a los antecedentes de inestabilidad quimica que se reportan para
farmacos de tipo beta-lactamico en medios acuosos, se procediéo a evaluar la
estabilidad de la ampicilina a las condiciones de estudio, para lo cual se determiné
la integridad del espectro ultravioleta de dicho farmaco durante el dia 1,2 y 3
desde el momento en el cual fue preparada la solucibn madre de ampicilina de
1024 pg/mL. De este modo, se encontré6 que no hay cambios en el espectro a
dichos intervalos de tiempo, indicando que a las condiciones de trabajo
implementadas ésta es estable quimicamente (Ver anexo 5). También, se
determiné el pH de la solucién madre de ampicilina de 1024 pg/mL y se encontrd
que el farmaco obtuvo valores de pH que mueven dentro del intervalo de
estabilidad (observar anexo 5).

Posteriormente, se tomo un frasco Shott de 250 mL y se agregaron en el mismo
50 mL de la solucion de ampicilina preparada previamente de 1024 pg/mL, y 50
mL de la solucion polimérica de PAM-18 Na de 1024 ug/mL utilizando probetas
volumétricas. Luego, dicha mezcla se llevé al vortex por 5 minutos para garantizar
la interaccion entre los componentes, y se obtuvo la solucion ampicilina: PAM-18
Nal:1 de 1024 pg/mL.

Finalmente, se tomd la solucion madre de ampicilina: PAM-18 Na 1:1 de 1024
png/mL y a partir de ella se prepararon diluciones seriadas a concentraciones de
512 pg/mL, 384 ug/mL, 256 pg/mL, 64 pg/mL, 16 pg/mL, 4 pg/mL, 1 pg/mL, 0,7
pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pug/mL y 0,125 pg/mL en tubos falcon de 15 mL agregando
con la micropipeta siempre un volumen determinado de la solucién antibiotico-
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polimero y de agua estéril, y mezclando en vortex por 2 minutos. Los tubos Falcon
conteniendo las soluciones seriadas fueron rotulados y conservados a -20° C.

Anexo 4.6: Procedimiento detallado de la prueba de difusion en disco limite
de zona.

Esta prueba se llevo a cabo tomando cultivos frescos de cada una de las cepas de
S. aureus (ATCC 25923, 29213 y 43300), de los cuales se tomaron cierta cantidad
de unidades formadoras de colonias (UFC) y se llevaron a tubos falcon de 50 mL
gue contenian una solucién salina estéril de NaCl al 0,85%; preparando una
suspensién de inéculo de Mc Farland que fue medida en el espectrofotometro UV
a 625 nm, y cuya absorbancia debia ser de 0,086 a 0,090. Luego, de obtener una
lectura de cada suspension bacteriana en dicho intervalo, se tomd con un hisopo
de algodon estéril un inéculo de cada cepa (S. aureus ATCC 25923, 29213 y
43300), respectivamente y se sembr6é en las placas de agar Mueller- Hinton.
Posteriormente, se dejaron secar por cerca de 5 minutos y haciendo uso de pinzas
metélicas estériles se dispensaron de a dos discos de ampicilina de 10 pug en cada
placa de agar MH, asegurando que los mismos quedaran en contacto directo con
el medio de cultivo (Cavalieri, 2005). Luego, se rotul6 cada placa con el nombre
respectivo de la cepa y se llevo a la incubadora a 37°C por 18 horas. Una vez
cumplido dicho intervalo se retiraron las placas de la incubadora y se midieron las
zonas de inhibicion obtenidas usando un calibrador.
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ANEXO 5: Estudio de la estabilidad de la ampicilina trihidratada bajo las
condiciones de experimentacion:

Anexo 5.1: metodologia implementada

Se evalud la estabilidad de la solucion de ampicilina trihidratada ante las
condiciones experimentales, por medio de mediciones del pH de las soluciones y
de su respectiva lectura en el espectrofotdmetro en el dia 1, 2 y 3. Para esto, se
tomd una muestra de la solucion de ampicilina trihidratada de 1024 pug/mL (recién
preparada) y se leyo su absorbancia en el UV utilizando un espectrofotometro
Shimadzu UV-1800, tomando como blanco el agua purificada y des-ionizada
usada para la preparacion de la misma. Posteriormente, se tomé el pH
caracteristico de la solucién el mismo dia de su preparacion (dia 1) y luego se
determinoé el pH de la solucién polimérica de concentracion de 1024 pug/mL (dia 1).
Finalmente, se tomaron ambas soluciones y se almacenaron en la nevera a 3°C.

En el dia 2, se retiraron las soluciones de antibiético y de polimero de la nevera, y
se dejo que ambas alcanzaran la temperatura ambiente. Después, se midi6 el pH
de ambas soluciones, y se preparo la solucién antibiético mas polimero a la cual
también se le realizd dicha medicion. Finalmente, en el dia 2 se realizo la lectura
de la solucién de ampicilina trihidratada en el espectrofotdmetro haciendo un
barrido de 400 nm a 200 nm, para garantizar la no degradacion del farmaco bajo
las condiciones de almacenamiento.

Por ultimo, se realiz6 una lectura final de la solucién antibiotica en el dia 3
haciendo uso del espectrofotometro Shimadzu UV-1800 y se ley6 el pH de la
solucion de ampicilina trihidratada para evaluar su estabilidad.

Anexo 5.2: resultados obtenidos

De acuerdo, a lo reportado en la bibliografia la solubilidad de la ampicilina en agua
es de 1,0 g disuelto en cerca de 90 mL, y su pH de maxima estabilidad es de 5,8
(Kenneth. C, Gordon. A, Valentino. S, 1986). Sin embargo, un intervalo de pH
Optimo de estabilidad de este antibidtico betalactdmico en medio acuoso varia
aproximadamente de 4,0 — 6,8. Al realizar las mediciones usando el pH-metro se
obtuvieron valores de pH para la ampicilina en solucién de 4,85; 4,76 y 4, 72 en el
dia 1, 2 y 3 de experimentacion, respectivamente. Indicando este parametro que el
farmaco en medio acuoso a una concentracion de 1024 ug/mL, es estable, ya que
toma valores que se ajustan al intervalo en el cual la estabilidad es 6ptima.

Por otra parte, la solucion polimérica de 1024 ug/mL, presenté un pH en el dia 1
de 9,30y en el dia 2 de 9,29 los cuales son caracteristicos para este compuesto al
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Figura 200

encontrarse el sistema polimérico en su forma salina sédica. También, se obtuvo
en el dia 2 un pH de 7,03 para el sistema de mezcla ampicilina: PAM-18 Na en
proporcionl:1 de 1024 pg/mL.

Por dltimo, cabe decir que de las mediciones realizadas a través de
espectrofotometria UV para la ampicilina, no se observé ningun patrén de
inestabilidad quimica del farmaco que indicara algun tipo de degradacion del

compuesto bajo las condiciones de almacenamiento y de trabajo en el laboratorio,
dicho comportamiento puede evidenciarse en los espectros obtenidos.
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ANEXO 6: Resultados obtenidos para cada ensayo de la prueba de micro-
dilucién en caldo:

Anexo 6.1 Resultados ensayo antibidtico + bacteria

Tabla 6: Resultados para la prueba de micro-dilucion en caldo para las cepas
de S. aureus evaluadas en presencia de ampicilina. El valor de cero (0) indica
que la réplica o tratamiento realizado presenté inhibicién del crecimiento, y
los valores numéricos registrados indican la cantidad de réplicas (de las 24
realizadas) que tuvieron un crecimiento observable.

Concentracion 0,0625|0,125|{0,25|0,35|05|2 |8 |32 | 128|256 | 512 | Control
ampicilina (+)
trihidratada
(ug/mL) Soélo
Inoculo

Cepa ATCC | 24 24 3 0 0 0O |0 |0 |O 0 0 24
25923:Numero  de
réplicas que
presentaron
crecimiento:

Cepa ATCC 29213: | 24 24 24 24 24 12412 |0 |O 0 0 24
Numero de réplicas
que presentaron
crecimiento:

Cepa ATCC 43300: | 24 24 24 24 24 |24 12410 |0 0 0 24
NUumero de réplicas
que presentaron
crecimiento:
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Anexo 6.2: Resultados ensayo polimero anfifilico + bacteria:

Tabla 7: Resultados para la prueba de micro-dilucion en caldo para las cepas
de S. aureus evaluadas en presencia del PAM-18 Na. Los valores numéricos
registrados indican la cantidad de réplicas (de las 24 realizadas) que tuvieron
un crecimiento observable en la placa.

Concentracién
PAM 18 Na

(ug/mL)

0,0625

0,125

0,25

0,35

0,5

32

128

192

256

Control (+)

Sélo
Inoculo

Cepa ATCC
25923: Numero
de réplicas que
presentaron
crecimiento:

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

Cepa ATCC
29213: Numero
de réplicas que
presentaron
crecimiento:

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

Cepa ATCC
43300: Numero
de réplicas que
presentaron
crecimiento:

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24
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Anexo 6.3: Resultados ensayo antibiotico + polimero + bacteria:

Tabla 8: Resultados obtenidos de la prueba de micro-dilucion en caldo para
las cepas de S. aureus evaluadas en presencia de la matriz de asociacion
ampicilina: PAM-18 Na en proporcion 1:1. Donde, El valor de cero (0) indica
gue la réplica o tratamiento realizado presenté inhibicion del crecimiento a
dicha concentracion, y los valores numéricos registrados indican la cantidad
de réplicas (de las 24 realizadas) que tuvieron un crecimiento observable en

la placa.

Concentracion
ampicilina: PAM
18 Na (pg/mL) en
proporcion 1:1

0,0625

0,125

0,25

0,35 |05

32

128

192

256

Control
(+)solo
Inoculo

Cepa ATCC
25923: NUmero de
réplicas que
presentaron
crecimiento:

24

24

24

Cepa ATCC
29213: Numero de
réplicas que
presentaron
crecimiento:

24

24

24

24 24

24

Cepa ATCC
43300: Numero de
réplicas que
presentaron
crecimiento:

24

24

24

24 | 24

24

24
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Anexo 7. Analisis estadisticos de los datos. Curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier.

Cepa ATCC 29213
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Figura 24: Método de Kaplan-Meier para los diferentes ensayos realizados en
la prueba de micro-dilucion en caldo sobre las cepas de S. aureus
estudiadas. Donde en el eje Y se encuentra la probabilidad que va de cero a
uno, y en el eje X las concentraciones de cada tratamiento estudiadas.
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Cepa ATCC 43300
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Figura 255: Método de Kaplan-Meier para los diferentes ensayos realizados
en la prueba de micro-dilucién en caldo sobre las cepas de S. aureus
estudiadas. Donde en el eje Y se encuentra la probabilidad que va de cero a
uno, y en el eje X las concentraciones de cada tratamiento estudiadas.

78



