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INTRODUCCION

La Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aercbio gramnegative

que pertenece a la familia Pseudomonadaceae. Tiene forma de
bastén con un promedio de 0.5-0.8 X 1.5-3 p. Se presenta
aislada, en pares o en cadenas cortas. Es névil, con flagelos
mondtricos polares. Produce pigmentos fluorescentes difusibles
incluyendo pioverdina y un pigmento soluble de fenacina,
denominado piocianina; este ultimo, producido por algo mis de
la mitad de las cepas clinicas, aparece de color verde o azul
-eon un pH neutro o alcalino y es el origen del nombre

aeruginosa.

'La’'Pseudomonas aexuginosa  crece en forma dptima a 37¢C, y
:fambiéh a 429C pero no a 4°C. La identificacidn en el

’labéfagor;o de microbioclogia clinica es relativamente simple,
‘yijéué la crece facilmente en una amplia variedad de medios de
fc¢i£i§6 vy las caracteristicas minimas necesarias para la
“-i&éntificacién son pocas. Es un bacilo gramnegativo, recto o
léVémenté cdrvo, mévil y que no esporula. Crece solo en forma
aerobia y no fermenta hidratos de carbono. Oxida azicares como
glucosa y xilosa, pero no maltosa, Es pesitiva para indol,
oxidasa, citrato de Simmons y L-arginina dehidrolasa. Produce
gas a partir dé nitratos y crece en calde con infusién cerebro

corazén a 42°C . Es negativa para L-lisina descarboxilasa y
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L-ornitina descarboxilasa; y no produce sulfuro de hidrééeno o

espuma negrusca en agar hierro de Kligler.
(1,2,3)

Sobre la base de estas Yy otras caracteristicas bioquinicas,
ia Pseudomonas aerugingsa puede ser identificada en forma
prasuntiva por medio de clerto numero de sistemas
automatizados y computadorizados para la identificacion de
bacterias gramnegativas. La P. aeruginosa tiene una
diséribucidn cosmopélita. Se aisla de suelos, agua plantas y

animales, incluyendo al hombre.

La epidemioclogia de la pPseudomonas aerudginosa refleja su
predileccion por un ambiente humedo. Esto es evidente en su
habitat natural, donde estd estrechamente relacionada con
suelos y agua. Su identificacidn en plantas estd en funcién
de lacantidad de agua. Asi mismo la colonizacidn humana ocurre
en sitios humedos como el perineo, axilas y oidos. De tal
manera es un factor critico en reservorios hospitalarios de
Pseudomonas aeruginosa, como equipos de ventilacién mecanica,
soluciones de limpieza, medicamentos, desinfectantes,
fregaderecs, estropajos, mezcladores de alimentos, vegetales,

etec..

Algunas veces esta presente como parte de la flora
wicrobiana normal del hombre, La patogenia de las infecciones
por este microorganismo debe comprenderse en el contexto de su

existencia como un patégeno oportunista.



La Pseudomonas aeruginosa es el cuarto patégeno nosocomial
mds frecuente aislado, siendo responsable del 9.9% de todas
las enfermedades adquiridas en hospitales. Es la segunda causa
principal de neumonia nosocomial, la tercera causa mis comin
de infecciones urinarias (11.7%) y la cuarta causa principal
de infeccidén de incisiones quirirgicas( 7.4%), es la cuarta
causa mas comin de bacteremia por gramnegatives y la asociada

con la mayor mortalidad.
(14 318110)

La Pseudomonas aeruginosa es invasora y toxigénica. Un
hecho que puede explicar la variedad de patologias y sindromes
con la cual se le identifica. Puede considerarse que las
infecciones por Pseudomonas tienen tres estadios diferentes:
unidn y colonizacidén bacterianas, invasién local, diseminacidén

Yy enfermedad sistémica.
(2,3,4)

Los pacientes con enfermedades metabdlicas, hematolégicas o
malignas tienen cierta predisposicién a la infeccién por
P. aeruginosa. También los pacientes tienen mayor sensibilidad
a la infecciones con este microorganismo después de un
tratamiento prolongado con agentes inmunosupresores,
corticosteroides, antimetabolitos, antibiéticos y radiaciones;
muy a menudo esta bacteria contamina las heridas quirurgicas,
ulceras de decubito, abscesos, guemaduras, en drenajes
sinusales, infecciones del oido etc.. Los agentes etiolégicos
primarios de estas infecciones son eliminas con la
antibloticoterapia; a partir de estos puntos, la bacteria

puede extenderse fidcilmente a otros, actuando como foco



primario. Esta bacteria, adquiere cada dia mayor importancia
clinica, .como resultado a su resistencia a distintos
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TERAPIA ANTIMICROBIANA

Cuando se eligé el agente antimicrobiano adecuado para la
terapia de una infeccidn dada, deben tenerse en cuanta varios
factores importantes. Primero, debe conocerse la identidad del
microorganismo infectante o por lo menos, debe ser posible
llegar a una presuncién estadistica razonable con respecto a
su jdentidad sobre la informacién clinica. Segundo, debemos
tener la mayor informacidn posible acerca de la sensibilidad a
los antimicrobianos del microorganismo infectante. Tercero,
tener suficiente informacidn de las propjedades clinicas
farmacolégicas come son la toxicidad, unidn a proteinas,
distribucién, absorcién y excresién de los posibles
antibidticos principales como primera opcidén a utilizar contra
la infeccién. Finalmente, deben considerarse una serie de

factores del huésped para llegar a su eleccidén éptima.

Los antibiéticos beta-lactémicos (Carbenicilina) producen
clertos efectos morfoldgicos caracteristicos sobre las
bacterias y éstas probablemente estén relacionadas con las
rroteinas ligadoras de penicilina particulares, ¢que estan méds
afectadas. Estos cambios dependen del antibidtico, de su
concentracién y del microorganismo. Este tipo de antibiéticos
ataca a las bacterias por su primer contacto con ellas: su
pared celular. En general, con las menores concentraciones
efectivas de un antibiotico beta-lactamico (Carbenicilina), la

divisién celular se inhibe, pero la elongacién continua.



Al aumentar la concentracién del antibiético el crecimiento
se inhibe, pero pueden formarse engrosamientos y se observa la
l1isis bacteriana, estudios muy completos han demostrado gue el
B-lictamico actua inhibiendo la formacion de uniones
transversales peptidicas en la etapa final de la sintesis de

la pared celular.

La Carbenicilina es un antimicrobiano derivado del acido 6-
amino-penicilanico. Su principal ventaja es que cura a menudo
infecciones serias causadas por especies resistentes a la
ampicilina, y otras especies de gramnegativos. Este
antibidtico solo se puede administrar por via parenteral de
alli su especial cuidado en el manejo de désis contra alguna
infeccién. Las reacciones de hipersensibilidad son con mucho
los efectos mds comunes por las penicilinas, y éstos agentes
son probablemente la causa mas comin de las alergias por
antibiéticos. La frecuencia total de estas reacciones a las

penicilinas varia deL 0.7% AL 10%.
(2,4,5)

cuande se expone un cultive de bacterias a una alta
concentracion de B-lactdmico, unos pocos microorganismos
llamados resistentes suelen sobrevivir. Pruebas recientes han
proporcionado una explicacidén ademds de la dependiente de los
factores genéticos de las bacterias, esto es, para que la
pared celular crezca, es necesario gue se haga primero una
grieta en la pared de forma que pueda introducirse nuevo

material para la construccion. Las grietas son hechas por
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enzimas denomxnadas mucopeptxdohldrolasas y en fecha reciente

se ha demostrado que los ‘B- lactamzcos inhibe estas enzimas y

también la enzxma tran eptid sa que cataliza la formacién de

i

puentes transversales ‘el tapa final de la formacidn de la

pared cg;gla
En un cultivordeimultiplicacién intensa, la mayor parte de

las célulaéfSE‘encdntrarah aen proceso de extensién de la

pared celula' i éér el . B-lactdmico. Sin embargo,
unas pocas pueden tener‘temporalmente completa la pared
celular, porque hayan terminado su - desarrollo o no hayan
comenzado su, crecim1ento. Estas células, las persistentes, se
congelaran en este estado por.inh;blczon de sus

mucopeptidohidrolasas.

(5)
S
Pl
= 'cu_@ — NH=CH=CH —%ens),
M l COoNa. ?I- N — cH— cooH
e}
carbenicilina

con respecto a los amxnogluc051dos (Amikacina) ejercen una

réplda accion bactericlda ‘x15te un damplio caudal de

informacién acerca: del mecanismo'de accion de estos agentes

sobre las bacterias, el principal sxtlo de accisén intracelular

de los amlnoglucésidos (Am1kacxna) ‘esencialmente es en los

ribosomas de la bacterla.



Estos antibidtices jhmikacina) quiebran el ciclo normal de

la funcién-ribosbmalviptetfifiéhdo, al menos en parte, en el

primer paso de la sin;ésis de-prétainas que se produce en el

ribosoma, la cual daii@“lﬁéaﬁ;é la iniciacién de la divisién

celular bacteriana.

La mayor parte de los antibioticos que inhiben la sintesis
de proteinas interfieren en las funciones de los ribosomas.
Algunos inhiben el crecimiento de una amplia variedad de
bacterias, distinguiendo el tipo de subunidad ribosomal al
que atacaran, elle explica los grados de toxicidad, porgue su

selectividad de accién no es absoluta.

Todos los amineglucésidos (Amikacina) tienen el potencial
para producir una de toxicidad alta. Dentro de los posible
danos téxices de un administracién alta de éste antibidtico se
pueden numerar la ototoxicidad, nefrotoxicidad entre otros,

los cuales son irremediablemente irreversibles.
(3,4,5)

La Amikacina es un derivado semisintetico de la Kanamicina,
su toxicidad es directamente contra los rifiones y el aparato
vestibular y puede causar reacciones de hipersensibilidad.
Aumenta la actividad de los blogueadores neuromusculares ho
despolarizantes. Varias especies de microorganismos,
incluyendo los comensales y patdgenos del intestino,

desarrellan rapidamente resistencia bacteriana.
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TERAPIA COMBINADA

La mayoria de las infecciones del ser humano pueden ser
tratadas con un solo agente antimicrobiano, pero existen
indicaciones claras para el uso de combinaciones de
antibiétices. Dado que las combinaciones proporcionan un mayor
espectro de accién que los agentes individuales, a menudo se
prefiere usar como tratamiento en las infecciones debido a la
sensacidén de seguridad que proporcionan, ain en las

situaciocnes en las cuales ne estan indicadas.

Un método cuantitativo para la evaluacién de la actividad
antimicrobiana de los antibiéticos en combinacién es probar
miltiples mezclas de estos, expresando 1os resultados en una
gradfica llamada isobolograma. Esto se efectia mediante
diluciones seriadas de la sustancia eﬁ distintas
concentraciones de antibiético y entonces combinando muestras
de cada unc de los dos antibidticos a utilizar dispuestos de
manera de tablero de ajedréz; teniéndose asi los resultados de
manera rapida y objetiva para analizar el efecto de los
antibiséticos en estudio.

Las ventajas clinicas de la guimioterapia con combinaciones
de antibidticos se conocen como en el tratamiento de la
tuberculosis y en la terapéutica de la endocarditis
enterocéccica. La combinaciones se usan a menudo en el
tratamiento de otras infecciones intentando explotar al maximo

el efecto de los antibidticos.
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Cuando se combinan dos agentes antimicrobianos, pueden
. presepfar:fres tipos de actividades contra un microorganisme
dado in‘vitro: 1) efecto aditiveo a veces denominado efecto

indiferente 2)efecto sinérgico y 3)efecto antagénico.

Se dice que dos agentes antimicrobiancs son aditivos cuando
la actividad en la combinacién es igual a la suma, o a una
suma parcial, de sus actividades independientes cuando se les
estudia por separado. El efecto combinado de un par de
antibidticos que presenta sinergismo es mayor a la suma de sus
actividades independientes cuando se les estudia por separado.
5i dos agentes antimicrobianos presentan antagonismo,
entonces, la actividad de la combinacién sera menor a la suma
de sus efecto independientes cuando se les estudia por
separado. Estos conceptos se denotan claramente por las curvas
de isobologramas que arroja la elaboracién de un tablero de

ajedréz antes comentado, y como se ejemplifica a continuacién.

Antagonismo

Sinergismo

[+- I o s o R e s

Antibiético A
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Para justificar el uso clinico de las combinaciones de

antimicrobianos se proponen algunas razones.

La prevencién de las apariciones de microorganismos
resistentes pareceria una indicacidén importante para el uso de
la combinacién de antimicrobianos, esto se ha demostrado en
la practica en algunos padecimientos como la tuberculosis, y

la endocarditis estreptococcica, por citar algunos casos.

En las infecciones polibacterianas existe una gran variedad
tal de microorganismos que requieren mds de un agente
antimicrobiano para su tratamiento entre ellas se encuentran
las infecciones intraperitoneales y pélvicas debidas a la
flora bacteriana mixta intestinal y ciertos abscesos del

cerebro.

Como terapia inicial en los pacientes con una supuesta
infeccioén cuya naturaleza no es clara, es razonable iniciar el
tratamiento con una cobertura de amplio espectro, cabe sefalar
que en ocasiones resultaria prematuro proponer una aplicacién

de manera general esta justificacién.

El uso de antibidticos que posean accidn sinérgica para el
tratamiento de infecciones debidas a microorganismos
resistentes o relativamente resistentes contituiria una de las
razones mas atrayentes a la aplicacion de la terapia combinada

de antimicrobianos.
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Muchos de los agentes empleados en la terapla de las
infecciones son potencialmente téxicos, en consecuencia uno de
las razones principales del empleo de las combinaciones es
reducir la dosis de cada agente necesaria para el tratamiento
Y de este modo reducir la accion téxica dependlente de la

desis.

También existen aunque son pocas las desventajas de la
utilLdud de 1a terapia combinada de antimicrobianos es
lméortahte mencionarlas; las cuales existirjan en el caso de
la pre;encia de efectos antagénicos de los medicamentos,
teniendo posibles efectos toxicos por una inapropiada eleccién

" de los antimicrobianos a utilizar. También una inadecuada
combinacion de ddsis de los antibiéticos tendria posibles
efectos adversos, y esto seria por un mal estudio de la

sensibilidad del microorganismo infectante.



SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Dado que los diferentes microorganismos varian en su
sensibilidad frente a agentes antimicrobianos, es imperative
disponer de algun método para determinar la sensibilidad del
microorganismo infectante real. Algunos de ellos son los

siguientes:

El método de difusidon con discos es el mds usado, es simple
y relativamente poco costoso, pero proporciona solo datos
semicuantitativeos o cualitativos se la sensibilidad de un
microorganismo dado frente a un agente determinado. No es
aplicable a microorganismos de lento crecimiento o muy
exigentes, pero de todos modos es un método del que se

obtienen datos clinicamente utiles,

Los datos cuantitativos de sensibilidad se obtienen
mediante métodos que incorporan diluciones seriadas de
antimicrobianos a medios de cultive con agar o ligquidos. lLa
menor concentracion del agente antimicrobiano que previene el
crecimiento visible luego de 18 a 24 horas de incubacién se
denomina Concentracién Inhibitoria Minima (CMI). La
Concentracién Bactericida Minima {CBM) o Concentracion Letal
Minima (CLM) puede ser determinada mediante pruebas por
dilucién en caldo, subcultivando en medios con agar sin
antibidtico los cultivos gue no muestran crecimiento. La menor

concentracidén de antibiotico que suprime totalmente el
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crecimiento en un medio libre de antibiético después de 18 a

24 horas se denomina CIM.

Las técnicas mencionadas anteriormente estdn basadas en un
periédo de incubacién de 18 a 24 horas. El1 fin primordial de
las pruebas por dilucidn es la obtencién de resultados
cuantitativos de la sensibilidad, ya que scn importantes o
necesarios para el tratamiento adecuado de la enfermedad.
Aunque los datos cualitativos derivados de las pruebas de
difusién con disces son normalmente correctos para orientar la
terapéutica de la mayoria de las infecciones, los datos
cuantitativos suelen ser impresindibles cuande debe
controlarse la dosificacidn de las sustancias antimicrobianas
o bajo condiciones en las gue no sean aplicables los
resultados de la difusién con discos, o bien sean equivocos o
inseguros, Algunas condiciones son por ejemplo, las pruchas
con organismos de lento crecimiento, confirmacion de la
sensibilidad, y pruebas sobre cepas situadas en la categoria
intermedia con un agente antimicrobiane potencialmente téxice
si se considera el tratamiento con dicha sustancia. Las
infecciones debidas a microorganismos que se clasifican como
resistentes a B-lactdmicos relativamente inocuas, en algunas
ocasiones pueden ser tratados con amplia seguridad con désis

masivas de uno de estos agentes.

Finalmente, las técnicas por dilucién son practicas y

econdmicas en los procedimientos corrientes de grandes
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laboratorios clinicos utilizando técnicas en dilucién en caldo
¥ los métodos de dilucidn en agar con sistemas de indcule

repetido.



FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

En les ultimos afios en el Hospital de Pediatria del C.M.N.
S. XXI la morbilidad y nortalidad ocasionadas por infecciones
de Pseudomonas_aeruginosa, en pacientes hospitalizados e
inmunocomprometidos, ha ido en aumento.

La mayoria de las infecciones causadas por

$ aer oS pueden ser tratadas con un

solo agente antimicrobiano, pero existen indicacicnes sobre
la utilizacién del use de combinaciones de antibisticos.
Dado que las combinaciones de antimicrobianos
proporcionan un mayor espectro de accién que los
antibidticos individualmente, por seguridad se prefilere la

utilizacién de terapias combinadas.

Cuando se combinan dos agentes antimicrobianos,
pueden presentar tres tipos de efectos contra el
microorganismo:

1) efecto aditivo o indiferente,

2) efecto sinérgico

Jd)efecto antagénico; y de acuerdo al efecto que tenga
la asociacisn de antibidticos se procede a su

terapia antimicrobiana.
(2,4,10,14,15,21)

En el caso de la wutilizacién de beta-lactdmicos y
el agregado de un aminoglucdsido para la terapia
antimicrobiana, puede provecar un efecto sinérgico

llevando a una proporcién de curacicnes clinicas
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importantes, esta asociacién provoca una alteracién en la
bacteria tal que su muerte es con una désis menor de
antibiético y menores efectos téxicos de la terapia para el

paciente.

En otros paises se han estudiado efectos sinérgices

“in vivo" e "in vitro" entre diferentes beta-
lactamicos y aminoglucésides frente a esta bacteria,
asi coms -su resistencia antimicrobiana frenta a estos

antimicroblanos individualmente.
(6,7,8,9,10,11,13,14,15,19,21,24,25,26)

Basado en observaciones clinicas en el Hospital
de Pediatria se  emplean combinaciones de
carbenicilina y Amikacina para el tratamiento
empirico y terapéutico de infecclones graves ocacicnadas
por Pseudomonag aeruqinosa sin embargo, en nuestro pais
no se haa reportado suficientes estudios de sinergismo
bacteriano, siendo de interés conocer su comportamiento "in

vitro®.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la toxicidad que presentan altas désis de antibidtico
contra infecciones por Pseudomonas aeruginoga asi como su
resisﬁencia antimicrobiana en los infantes del Hospital de
rediatria, se pretende demostrar que la combinacidén "in vitro"
de distintas concentraciocnes de Amikacina y Carbenicilina
tienen un efecto sinérgico, sobre cepas de Pseudomonas

geruginosa aisladas de pacientes de este Hospital.

Justificande asi, el uso de terapias antimicrobianas
combinadas de éstos antibioticos por distintas razones, como
la prevencién_Pseudomonas aeruginosa resisistentes,
infecciones polimicroblanas, disminuicién de la toxicidad de
los antibioticos y la eleccidén de la terapia idénea con el uso

de agentes antimicrobianos que posean un efecto sinérgico.



OBJETIVO GENERAL

Conocer si existe efecto sinérgico "in vitro" entre
Amikacina y carbenicilina frente a cepas de
opnas aeru s aisladas de pacientes del Hospital

de Pediatria del C.M.N. S. XXI.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Encontrar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de

carbenicilina y Amikacina por el método de dilucién en placa.

2.- Determinar por medio de isobologramas que tipe de efecto
(indiferente, sinérgico o antagénico) se observa "in vitro"
sobre cepas de Pseudomonas aeruqginosa al emplear diferentes
mezclas de concentraciones de Amikacina y Carbenicilina, por

el método de tablero de ajedréz.

3.- Encontrar el efecto miximo de la mezcla de antibiodticos
por medio del calculo de la Concentracién Inhibitoria

Factorial (FIC).



HIPOTEBIB

Si la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) "in vitro" por el
método de dilucidén en agar de Carbenicilina y Amikacina es mayor
que la CMI combinada de estos antibidticos frente a cepas de
Pseudemonas aeruginosa aisladas depacientes del Hospital de
Pediatria, entonces existe un efecto sinérgico entre éstos

antimicrobianocs.



MATERIAL

INSTRUMENTOS

Replicador de Steers

E.N.C.B. I.P.N

Balanza analitica SARTORIUS
Balanza granataria SARTORIUS
Incubadora 35-37 °C ' ENSAMBLES MEXICANOS S.A.
Refrigerador 4%C KELVINAITOR

congelador =4sC
Mechero bunsen
Autoclave de vapor
Dosificador de liquidos

Asas de aceroc

VIDRI

Matraz erlenmeyer de 21t 500ml 125ml
Pipeta graduada 20ml 5ml 2ml 1ml

caja de Petri de vidrio 10X100

Tubo de vidrio con tapén de rosca 18X150
Tube de vidrio de 5ml

Probeta de vidrio 100ml 50ml

AMERICA S.A.

FELMEX

ECONOMIC

PYREX
KIMAX
PYREX
PYREX
VACUTAINER
KIMAX
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CTIVO! U C

Base de Agar de Gelosa Sangre con bajo pH BIOXON

Base de Agar Maconkey DIBICO
Base de Agar Mueller Hinton BIOXON
Caldo Mueller Hinton BIOXON

Sistema API para identificacidn de

bacilos no fermentadores MERCK
Agua bidestilada ELECTROPURA
Sulfato de Amikacina Pot. 676 mcg/mg

Lote AKA-S/91108 LAB. PISA
Carbenicilina Disédica Pot., 797 meg/mg

Lote 3875 LAB. SANFER

Tipibac N para prueba de Oxidasa ONIOX

REACTIVOS BIQLQGICOS

30 cepas aisladas de pacientes del Hospital de Pediatria
C.M.N., S.XXI. I.M.S.S.

Cepa de Pseudomonasg aru o 27853 ATCC



METODO

RECOPILACION Y PURIFICACION DE LAS CEPAS
~ Recopilar las cepas del congelador registradas
como Pseudomonas _aeruginesa del cepario del
laboratorio de  Microbiologia del primer semestre de 1993
del Hospital de Pediatria del C.M.N. §. XXI.
= Mantener las cepas por un espacio de media
hora a temperatura ambiente.
~ Con técnica estéril utilizando mechero bunsen, sembrar
por medio de estria c¢ruzada las cepas reunidas en
placas de Gelosa Sangre y Agar de Maconkey.
~ Incubar las placas 24 hr. a una temperatura de 35-
37sC.
~ Realizar frotis y tincidén de Gram a 1las cepas
aisgladas.
~ Conservar las cepas tefiidas como Gram negative

Y crecimiento en agar de Maconkey para su identificacioén.,

IDENTIFICACION DE LAS CEPAS
- Sembrar por estria cruzada las cepas a identificar en
agar de Maconkaey.
= Incubar 24 hr., a temperatura de 35-37°C.
- Identificar por sus caracteristicas bioquimicas las
cepas aisladas, utilizando el sistema comercial API
para bacilos gram negativos nc fermentadores, segun
su respectiva técnica.
~ Con respecto  a los resultados obtenidos en

la identificacién del cardcter Dbioquimico de la cepas
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Y por comparacion en la tabla que contiene el

sistema AéI, elegir unicamente las cepas
identificadas como _Pseudomonas aerugingsa, para su

posterior estudio.
-~ Una vez 1identificadas las cepas llevar un registro
propio, asi como mantenerlas aisladas y metabdlicamente

viables en placas de agar de Maconkey.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITCRIA DE AMIKACINA
- Tocar con el asa estéril de 4 a 5 colonias
del microorganismo puro e inocular en un tubo con tapén de
rosca de 18X150 conteniendo 10 ml de caldo Mueller Hinton
estéril.
- Agitar e incubar a 35-37sC aproximadamente 2 hr. hasta
tener una concentracién de 0.5 de MacFarland por
comparaci¢n visual,
- Ajustar en caso de ser necesario diluyendo con caldo
Mueller Hinton estéril, hasta la concentracién deseada.
- Realizar lo anterior con todas las cepas identificadas,
- Vaciar en el contenedor del replicador de Steers
estéril 0.8 ml del inéculo preparado, teniéndo un pozo
para cada cepa.
- Con el inoculador estéril del replicador de
Steers, sumergirlo por espacio de 5 segundos en los pozos.
~ Indculay las placas estériles de Agar Mueller
Hinton previamente preparadas conteniendo 0, 0.5, 1, 2,

4, 8, 16, 32, 64, 128 y 256 mcg/ml  de Amikacina
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respectivamente, (tocande la superficie de la placa con el
inoculador).
~ Incubar las placas de 16-24 hr a 35-37¢C.
- Leer el crecimiento de cada cepa como un boton y anotar
su resultades.
- Establecer la Concentracién Minima Inhibitoria de
Amikacina para cada cepa, la cudl serd la primera
Concentracién a la gue no se halla observado crecimiento de
el microorganismo.

- Anotar la CMI de Amikacina de cada cepa.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE CARBENICILINA
- Tocar con el asa estéril de 4 a 5 colonias
del microorganismo purc e inocular en un tubo con tapén de
rosca de 18X150 conteniendo 10 nl de caldo Mueller Hinton
estéril.
~ Agitar e incubar a 35-37°C aproximadamente 2 hr. hasta
tener una concentracién de 0.5 de MacFarland por
comparacién visual.
- Ajustar en caso de ser necesario diluyendo con caldo
Mueller Hinton estéril, hasta la concentracidn deseada.
~ Realizar lo anterior con todas las cepas identificadas.
= Vaciar en el contenedor del replicador de Steers estéril
0.8 ml del inéculo preparado, teniéndo un pozo para cada cepa.
- Con el ineculador estéril del replicador de
Steers, sumergirleo por espacio de 5 seg. en los pozos.
- Inocular las placas estériles de Agar Mueller Hinton

previamente preparadas conteniende 0, 0.5, 1, 2,



4,8, 16, 32, 64, 128, Y, 2'56 ' mc'é/mr de Cai‘Be 1&:'uina :

'respectivamente,:

'inoculador)

‘Minima Inhibitoria

centracion
: blebada cepa, la cual sera la
se halla observado

crgéiﬁiént' de lzﬁiéroorganismo.

EFECTO SINERGICO.

- Tocar ‘con' ‘el‘ f asa estaril de 4 a s colonias del
microorqanismo puro e 1nocular en un tubo con tapdén de rosca
de' 1ex150 conteniendo 10 mL. de caldo Mueller Hinton.

'incubar a 35=37¢C aproximadamente 2 hrs. hasta

- Agitar fie
tener un?léoncgntracién de 0.5 de MacFarland por comparacién
visualg;,' :

- Ajﬁé#ér‘éﬁ(ﬂééso de ser necesario diluyendo con caldo
Muélier Hinton estéril, hasta la concentracién deseada.

- Reqlizér esto con todas las cepas identificadas.

- Vaciar en el contenedor del replicador de Steers estéril
0.8 mL. del inoculo, teniendo un pozo para cada cepa.

-~ sumergir el inoculador estéril del replicador de

Steers, por espacio de 5 segundecs en los pozos.

- con el inoculador de Steers tocar la superficle de las

placas de agar Mueller Hinton que contengan las
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§051b1es 7 combinaciones entre las diferentes
concentraciones de Amikacina y Carbenicilina ( 0.5, 1,

2, 4, 8, 16, 32,.64 Yy 128 mcg/mL. de Amikacina y 0.5,

1, 2, 4, 8, 16, 32; 64, 128 vy 256 mcyg/nmL. de

Carbenicilina).

- Incubar las placas de 16-24 hrs. a 35~37¢C.

- Anotar la CMI de las combinaciones de los antibloticos
para cada cepa.

- Vaclar los resultados de las CMI de cada antibiético, asi
como la CMI de las mezclas de los antibiotices en un cuadro
con columnas verticales gque contendran todas las diferentes
concentraciones de Carbenicilina partiendo de 0; asi como
las columnas horizontales contendran todas las diferentes
concentraciones de Amikacina de igual manera partiendo de 0

(tablero de ajedréz.)



RESULTADOB

No DE CEPA MIC MIC MIC % FIC
AMIKACINA| CARBENICILINA AKA=CAR
Hg/ml pg/ml ug/ml

55
139
169
174
247
298
305
331
360
479
508

- 510
583
'.595
o621
..626
689
735
7395
795
8157
.82y’
;9104
1055
1067.. -
-8’
1218°°
1219
1332°
1345
ATCC

w

ARAANANNBEBONAND

o
.

Fico = CMix . Pl = CMix
Ml il ch
FIc = FIC® + Fic°
Ara Cb
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% RESISTENCIA DE P. auruginosa AISLADAS

396 %
—— 30 CEPAS DE P. aeruginosa AISLADAS
DE H. DE PEDIATRIA DE C.M.N.
SIGLO XXi.
198 %
C142%
9.9%
86% |
3.33 %
0% 0.68 %

1 2 4 8 16 32 64 128
- AMIKACINA mcg/mL.



% RESISTENCIA DE R, aeruginosa AISLADAS

30 CEPAS DE £, aetuginea AISLADAS
o7 9% 27 % DE H. PEDIATRIA C.M.N.
SIGLD XXI
22.2%
17%
6.8%
k! : 16 S 82 64 128

CARBENICILINA megfmL.



16

>z~ 0b»x 2>

8

megimb. &4
2

32

16

8

»z-0>x - >

meg/mbLé
2

ISOBOLOGRAMAS

128

CEPA No. 360
4816 32 64
CARBENICILINA mcg/mL.
CEPA No. 1055
4 3 16 32

CARBENICILINA meg/mL.

64

CEPA No. 821
A
M
i
K
A
c 16
i
N 8
A
mcglmL“
2
4816 32 64 128
CARBENICILINA mcg/mL.
(o . 247
A 16, EPA No.
M
!
K
A
C s
!
N
A 4
meg/mL 2

4816 32 64 128
CARBENICILINA megimL.



ISOBOLOGRAMAS

CEPA Ne. 1345 CEPA No. 169

—
o

32

16

8 4

b=~ asx—~ab
Dz~ O bx ~ab

mt:sﬂml-"Z & mchmLf \\
1

248 16 3z 64 0512 & 8 16
CARBENICILINA mcg/mL. CARBENICILINA megimL.
CEPA No. 508 CEPA No. 510
A 16 A 16
M M
I !
K K
A A
c 8 c 8
! s
N 4 4
A A
megimL 2 meg/mt.2.
ols 1
12 4 8 16 124 8 16 32

CARBENICILINA megiml. CARBENICILINA meg/mL.



1SOBOLOGRAMAS

CEPA No. 626 CEPA No.10B1
128 : 8, .
A A
M M
! !
K K
A A
c el c
I [
N N
A 32 A 2
16,
meg/mL megjmi. !
8
4816 32 64 128 4 8 16
CARBENICILINA meg/mL. ‘ CARBENICILINA meg/mL.
CEPA MNo. 55 CEPA No. 331
A 324 A 32
M M
! i
K K
A e
c 16 : 16
! N
N 3 8
A
meg lng megimL. ‘2'
48 16 2 64 48

16 32
CARBENICILINA megimL. CARBENICILINA mcg/mL.



ISOBOLOGRAMAS

CEPA No. 174

A B
M
1
K
A

c &
!
N

A 2

meg/mi-1

0.5

0.51 2 4 8 16
CARBENICILINA meg/mL.
CEPA No. 910

A B8
M
!
K
A

c °
i

N 2
A

meg/mL. |

0.5 —
124 8 16 32

CARBENICILINA meg/mL.

-]

=

PZ2=~0bx ~ 2>
»N

mcglmb.}s

o~

Z-0bx 2>
N

A 1

megfmL.
g 0.5

CEPA No. 298

12 4

8 16
CARBENICILINA mcg/mL.

CEPA No. 795

0.51 2

4 8
CARBENICILINA meg/mL.



ISOBOLOGRAMAS

CEPA No. 621 CEPA No. 735
- e
P A
M M
! i
K K
A A
c c 128}
i I
N N
64

A A%

meg/m 32 megfm 32

- —_
816 32 64 128 256 481632 64 128 - 256
CARBENICILINA mcgimL. CARBENICILINA mcg/mL.
CEPA No. 139 CEPA No.479
A 128 A 128
M M
i 1
K K
A A
c 64 ;: 64
! N
N 32 2
A ) A3
meg/milé mcglmL.lﬁL
4816 32 64 128 4816 32 6 128

CARBENICILINA mcg/mL. CARBENICILINA meg/mL.



ISOBOLOGRAMAS

CEPA No. 305
A 16 )
M
I
K
A
C 8
!
N
A 4
megimt. 2
l'o 8 16 32 64
CARBENICILINA mcg/mL.
CEPA No. 739
A 16
M
1
K
A
c 8
i
N
A
megjmi2
4 8 16 3‘2

CARBENICILINA mcgiml.

-]

22z~ 0>®x =~ z»
-4

megime 2

-
o

Z-~0xx~=»
@

4
A

meg/mL.2

-
5

CEPA No. 689

4816 32

64 - 128
CARBENICILINA mcg/mL.

CEPA No. 1067

815 32 o4 . 128
CARBENICILINA mcg/mL.



ISOBOLOGRAMAS

CEPA No. 505 CEPA No. 1219

A 16 A 16 . - .
M M
! I
K K
A A
c 8 c 8
] !
N N
A b A 4

megpmL. % megimi. 2

0.5 - 0.k
12 4 8 16 2 1248 16 22 64
CARBENICILINA mcg/mL. : CARBENICILINA meg/mL.
CEPA No.1332 CEPA No. 815
A L6 A 16
M M
1 F)
X K
A A
c 8 f 8
i
N N 4
4 A
megimL mcglmL%
0.5 0.
0.51 2 4 a 16 24

8 16 32
CARBENICILINA megimL. CARBENICILINA meg/mL.



ISOBOLOGRANMAS i

CEPA No. 583 CEPA No. 1218
P Aty
M M
I !
K K
A A
c 2 c 1
1 I
N 1 N 0.5
A A
megimt9+3) meg/mL.
124 8 16 2 124 8 16
CARBENICILINA mcg/mL. CARBENICILINA meg/mL.
CEPA No. Ps. aeruginosa ATCC
A 4
M
)
K
A
c 2
!
N
A
mr:,qlmé.:5
124 8 16 32

CARBENICILINA mcglmL.



=n

>z~o>x~
=}
B e

0.135
0.6
0.3

CONCENT ACIOR FACTORIAL INHIBITORIA

CEPA No. 735

S s

1 J
95 v.0l
0.35 0.3
0.12 0.06

O.Q» HE

001 0.5
0

0.8 &12 0.25
GARBENICILINA

CEPA No. 247

0.5 0.5
CARBENICILINA

CEPA No. 331
A
M
1
K
A
c
!
N
A%
0.15
0.06
G 0,15 0.5
c.ansemc:um
CEPA No. ATCC
A P
M 1
0.5
! 0.5
K 0.2
A 0
€ o5
I
N oo
A
w2

012 0.5 0.5 -
CARBENICILINA



DISCUSION DE REBULTADOB

Con respecto a los resultados obtenidos en la tabla I y II
la cuales se refieren a la incidencia en la resistencia de las
cepas de Pseudomonas aeruginesa frente a Amikacina y
Carbenicilina de una manera independiente presentan una mayor
incidencia frente a la Carbenicilina en comparacién con la

Amikacina.

Es importante hacer notar que existieron cepas con una alta
incidencia en la resistencia a estos antimicrobianos lo cual
es de gran importancia clinica, ya que por la terapia
necesaria para erradicar una infeccidn en los infantes por
este microorganismo en el paciente se tendrian probables

efectos téxicos indeseables.
(1,3,4,5,7,8,9,12)

La resistencia bacteriana de las cepas estudiadas, tienen
una mayor incidencia frente a Carbenicilina, esto,
probablemente a la precencia de enzimas constitutivas
de la bacteria (B-lactamasas), las cuales se ha comprobado
inactivan la accién del antibiético sobre las bacterias en
estudio, ademas de la probakle existencia de una nutacidn
genética en la replicacidn; otro aspecto importante en
relacién a la resistencia de las cepas estudiadas en
comparacién con otros paises (E.U.) se tiene que existe por lo
menos en una concentracién mas alta en nuestro estudio, esto
gracias a circunstancias tal como al abuso indiscriminado en

nuestre pais de los antibioéticos, asi como de factores como
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higiene, tipo de alimentacién, genética, educacidn ete..
(,4,6,7,8,9,10,11,12,14,16,19)
En el tablerc de ajedrez (tabla III,IV), se muestran les
resultados de las diferentes Concentracicnes Minimas
Inhibitorias con los dos antibiéticos para cada de las cepas
asi como las diferentes MIC posibles de las distintas
combinaciones de las concentraciones de Amikacina y

Carbenicllina para cada cepa en estudio,
(6,8)

Los iscobologramas obtenidos con los datos del tablero de
las cepas aisladas dencotan el tipo de comportamiento que
tuvieron los antibidticos en el estudio. Obteniendo con esto
un efecto sinérgico del 90% de las cepas estudiadas (27

cepas) .

,cdn respecto a la obtencidn de la Concentracidn Inhibitoria
.Faéto£1a1 (?IC) se denota en los isobologramas gque es la
“cbﬁéehfracién combinada éptima de Amikacina y Carbenicilina
’ pégg'cada cepa aislada, observandose en estas concentraciones
él_éfecto sinérgico, teniéndo en cuenta que valores con un
FICC0.5 existe un efecto sinérgico, FIC>0.531 existe un efecto
indiferente vy un valor de FIC>1 existe un efecto antagdnico;
ademds con los datos obtenidos del cdlcule de la FIC se
ejemplificaron cuatre de las cepas en estudio realizande un
. grafico que elimina el error logaritmico en los isobologramas
teniéndo gran similitid con éstos, teniéndo otro tipo de

visién del efecto sinérgico existente en este estudjo.
(,3,7,8,9,10,12,12,13,17,18,19,20,21)
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Cabe sefialar que dentro de este estudio el control de
variables como las concentraciones de iones Mg++ y Ca++ fuercn
controlades dentro de lo establecido por la NCCLS*, por
interferir directamente en la sensibilidad antimicrobiana de
las cepas frente a Amikacina, ya que existe un efecto
antagénico entre estos.

(9,10,12,14,17,20)

El efecto sinérgico observado entre Amjkacina y
carbenicilina frente a las cepas de Pgeudomonas aeruginoesa
difiere con la literatura actual ya que en este estudio
existié una mayor resistencia del microorganismo a éstos
antibiéticos , en cuanto al porcentaje del efecto sinérgico en
comparacién con la literatura es muy cercana a esta, la cual

es del 93%.
(13,14,15,16,17,18,19,23,25,27,28)

Finalmente en el estudio realizado se ohserva efecto
sinérgico entre Amikacina y carbenicilina frente a
cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes de
Hospital de Pediatria, teniéndo con esto que la Concentracién
Minima Inhibitoria independiente es mayor que la Concentracién
Minima Inhibitoria combinada, con lo cual la Hipodtesis
planteada es aceptada.

*National Control Labotatory Society.



CONCLUBIONES

Con la realizacién de este estudio se apoya de manera clara
el uso de la terapia combinada con Anikacina y Carbenicillina
para infecciones por P. aeruginosa en infantes; pudiéndose
hacer extensivo para otro tipo de poblaciones con la obligada
cbservacion clinica,

Por ser una de los primeras investigaciones en esta area en
la modernidad del Hospital de Pediatria, este tipo de estudio
puede ser aplicado para otras bacterias que tengan una alta
incidencia de infeciones hospitalarias.

Siendo este un estudio de la investigacién de la existencia
de un efecto sinérgico entre Amikacina y Carbenicilina sobre
cepas de Pseudomonas aeruqingsa se puede concluir que existe

dicho efecto y que el objetivo de este estudio es aceptado.

Finalmente dentro de los beneficlos de la existencia de
efecto sinérgico de Amikacina y Carbenicilina contra
Pseudomonas_aeruginosa (medicamentos de primera eleccién en el
Hospital de Pediatria) se encuentra la disminucién de los
efectos téxicos que ocurren por administracién de altas doésis
de éstos antibiéticos,asi como disminucién del costo de las
terapia antibacteriana, del tiempo de hospitalizacidn y la

prevencidén del aumento de la resistencia bacteriana.
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