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RESUMEN

Aunque casi desde su descubrimiento los antibidticos han experimentado
problemas de resistencia, en los ultimos afos, la situacion se ha agudizado debido
a la aparicion de nuevas cepas multirresistentes a los antibidticos de uso tradicional
y de otro lado, al bajo interés de la industria farmacéutica en descubrir nuevos
farmacos. En Colombia, se han aislado cepas multirresistentes de Staphylococcus
aureus que han incrementado los indices de morbimortalidad asociado a este
agente patdgeno, lo cual ha generado una gran preocupacién debido a las
limitaciones en las opciones terapéuticas y los costos que estos conllevan.

Con el objetivo de buscar nuevas estrategias para solucionar la problemética
planteada anteriormente, el grupo de Investigacion en Fisicoquimica Farmacéutica
de la Universidad Icesi, ha trabajado en el mejoramiento de las propiedades
fisicoquimicas, microbiolégicas y biofarmacéuticas de antibiéticos B-lactamicos,
gracias a asociaciones con sistemas poliméricos hidrosolubles, capaces de auto-
organizarse en solucién acuosa, en los que es posible incorporar dichas moléculas
farmacoldgicas. Continuando con esta linea de investigacion, el proyecto evalud, a
través de pruebas de microdilucién en caldo, el efecto antimicrobiano del antibiotico
B-lactamico ampicilina asociado al material polimérico sal sédica del poli(acido
maleico-alt-isobutileno) PAM-4Na sobre cepas de Staphylococcus aureus, usando
proporciones matriz polimérica:farmaco 1:1.

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias del complejo de
asociacion ampicilina: PAM-4Na, obteniendo 0.125 pug/mL para la cepa S. aureus
ATCC® 25923, 1 ug/mL para la cepa S. aureus ATCC® 29213 y 16 pg/mL para la
cepa S. aureus ATCC® 43300. Al hacer una comparacion entre los resultados del
tratamiento ampicilina, con los obtenidos por este complejo de asociacién, no se
evidencié un cambio en las concentraciones minimas inhibitorias.

A partir de estos resultados, se demostrd que el polimero sal sodica del poli(acido
maleico-alt-isobutileno) PAM-4Na no tiene la capacidad de potenciar el efecto
antimicrobiano del farmaco ampicilina, debido a que la longitud de la cadena
alquilica del polimero, no genera pseudofases hidr6fobas que puedan retener
terceros componentes, y por lo tanto, no puede emplearse como agente bioprotector
que ayude a evadir los mecanismos de resistencia presentes en las cepas
bacterianas.

Palabras claves: concentracion minima inhibitoria, microdilucién en caldo,
Staphylococcus aureus, PAM-4Na, ampicilina, complejos de asociacion.



ABSTRACT

Even though, almost since the discovery of antibiotics, these have experienced
resistance problems, in recent years the situation has worsened due to the
emergence of new strains, multi-resistant to traditionally used antibiotics, and,
furthermore, to the low interest of the pharmaceutical industry in the search for new
drugs. In Colombia, multi-resistant strains of Staphylococcus aureus, that have
increased the morbidity and mortality rates associated with this pathogen, have been
isolated, which has become of great concern, due to the limited therapeutic options
and the costs they entalil.

In order to seek for new strategies to address the issues raised above, the research
group in Pharmaceutical Physical Chemistry from the University Icesi, has worked
on improving the physicochemical, microbiological and biopharmaceutical properties
of B-lactam antibiotics, thanks to the associations to water-soluble polymeric
systems, capable of self-organization in aqueous solution, where it is possible to
incorporate such drug molecules. Following-up this research line, the project
assessed, through broth microdilution, the antimicrobial effect of the B-lactam
antibiotic Ampicillin, associated with the polymeric material PAM-4Na, on strains of
Staphylococcus aureus, using a 1:1 matrix proportions of polymer:drug.

The minimum inhibitory concentrations of the association complex with ampicillin,
PAM-4Na, where determined, obtaining 0.125 pg/mL for the S. aureus strain ATCC®
25923, 1 pg/mL for the S. aureus strain ATCC® 29213 and 16 pg/mL for the S.
aureus strain ATCC® 43300. When making a comparison between the results of the
ampicillin treatment, with the ones obtained by this association complex, no change
was shown in the minimum inhibitory concentrations.

From these results, it was shown that the PAM-4Na polymer does not have the ability
to potentiate the antimicrobial effect of the ampicillin drug, because the length of the
alkyl chain of the polymer, does not generate hydrophobic pseudo-phases that could
retain third components, and therefore, cannot be used as a bioprotector agent that
helps to circumvent the resistance mechanisms present in bacterial strains.

Key Words: minimum inhibitory concentrations, broth microdilution, Staphylococcus
aureus, PAM-4Na, ampicillin, association complexes.
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1. INTRODUCCION

Desde el principio los antibiéticos han desempefiado un papel esencial en la
disminucién de la morbimortalidad causada por las enfermedades infecciosas, sin
embargo, el mal uso y abuso de estos farmacos han ejercido una inmensa presién
de seleccion para el surgimiento y la diseminacion de los mecanismos de resistencia
entre diversas poblaciones bacterianas (Garcia, José, & Rica, 2001).

La diseminacion de estos mecanismos de resistencia no conoce barreras
geograficas, biolégicas ni sociales. Inicialmente el problema fue resuelto con el
descubrimiento o sintesis de nuevas sustancias que eran capaces de controlar
estos fenOmenos de resistencia; no obstante, la letalidad de muchas infecciones
causadas por bacterias multirresistentes es similar a la observada antes de la
introduccién de los antibiéticos como agentes terapéuticos. Se ha encontrado que
la prevalencia de organismos patdgenos resistentes es cada vez mayor, pero el
descubrimiento y desarrollo de nuevos antibiéticos es mucho més lento (Sussmann,
Mattos, & Restrepo, 2002).

Staphylococcus aureus es un patdgeno que a principios de 1940 era susceptible a
la penicilina, un antibiético de tipo B-lactamico, no obstante, cuatro afios después
se encontraron los primeros informes de cepas penicilino resistentes (Rice, 2006).
La resistencia a estos farmacos se produce por la adquisicién de genes que, entre
otros, codifican enzimas conocidas como B-lactamasas, que inhiben la actividad
terapéutica del antibiotico. La incidencia de enfermedades infecciosas por S. aureus
y sus complicaciones, ha aumentado considerablemente en los ultimos afios,
debido a la mayor frecuencia de procedimientos invasivos y al aumento de la
resistencia de las cepas bacterianas a los antibioticos disponibles. Este cambio de
epidemiologia del patdgeno, en combinacion con la virulencia inherente del mismo,
ha impulsado una necesidad urgente de mejorar las estrategias para prevenir y
tratar las patologias causadas por S. aureus. (Arroyave, Atehortla, & Jaimes, 2014).

Siguiendo esta linea de interés, el Grupo de Investigacidbn en Fisicoquimica
Farmacéutica (GIFF) de la Universidad Icesi, ha trabajado en el mejoramiento de
las propiedades fisicoquimicas de antibidticos 3-lactamicos asociados a sistemas
poliméricos, gracias a la solubilizaciéon del farmaco en pseudofases poliméricas que
proporcionan un efecto de barrera fisica frente a los sistemas enzimaticos.

Continuando con los trabajos anteriores, el objetivo de este proyecto de
investigacion fue determinar, por medio de pruebas de microdilucion en caldo, el
efecto antimicrobiano del antibidtico B-lactamico ampicilina asociado al material
polimérico sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno) PAM-4Na sobre cepas
de S. aureus con diferentes grados de susceptibilidad a dicho antibiotico.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. Preguntade investigacion y justificacién

Las enfermedades infecciosas son las responsables de mas del 85% de las muertes
en el mundo (OMS, Estrategia mundial de la OMS para contener la resistencia a los
antimicrobianos, 2001). El control de estas enfermedades ha contribuido al
incremento significativo de la expectativa de vida, gracias al uso de vacunas y
antibioticos, sin embargo, la resistencia a estos agentes, ha afectado negativamente
el resultado de los tratamientos (Sussmann, Mattos, & Restrepo, 2002). La
resistencia bacteriana es un fendémeno creciente con enormes implicaciones
sociales y econdmicas, el desarrollo de nuevos antibiéticos se esta estancado,
siendo pocos los incentivos de la industria farmacéutica para elaborar otros
medicamentos que permitan combatir la problemética mundial de la resistencia, por
lo tanto, puede llegar a ser una amenaza para la estabilidad mundial y la seguridad
de los paises (OMS, Estrategia mundial de la OMS para contener la resistencia a
los antimicrobianos, 2001).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre los factores considerados
como causantes de la resistencia antimicrobiana, estan el uso inapropiado de
antibiéticos, la falta de sistemas de vigilancia efectivos en cada pais y la ausencia
de legislacién que permita el control en el mercado de la venta de medicamentos.
La identificacion y vigilancia de nuevos patrones de resistencia a nivel local, nacional
y global, permiten un analisis de la distribucion y comportamiento de los patdogenos
multirresistentes, ademas del disefio y la implementacion de guias sobre el uso
racional de antibidticos (Bricefio, Correa, Valencia, & Torres, 2010).

En Colombia, la magnitud del problema ha fomentado la implementacion de
sistemas de vigilancia por diversos grupos, uno de ellos, el Centro Internacional de
Entrenamiento e Investigaciones Médicas, CIDEIM, ha estudiado y reportado desde
el aio 2001 diferentes mecanismos y patrones de resistencia en bacterias Gram
negativas hospitalarias, y para ello, ha constituido una red de 14 hospitales de tercer
nivel en siete ciudades principales del pais, al que ha denominado Grupo para el
Estudio de la Resistencia Nosocomial en Colombia. Esta informacion ha servido
como base para trabajar con los comités de infecciones hospitalarias, buscando
herramientas para entender y disminuir el problema de la resistencia a los
antibioticos (Hernandez-Gomez, Blanco, Motoa, & Correa, 2014).

Por otro lado, S. aureus merece un analisis y vigilancia especial por ser el segundo
microorganismo aislado en pacientes hospitalizados y por la aparicion de cepas
resistentes con alta morbilidad y mortalidad en casos ambulatorios, incluso en
Colombia. El alto grado de resistencia a la oxacilina y a otros antimicrobianos de
forma concomitante, limita las opciones terapéuticas con un grave impacto en la
mortalidad en pacientes criticos. Actualmente, las cepas de S. aureus tienen un

12



amplio rango de resistencia a los antibidticos y se pueden encontrar cepas
resistentes y multirresistentes (Perazzi, y otros, 2010).

Entre los mecanismos de resistencia que presenta este microorganismo,
particularmente a los antibioticos B-lactamicos, se encuentra la produccion de
enzimas hidroliticas de tipo B-lactamasas, que tienen la capacidad de hidrolizar el
anillo B-lactamico del antibidtico, causando la pérdida de la actividad bioldgica y por
lo tanto, una falla en el efecto terapéutico. Esta problemética es mas relevante
cuando sucede con los antibiéticos B-lactamicos mas convencionales, como la
ampicilina y la amoxicilina, que son medicamentos de amplia utilizacién y bajo costo
(Arenas, Mora, Salamanca, & Jaramillo, 2012).

Asi pues, se han propuesto diferentes alternativas para solucionar la problematica
planteada anteriormente, entre ellas se encuentra la utilizacion de matrices
farmacéuticas que actien como vehiculos farmacolégicos e inhiban los
mecanismos de resistencia que presenta este microorganismo; por ejemplo, el uso
de diversos complejos de asociacion farmaco-polimero, nanoparticulas, liposomas,
polimeros entrecruzados y andamios, en los cuales se ha observado un aumento
en la actividad antimicrobiana del farmaco, en experimentos a nivel in vitro o en
modelos animales (Bautista-Erazo, 2015).

Continuando con esta linea de interés, la finalidad de este proyecto es obtener
informacion que permita establecer el uso y eficacia del antibiético ampicilina
cuando esta asociado a la matriz polimérica anfifilica PAM-4Na, el cual, podria
potenciar el efecto antimicrobiano del antibidtico actuando como reservorio
bioprotector, frente algunos mecanismos de resistencia presentes en cepas de S.
aureus.

2.2. Marco tedrico y estado del arte

2.2.1. Antibidticos B-lactamicos

En 1928, Alexander Fleming descubri6 la penicilina cuando observé que el
crecimiento de S. aureus en algunos de los tubos de ensayo utilizados para el
cultivo, se inhibia ante la presencia del hongo Penicillium notatum. Este hongo
producia una sustancia capaz de impedir el crecimiento no solo de diferentes tipos
de estafilococos, sino también de muchos estreptococos. Por otro lado, en 1930,
Cecil George Paine, un joven microbiodlogo, utilizé por primera vez la penicilina como
tratamiento topico en varios sujetos con infecciones cutdneas y oculares. Sin
embargo, debido a problemas de estabilidad quimica, el primer tratamiento
parenteral con penicilina, tuvo que esperar hasta 1940. En la actualidad, los (-
lactamicos son los antibioticos mas prescritos, tanto en atencion primaria como en
los hospitales (Suarez & Gudiol, 2009).
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Los antibidticos B-lactamicos son moléculas de origen natural o semisintético,
capaces de inhibir la Ultima etapa de la sintesis de la pared bacteriana, este grupo
se caracteriza por poseer en su estructura un anillo B-lactamico y constituir la familia
ma&s numerosa de antibiéticos. Son compuestos de accion bactericida lenta, es decir
gue provocan la lisis bacteriana paulatinamente, presentan escasa toxicidad y
muestran un amplio margen terapéutico. No obstante, a pesar de que este grupo de
farmacos se ha ido ampliado con nuevas moléculas con mayor actividad frente a los
bacilos Gramnegativos, la aparicion de la resistencia antibiética ha limitado el uso
empirico de estos medicamentos y su eficacia en determinadas situaciones (Seija
& Vignoli, 2008).

La presencia del anillo B-lactamico (Figura 1) define quimicamente a esta familia de
antibioticos. Dicha estructura determina el mecanismo de accion del antibidtico
(inhibicion de la sintesis de la pared celular), la baja toxicidad del mismo (actla
sobre la pared celular del microorganismo), y el principal mecanismo de resistencia
de esta familia de antibidticos (B-lactamasas). Los diferentes tipos de cadenas
lineales junto con las caracteristicas propias del nucleo quimico, que esta formado
por dos anillos, modifican las propiedades del antibi6tico y dan lugar a los diferentes
grupos B-lactdmicos, como penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamas e inhibidores de las B-lactamasas. Lo mencionado anteriormente
modifica las caracteristicas del antibiético, como el espectro, la afinidad por
determinados receptores o la resistencia a las p-lactamasas (Silver, 2011).

/—NH

0 Anillo B-lactamico + Anillo secundario = Nucleo del B-lactamico GRUPO ANTIBIOTICO

| Anillo tiazolidinico _Acido 6- PENICILINAS
amlnopenICIIanlco

Acido 7 o-

Anillo dihidrotiacinico o
cefalosporinico

CEFALOSPORINAS

14



Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS

Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS

| Anillo oxazolidinico | Clavamo/oxapenamo | ACIDO CLAVULANICO

Figura 1. Estructura quimica de los B-lactamicos

Los antibioticos B-lactdmicos son agentes bactericidas que producen su efecto
principalmente a través de dos mecanismos: inhibicion de la sintesis de la pared
celular bacteriana e induccion de la autolisis bacteriana. La pared celular es una
estructura que envuelve las bacterias y se sitla por fuera de la membrana
citoplasmatica; estd compuesta por peptidoglucano. ElI esqueleto del
peptidoglucano estd constituido por largas cadenas de glucidos, formadas por la
repeticion de moléculas de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina. A su vez,
el acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre si y forman una
malla. Los diferentes componentes del peptidoglucano se sintetizan en el
citoplasma y son transportados a través de la membrana citoplasmatica; luego se
da la formacién de enlaces interpeptidicos, a partir de pentapéptidos y con la
participacion de enzimas transpeptidasas. El anillo B-lactamico presenta una
similitud estructural con la region del pentapéptido al que se unen estas enzimas,
por lo que es capaz de unirse a ellas de forma covalente e impedir asi la formacion
de la pared celular. Es por eso que estas enzimas se llaman también PBP (“penicillin
binding protein” proteina de unién a la penicilina). Sin la pared celular, la bacteria
gueda expuesta al medio y muere debido a cambios en la presion osmatica. Los
antibidticos (-lactamicos también actian activando una autolisina bacteriana
enddgena que destruye el peptidoglucano. Las cepas que carecen de autolisina
(generalmente son cepas tolerantes a los B-lactamicos) inhiben su crecimiento en
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presencia del B-lactamico, pero no se destruyen completamente (Drawz & Bonomo,
2010).

2.2.2. Resistencia antibidtica y Staphylococcus aureus

En Colombia, el estudio del problema de la resistencia a los antibidticos por parte
de los patdégenos bacterianos hospitalarios, se inicid en la década de los afios
noventa, pero solamente hasta la década pasada se han hecho estudios de forma
continua, por ejemplo, en el afio 2001 inicid la vigilancia por parte del Grupo para el
Control de la Resistencia Antimicrobiano en Bogota (GREBO), conformado por 8
hospitales de tercer nivel, para el aiilo 2006 hacian parte de dicha red mas de 25
instituciones hospitalarias de segundo y tercer nivel, e incluso hospitales fuera de
Bogota. Actualmente esta cuenta con mas de 30 instituciones de varias regiones
del pais. Por otra parte, el grupo del Centro de Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas (CIDEIM) con sede en Cali, inicid los proyectos de
investigacion en esta area en el 2001, con un numero de participantes que supera
la decena y se encuentran en Bogota, Medellin, Cali, Bucaramanga, Barranquilla y
Pereira.

El fendbmeno de la resistencia a nivel hospitalario depende en una gran proporcion
de las tasas locales de utilizacion de antibiéticos y de las estrategias de control de
infeccion. La mayoria de las redes establecidas en el pais se han enfocado a la
identificacion de indicadores de resistencia hospitalaria, en algunas ocasiones con
esfuerzos de control de infecciones, y con menor frecuencia a la medicion del uso
de antibidticos a nivel hospitalario. Por lo anterior, en la mayoria de los casos solo
hay datos microbiologicos y algunos datos de control de infecciones (Red Nacional
de la Vigilancia de la Resistencia Bacteriana y de las Infecciones Asociadas al
Cuidado de la Salud, 2009).

Luego de la bausqueda a través del portal PubMed de la biblioteca del Congreso de
los Estados Unidos, realizada por la Red Nacional de la Vigilancia de la Resistencia
Bacteriana y de las Infecciones Asociadas al Cuidado de la Salud, solo se
encontraron 29 resultados correspondientes a estudios de vigilancia de la
resistencia o reportes de brotes en el pais. Lo anterior, obligd a la Red Nacional a
llevar a cabo una revisién sistematica de la resistencia bacteriana en el pais,
hallando que las tasas de resistencia son muy altas en todos los sitios estudiados.
Dichas tasas son muy similares o mas elevadas a las encontradas en Norteamérica
o Europa, y con frecuencia, inferiores a las que se reportan para India y otros paises
asiaticos (Red Nacional de la Vigilancia de la Resistencia Bacteriana y de las
Infecciones Asociadas al Cuidado de la Salud, 2009). De acuerdo a lo anterior,
existe una creciente preocupacion por los problemas meédicos y de salud publica
asociada directamente con el desarrollo y la propagaciéon de microorganismos
resistentes en las instituciones hospitalarias, en la comunidad y en el medio
ambiente.
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La resistencia antibidtica se refiere a la capacidad de un microorganismo de
sobrevivir a concentraciones de antibiéticos que matan a células sensibles de la
misma cepa (American Academy of Microbiology, 2008).

Esta se produce como consecuencia de la capacidad natural de adaptacion de las
poblaciones bacterianas. El resultado son cambios a nivel fisiologico, celular y
estructural debido a modificaciones en la composicion genética de las células.
Dichos cambios incluyen mutaciones, adquisicion de genes de otros organismos a
través de mecanismos de transferencia horizontal, y combinaciones de estos dos
tipos de eventos (American Academy of Microbiology, 1999).

Uno de los microorganismos con mayor impacto sobre la salud, debido a la
resistencia que ha presentado a multiples antibiéticos, incluyendo a los antibiéticos
B-lactdmicos, es S. aureus, una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva,
productora de catalasa, inmoévil, y no esporulada, que se encuentra ampliamente
distribuida por el mundo. Desde su descubrimiento, este microorganismo es
considerado un patégeno con un gran potencial de causar multiples infecciones en
el humano y en los animales, dichas infecciones ocurren regularmente en pacientes
hospitalizados y tienen severas consecuencias, a pesar de la terapia antimicrobiana
disponible. S. aureus es la especie responsable de un amplio espectro de
enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos, hasta
infecciones graves que amenazan la vida. La diseminacion de la resistencia
antimicrobiana entre cepas de S. aureus es de gran importancia en salud publica,
puesto que este microorganismo ha desarrollado resistencia rapidamente a todos
los antibioticos introducidos para uso clinico (Cervantes, Garcia, & Salazar, 2014).

Se han descrito tres mecanismos que explican la resistencia a los B-lactamicos en
S. aureus: produccion de enzimas inactivadoras (penicilinasas o [-lactamasas),
modificacién de las Proteinas de union a penicilinas (PBPs) y la resistencia
intrinseca a meticilina, debida a la presencia del gen mecA; siendo éste ultimo, el
mecanismo mas importante desde el punto de vista clinico y el mas estudiado.
Aunqgue la frecuencia relativa de cada uno de los tipos de resistencia puede variar
segun el area geografica y el tipo de paciente, se puede dar la posibilidad de que
en una misma cepa coexistan distintos mecanismos (Vaez, Tabaraei, Moradi, &
Ghaemi, 2011).

1. Produccién de enzimas B-lactamasas

La resistencia a penicilina se debe a la produccién de enzimas B-lactamasas y es
conferida por una penicilinasa plasmidica, inducible, que inactiva la penicilina G,
carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. EI mecanismo de induccién consiste en que
la penicilina y sus analogos favorecen la produccion de una proteina antirrepresora
que, al inhibir el gen represor de la f-lactamasa, aumenta la sintesis de esta enzima
Esta penicilinasa es inactivada por los inhibidores de [-lactamasas (acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam). Las cefalosporinas no son hidrolizadas.
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Tabla 1. Fenotipos de Resistencia a p-lactamicos en Staphylococcus aureus

Penicilina G, Penicilina + Cefalosporinas
Mecanismo Carboxipenicilinas y Inhibidor de Oxacilina P y
) L Carbapenemes
Ureidopenicilinas B-lactamasa
Ninguno S S S S
Produccion de R S S S
B-lactamasa
Produccion de
PBP2a (mecA) R X X R
BORSA R S/IR R S
MODSA S S R S

S-sensible. R-resistente

Este mecanismo de resistencia es mediado por blaZ, gen que codifica para la -
lactamasa (Figura 2). La proteina Blal, proteina de unién al ADN, se une a la regién
del operon, reprimiendo asi la transcripcion tanto de blaZ como de blaR1-blal. En
ausencia de penicilina, la B-lactamasa se expresa a bajo nivel. La unién de penicilina
al receptor transmembrana (sensor-transductor) BlaR1 estimula la autoactivacion
catalitica, dividiéndose a si mismo. BlaR1 activa, directa o indirectamente (mediante
la proteina BlaR2) divide a Blal produciendo fragmentos inactivos, permitiendo
entonces, el inicio de la transcripcion de blaZ y blaR1-blal. La B-lactamasa, enzima
de produccion extracelular, inactiva entonces, la penicilina (Chamber, 1997).

Operador i

p-lactamasa /
.‘ : » ‘0
LI W
» .. L 3 » Blal (inactivo)
ye % w “<R
L ] o ® )

@ y Clivaje
B-lactamasa /

Espaciointracelular

Blal (activo)

Blal (activo)

Exterior celular

o 2 Hidrdlisis e inactivacion
1 <>\ ,CHy

o-m-giet ?<cn, I S\ ,CHy /
o_? 'l‘_m_m — R-C-NN-.QI-G! 4

1 CHy
OH H 0=C=— N— CH~ COOH

Dominio PBP
R

Figura 2. Induccion de la sintesis de B-lactamasa estafilococica en presencia de
penicilina
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La presion ejercida por el amplio uso de la penicilina hizo que las cepas productoras
de B-lactamasas se hicieran mas prevalentes. El incremento de la resistencia a
penicilina en S. aureus, producto del uso clinico de este farmaco, no se debio so6lo
a la seleccion de unos pocos microorganismos mutantes que eran capaces de
producir B-lactamasas; evidencias genéticas indican que los genes que codifican su
produccion se encuentran en plasmidos, y esta informacién puede ser transferida
de un microorganismo a otro por transduccion in vivo, este mecanismo desarrollado
por S. aureus ha sido demostrado en todo el mundo (Lowy, 2003).

En la actualidad méas del 90% de las cepas de S. aureus han desarrollado
resistencia a penicilina. Sin embargo, cuando la cepa es sensible, este antibidtico
constituye un tratamiento de primera linea y de amplio uso; ademas, presenta una
buena disponibilidad con relacion a otros antimicrobianos, dado su bajo costo y su
toxicidad selectiva; debido a que actia inhibiendo a sintesis del peptidoglucano,
principal constituyente de la pared celular bacteriana, la cual no esta presente en
las células eucariotas del hospedero (Kanafani & Fowler, 2006).

1.2. Hiperproduccion de B-lactamasas (Resistencia “border-line” a oxacilina)

En ausencia de mecA, la resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus puede
deberse a la produccion excesiva de [-lactamasas, conociéndose a los
microorganismos que expresan esta forma de resistencia, como cepas con
resistencia bordeline (Borderline resistant S. aureus-BORSA) (resistencia fronteriza)
o resistencia de bajo nivel. Dicho mecanismo, es una hiperproduccion de -
lactamasa estafilococica normal, mediada por plasmidos. Estas cepas producen
altas cantidades de enzima, lo que hace que oxacilina y meticilina, que fueron
desarrolladas para resistir la accion hidrolitica de la B-lactamasa, sean degradadas,
presentando una resistencia limite a oxacilina con una Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de hasta 8 pg/mL. Las cepas hiperproductoras de B-lactamasas
poseen un plasmido comun de [-lactamasa que codifica a la B-lactamasa
estafilocdcica del tipo A. Se cree que la accién de resistencia no es sélo debida a
una hiperproduccion, sino también a una nueva (-lactamasa cuyo gen no se ha
identificado aun (Gil, 2000).

2. Modificacion de las PBPs

Corresponde a una modificacion minima (modified S. aureus, MODSA) de las
Proteinas de unién a Penicilinas (PBPs), con baja afinidad por lo antibiéticos (3-
lactamicos. Al igual que el mecanismo anterior, la respuesta es limite. Estas cepas
no producen B-lactamasas y presentan bajos niveles de resistencia a meticilina, ello
puede ser debido a la hiperexpresion de alguna de estas PBPs 0 a la consecuencia
de mutaciones genéticas que alteren la afinidad de la proteina final por el antibiotico.
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3. Resistencia a meticilina

Debido a la resistencia a penicilina de las cepas S. aureus, a finales de los afios 50,
se introdujeron cefalosporinas estables a B-lactamasas y penicilinas semisintéticas.
Entre estas estuvo la meticilina, como antibidtico de eleccion en el tratamiento de
Staphylococcus aureus.

La meticilina es un derivado semisintético de la penicilina, usado por primea vez en
1959 en Europa, sin embargo, en 1960, se detect6 la primera cepa de S. aureus
meticilina resistente (“methicilin resistan S. aureus”, MRSA). Mas tarde, en 1963, se
report6 el primer brote nosocomial causado por cepas MRSA; desde entonces se
han notificado cepas MRSA en todo el mundo. En la actualidad, MRSA es el
patdogeno Gram positivo, resistente a los antibiéticos mas comunmente identificado
en los hospitales; a pesar que el 25% de las cepas de S. aureus aisladas de
pacientes externos son resistentes a meticilina, la mayoria de las cepas son
recuperadas de individuos que muy probablemente adquieren la infeccién en el
hospital (Velasquez-Meza, 2005).

La resistencia a meticilina fue denominada “intrinseca” debido a que no se produce
destruccion del antibiético por accion de enzimas B-lactamasas y es conferida por
una proteina de union a penicilina (PBP) adicional denominada PB2’ o PBP2a, la
cual no esta presente en las cepas susceptibles a meticilina (Naimi, Ledell, Sabetti,
& Borchardt, 2003).

Las PBPs son enzimas que catalizan las reacciones de transpeptidacion del
peptidoglucano durante la sintesis de la pared celular. S. aureus produce al menos
cuatro PBPS (PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4), que son inhibidas por los -lactamicos,
incluyendo la meticilina. Las cepas MRSA ademés de sintetizar estas PBPSs,
producen una PBP adicional conocida como PBP2a. Esta proteina permite que, en
presencia de meticilina, al ser inhibidas las PBPs normales, continde la sintesis de
pared celular; debido a que bloquea la unién de cualquier antibiético B-lactamico a
sus sitio activo; pero permite que continle el proceso de transpeptidacion. La PBP2a
es una transpeptidasa clase B, de alto peso molecular que cataliza la formacion de
puentes cruzados en el peptidoglucano de la pared celular. Asistida por el dominio
transglicosilasa de la PBP2a nativa de S. aureus, toma el control de la funcion
biosintética de la pared celular en presencia de 3-lactamicos, cuando normalmente
las PBPs son inactivadas al ligarse a estos antibi6ticos (Hanssen & Ericson, 2006).

Las cepas de S. aureus, que son resistentes a meticilina por este mecanismo, lo
son también a todos los B-lactdmicos, incluyendo las penicilinas, cefalosporinas (a
excepcion de las nuevas cefalosporinas anti-MRSA, ceftobiprol y ceftarolina) y
carbapenemes. El gen mecA, responsable de la resistencia a meticilina en S.
aureus, se encuentra formando parte del llamado SCCmec y se encuentra
localizado en el cromosoma bacteriano de cepas MRSA. El complejo denominado
gen mec, una porcion de ADN cromosomico adicional, es exclusivo de las cepas
meticilino-resistentes. El complejo mec contiene el gen mecA (gen estructural para
la PBP2a); mecl (represor) y mecR1 (inactivador de mecl), que actuan como

20



elementos reguladores que controlan la transcripcién del mecA (Figura 3) (Shore,
Rossney, & Keane, 2003).

PBP2a

v |

Operador

Figura 3. Staphylococcus aureus: Mecanismo de resistencia a meticilina

En la actualidad, parece poco el interés de la industria farmacéutica por el desarrollo
o0 busqueda de nuevos antibiéticos; lo anterior sumado al incremento de la
resistencia por parte de los microorganismos hace urgente la busqueda de
estrategias que permitan controlar o mitigar este fenémeno.

2.2.3. Sistemas de polielectrdlitos

De acuerdo a lo planteando anteriormente, es innegable que se deben buscar
nuevas alternativas para tratar de solucionar la problematica de la resistencia
antibiotica. Entre las opciones se encuentra la busqueda de nuevas moléculas con
mayor potencial antibiético frente a los microorganismos resistentes o capaces de
inhibir las B-lactamasas. Por otra parte, otra estrategia consiste en el mejoramiento
de las caracteristicas fisicoquimicas de los farmacos ya existentes y la bioproteccion
por fendbmenos de asociacion con matrices macromoleculares biocompatibles (Huh
& Know, 2011).

La estrategia consiste en asociar farmacos con sistemas poliméricos hidrosolubles
con capacidad de auto-organizarse en solucién acuosa generando microdepésitos,
en los cuales, es posible incorporar moléculas farmacolégicas a partir de la
asociacion o solubilizacién en pseudofases poliméricas, que proporcionan un efecto
de barrera fisica frente a los sistemas enzimaticos (Arenas, Mora, Salamanca, &
Jaramillo, 2012). En otras palabras, la opcién novedosa que se quiere investigar, es
la asociacion antibidtico-polimero en los que se supone que el polimero o matriz
actia como un reservorio bioprotector del antibidtico, ocasionando que la
degradacion del antimicrobiano, por las enzimas B-lactamasas, se vea disminuida
(Barajas-Jordan, 2013).

Los anteriores sistemas poliméricos consisten en polielectrélitos, los cuales son

sistemas macromoleculares que presentan una fraccion significativa de cargas en
su cadena principal polimérica, comunmente denominados poli-iones. Estos se
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pueden clasificar segun la carga como aniénicos o catidnicos; o bien, segun la
composicién de monémeros como homopolimeros o copolimeros. Para el caso de
copolimeros, se pueden subclasificar segun la distribucion secuencial de los
comonomeros, como aleatorios, alternantes y en bloque (Salamanca, 2007).

En el &ambito de la industria farmacéutica los polimeros que se emplean
principalmente como sistemas de transporte de farmacos o como sistemas
contenedores o reservorios de farmacos, son aquellos que presentan en su
estructura macromolecular, grupos tales como, éster, lactonico, carboxilato y
anhidrido, los cuales son grupos funcionales biocompatibles. De esta manera, los
copolimeros que contienen grupos anhidridos, como el itacénico o maleico, pueden
ser utilizados en el disefio y desarrollo de nuevas formas farmacéuticas. La gran
utilizacion del anhidrido maleico como precursor de sistemas macromoleculares,
reside en su tendencia a formar copolimeros alternantes, que pueden
posteriormente ser convertidos a polielectrolitos, debido al rompimiento hidrolitico
del grupo anhidrido, que da origen a la formacion de dos grupos carboxilato (Figura
4), confiriéendole de esta manera las caracteristicas de macro-ion soluble en agua.

() O *Na
o} o}
NaOH/H,0O o
HC—CH—
l o]
L In L O *Na_|
Copolimero de anhidrido maleico Sal sddica Poli(acido maleico-alt-isobutileno)

Figura 4. Formacion de un ionémero, a partir de la hidrolisis basica de
copolimeros que contienen anhidrido maléico en su estructura

En el Grupo de Investigacibn en Fisicoquimica Farmacéutica (GIFF) de la
Universidad Icesi se han desarrollado una serie de estudios tanto fisicoquimicos
como microbiolégicos sobre los complejos de asociacion ampicilina-polimero,
particularmente, uno de ellos es el complejo ampicilina-PAM-18Na - sal sddica del
poli(acido maleico-alt-octadeceno) . Este polimero tiene diversas propiedades, tales
como: anfifilico, polielectrolitico, soluble en agua, biocompatible y biodegradable.
Por ende, es adecuado como excipiente farmacéutico para el transporte de
farmacos. Al tener un caracter dual de polaridad, este polimero exhibe un
comportamiento en solucién peculiar: se ovilla intramolecularmente para formar
pseudofases poliméricas en un proceso termodindmicamente favorable
(espontaneo) (Salamanca, 2007); por medio de un modelo matematico de
pseudofase y pruebas de asociacion, el GIFF ha demostrado que efectivamente la
ampicilina se retiene (mas del 90%) en las pseudofases poliméricas que genera el
PAM-18Na en solucion (Bautista-Erazo, 2015), y por lo tanto, esta asociacion
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disminuye significativamente la concentracibn minima para inhibir el crecimiento
bacteriano respecto a la concentracion del farmaco libre.

En el presente proyecto, se utilizo la sal sodica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na obtenido a partir de una hidrolisis basica en medio acuoso del
poli(anhidrido maleico-alt-isobutileno) PAM-4. Siguiendo con dicho proceso, se
caracterizo el material polimérico por medio de espectroscopia FTIR y calorimetria
de barrido diferencial (DSC).

2.2.4. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de
las sustancias tienen frecuencias de vibraciones especificas, que corresponden a
los niveles de energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de
la superficie de energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas
atomicas, y posiblemente, el acoplamiento vibracional. Esta técnica se usa
generalmente de forma cualitativa para identificar grupos funcionales y de forma
cuantitativa para determinar la concentracion de una muestra (Skoog, Holler , &
Crouch, 2008). Al emplear esta técnica se logré una caracterizacion estructural del
polimero, identificando los grupos funcionales y las interacciones que se hayan
generado en el polimero.

2.2.5. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica térmica en la que se miden las
diferencias en la cantidad de calor aportado a una sustancia y a una referencia en
funcién de la temperatura de la muestra cuando las dos estan sometidas a un
programa de temperatura controlado. Esta técnica permite estudiar las diferencias
transiciones de fase que sufre la materia cuando se realizan ciclos de
calentamiento/enfriamiento, esta informacibn se puede relacionar con las
interacciones intermoleculares y el nivel de organizacién de las moléculas (Skoog,
Holler, & Nieman, 1992). Por ejemplo, en algunos materiales altamente organizados
se observaran transiciones como punto de fusion o cristalizacion indicando la
naturaleza cristalina del polimero, mientras que en materiales con menos
organizacién molecular se observaran transiciones vitreas indicando una naturaleza
amorfa.

2.2.6. Pruebas de microdilucién en caldo

Segun el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), la prueba de
microdilucién en caldo es un método de sensibilidad a antibiéticos que se encuentra
diluido en el medio de cultivo (caldo o agar), el cual determina las concentraciones
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minimas inhibitorias para dichos farmacos. La concentracion minima inhibitoria
(CMI) se define como la menor concentracion de un antimicrobiano que inhibe
completamente el crecimiento de un microorganismo. Esta prueba se realiza
incubando una cantidad conocida de bacteria con diluciones definidas del
antibiotico. La prueba es incubada por 18 a 20 horas a 35°C y se realiza la lectura
de los resultados examinando la turbidez (indicador de crecimiento) (Clinical and
Laboratory Standards Institute , 2012).

2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano del antibiético B-lactamico ampicilina asociado a la
sal sodica del polimero poli(acido maleico-alt-isobutileno) PAM4-Na sobre
diferentes cepas de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923, ATCC® 29213 y
ATCC® 43300).

2.3.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar el material polimérico sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na mediante hidrdlisis basica usando hidréxido de sodio.

e Caracterizar por espectroscopia FTIR y calorimetria de barrido diferencial (DSC)
el material polimérico obtenido.

e Determinar la concentracién minima inhibitoria generada por la asociacion entre
ampicilina y la sal sédica del polimero poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na sobre las cepas de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923, ATCC®
29213 y ATCC® 43300) usando proporciones matriz polimérica:farmaco 1:1.

2.4. Metodologia

Este proyecto de investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad
Icesi, especificamente en los laboratorios de Microbiologia y Fisicoquimica
Farmacéutica. Esta metodologia hace parte de una linea de investigacion
instaurada en el afio 2013 por el Grupo de Investigacion en Fisicoquimica
Farmacéutica (GIFF) de la Universidad Icesi, el cual tiene como objetivo lograr la
evaluacion de la actividad antibiética de la ampicilina asociada al material polimérico
PAM4-Na en cepas de S. aureus con diferentes grados de susceptibilidad a dicho
antibiético.
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2.4.1. Materiales

Los materiales y compuestos empleados en la seccion experimental fueron:
ampicilina trihidratada la cual fue proporcionada por Laborarorios Tecnoquimicas
S.A; lote 0000008006, con su correcto certificado de analisis de control de calidad.
Para el proceso de hidrolisis se utilizO como material polimérico de partida el
poli(anhidrido maleico-alt-isobutileno) PAM-4 marca Aldrich® e hidréxido de sodio
(NaOH) marca Aldrich®. Por otro lado, se emplearon cepas certificadas de S.
aureus ATCC® 25923, S. aureus ATCC® 25213 y S. aureus ATCC® 43300. Estos
microorganismos se obtuvieron en el afio 2013 de la empresa comercializadora
Microbiologics Inc®. Las anteriores cepas se han preservado a -80°C segun el
procedimiento de criopreservacion descrito en la tesis de pregrado de Barajas-
Jordan (2013). Los medios de cultivos empleados para el crecimiento y realizar las
pruebas de microdilucion en caldo se emplearon: agar nutritivo marca Merck® y
caldo Mueller-Hilton con ajuste de cationes de la empresa Thermo Scientific en
presentacion de tubos de ensayo con 11 mL del caldo estéril.

2.4.2. Obtencion de la sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na

2.4.2.1. Hidrdlisis basica del poli(anhidrido maleico-alt-isobutileno) en medio
acuoso PAM-4

La sintesis de la sal sédica del poli(acido maleico-alt-isobutileno) PAM-4Na se llevo
a cabo mediante una hidrolisis con hidroxido de sodio (NaOH) en medio acuoso,
empleando una metodologia previamente estandarizada por el Laboratorio de
Investigacion en Fisicoquimica Farmacéutica (GIFF), para ello, se utiliz6 como
precursor el poli(anhidrido maleico-alt-isobutileno) PAM-4. Se prepararon 1000 mL
de NaOH, pesando 30 g de NaOH, en 1000 mL de agua destilada a un vaso de
precipitados de 2000 mL. Posteriormente, se pesé 50 g del poli(anhidrido maleico-
alt-isobutileno) PAM-4 y se adicionaron a la solucion acuosa de NaOH con agitacion
magnética constante a una temperatura de 40.0°C, hasta obtener una dispersién
homogénea.

2.4.2.2. Purificacion de sal sodica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na

2.4.2.2.1. Ultrafiltracion

Con el fin de concentrar el polimero y eliminar los iones resultantes de la reaccién
de hidrolisis, se llevd a cabo un proceso de ultrafiltracion. Este proceso se realizé
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utilizando una celda de ultrafiltracion marca Amicon® y membranas de celulosa con
un tamafio de retencion de poro de 5.000 Da, que posee una capacidad de 350mL,
dicha celda se llen6 completamente con la dispersién polimérica con agitacion
magnética. Cuando se alcanzé un volumen de 100 mL aproximadamente de
dispersién polimérica se almacend en la nevera hasta ultrafiltrar los mililitros
restantes de la dispersion ya mencionada (Figura 5).

|
¢
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— 0
—

Figura 5. Proceso de ultrafiltracién del material polimérico PAM-4Na en una celda
marca Amicon®

2.4.2.2.2. Liofilizacion

Una vez la dispersion polimérica se encontraba concentrada, se llevé a cabo un
proceso de liofilizacién empleando un equipo marca EYELA FDU-1110, esto con el
fin de obtener la sal sodica del poli(acido maleico-alt-isobutileno) PAM4-Na en
estado solido. Este proceso realiza una separacion de fases de la solucién
polimérica, a partir de la sublimacion del solvente acuoso (Figura 6).
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Figura 6. Proceso de liofilizacion del material polimérico PAM-4Na en un equipo
marca EYELA FDU-1110

2.4.3. Caracterizacion de la sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)

2.4.3.1. Caracterizacion del material polimérico por FTIR

Luego de obtener el material polimérico en estado solido, se procedié a caracterizar
la muestra por medio de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR), con el fin de evaluar las sefiales correspondientes al grupo anhidrido del
precursor y los grupos carboxilatos y &cidos carboxilicos del producto final. El
espectro se tomé en el equipo marca thermo Fisher scientific nicolet 6700 y los
resultados obtenidos se analizaron usando el software Origin 2015.

2.4.3.2. Caracterizacion térmica por DSC

La sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno) PAM-4Na, se estudié en un
equipo DSC Q 2000 de la marca TA instruments. El polimero se analizé con una
metodologia de calentamiento y enfriamiento de -90°C a 250°C a una rampa de
10°C/min.
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2.4.4. Pruebas de microdilucion en caldo para determinar la concentracion
minima inhibitoria de los tratamientos

2.4.4.1. Preparacion de reactivos y materiales necesarios para la prueba de

microdilucién en caldo

Antes de llevar a cabo la metodologia aqui mencionada, es necesario tener en
cuenta el manejo adecuado y seguro de las cepas bacterianas de S. aureus. Segun
el manual de bioseguridad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
utilizacion del agente biolégico en estudio debe desarrollarse con buenas practicas
de laboratorio correspondientes a un nivel de bioseguridad 2 (Tabla 2) (OMS,
Manual de bioseguridad en el laboratorio , 2005).

Tabla 2. Relacion 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 Bésico Servicios de TMA y ropa Trabajo en mesa al
Nivel 2 atencion primaria; protectora; descubierto y CSB
diagndstico, sefial de riesgo para posibles
investigacion bioldgico aerosoles
3 Contencién  Diagndstico Practicas de nivel 2  CSB ademds de otros
Nivel 3 especial, mds ropa especial, medios de contencidn
investigacion acceso controlado primaria para todas
y flujo direccional las actividades
del aire
4 Contencién  Unidades de Practicas de nivel 3 ~ CSB de clase 111 o trajes
méxima patégenos mdis cdmara de presurizados junto
Nivel 4 peligrosos entrada con cierre con CSB de clase 11,

hermético, salida con

ducha y eliminacién
especial de residuos

autoclave de doble
puerta (a través de la
pared), aire filtrado

TMA: técnicas microbiolGgicas apropiadas (Véase la parte [V del presente manual). CSB: camara de sequri-

dad bioldgica.

Como se mencioné anteriormente la prueba de microdilucion se empled para
determinar la susceptibilidad al antibiético en estudio, segun el manual estandar
estadounidense para laboratorios y clinicas.

En el anexo 3.1. (Metodologia para la preparacion de reactivos y materiales) se
encuentra detallada la metodologia para la preparacion de los insumos necesarios
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para realizar la prueba de microdilucién. En dicho anexo se disponen la preparacion
de los medios de cultivo, inéculos de las cepas bacterianas y las soluciones de los
tratamientos en estudio (antibiético y polimero).

2.4.4.2. Pruebas de microdilucién

Las pruebas de microdilucion en caldo se llevaron a cabo en placas estériles de 96
pozos con fondo redondo, las cuales estdn compuestas por columnas enumeradas
de izquierda a derecha del 1 al 12 y por filas de arriba a abajo de la A hasta la H;
las columnas 11 y 12 corresponden a un control negativo y positivo,
respectivamente. El control negativo estd compuesto el caldo Mueller-Hinton con
ajuste de cationes (CAMHB), y el control positivo consiste en la siembra del inéculo
de la cepa bacteriana en el caldo CAMHB. Se sembraron en dichas placas
diluciones dobles seriadas con el tratamiento de estudio (antibiotico, polimero,
complejo antibidtico:polimero), con sus respectivos controles positivo y negativo.
Cada pozo contiene aproximadamente un in6culo de 5 x 10° UFC/mL que
posteriormente se incubaran a 35°C de 18 a 20 horas.

La interpretacion de los resultados consisti6 en observar la presencia de un
precipitado cremoso o turbidez como prueba positiva de crecimiento, por el contrario
la ausencia de dicho precipitado en el pozo y que este se encuentre traslicido,
significa que no hubo crecimiento de la cepa bacteriana.

En la Tabla 3 se muestran todos los ensayos realizados durante la experimentacion
para las cepas de S. aureus ATCC® 25923, ATCC® 29213 y ATCC® 43300. Cabe
mencionar que los factores de temperatura y tiempo se refieren a que los
tratamientos, una vez preparados, fueron sometidos al congelador (-13.4°C) y a la
incubadora (30°C) por periodos de 12, 24 y 48 horas.
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Tabla 3. Descripcion de todos los ensayos realizados para las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC® 25923, ATCC® 29213 y ATCC® 43300

No Ensayos Temperatura Tiempo (h) Concentraciones
°C) evaluadas
(Mg/mL)
1 PAM-4Na -
2 PAM-18Na - -

3 Eudragit E-100 - -

4 Ampicilina - -
5 Ampicilina: PAM- -13.4 12
4Na
6 Ampicilina: PAM- -13.4 24
4Na
7 Ampicilina: PAM- -13.4 48 0,0625; 0,125;
4Na 0,25; 0,5; 1; 2; 4,
L 8; 16; 32
8 Ampicilina: PAM- 30 12
4Na
9 Ampicilina: PAM- 30 24
4Na
10 Ampicilina: PAM- 30 48
4Na
11 Ampicilina: PAM- -13.4 12
18Na
12 Ampicilina: -13.4 12

Eudragit E-100
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2.4.4.3. Andlisis estadistico

La recoleccion de datos se realiz0 de manera cualitativa, por medio de una
inspeccion visual. Para el analisis estadistico se reporté como 1 (uno) el crecimiento
bacteriano y 0 (cero) la ausencia del mismo; se aplicé un disefio de regresion que
se ajusta a un modelo matematico probabilistico, el cual estima la probabilidad de
crecimiento teniendo en cuenta los tres factores evaluados, temperatura (-13.4;
30°C), tiempo (12,24,48 h) y concentracion (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16;
32 pg/mL). Este modelo de regresion se asemeja al modelo de superficies de
respuesta, el cual, encuentra niveles 6ptimos de un factor sobre una respuesta, por
lo tanto, aplicando este modelo estadistico se puede inferir, cual de los anteriores
factores es el mas efectivo para que se dé el crecimiento bacteriano.

31



2.4.5. Matriz Marco-L6gico

Tabla 4. Matriz Marco-Légico

Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano del antibiotico B-lactamico ampicilina asociado a la sal
sodica del polimero poli(dcido maleico-alt-isobutileno) PAM-4Na sobre diferentes
cepas de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923, ATCC® 29213 y ATCC® 43300).

Actividades Supuestos Indicador
Objetivo Determinar las Cantidades Obtencion del
especifico 1: cantidades necesarias material
: necesarias de para llevar a polimérico en
Obf[en'e.r el matenal polimero e hidroxido cabo la estado sdlido.
p‘?"me”co o _sal de sodio para la reaccion de
SOd'C.a del poli(acido proporcion hidrolisis
maleico-alt- polimero:hidréxido basica del
isobutileno) dF.)AM' de sodio 1:1 polimero.
ﬁ::lj?élisis mebg:?gz Si,nt.etizar Ig sal EI gquipg de
usando hidréxido de sodl_ca del polimero a liofilizacién
: partir del se encuentra
sodio. poli(anhidrido en buen
maleico-alt- estado.
isobutileno) PAM-4
por reacciones con
hidréxido de sodio.
Purificar el material
polimérico por medio
de procesos de
ultrafiltracion y
liofilizacion.
Objetivo -Tomar el espectro de Disponibilida Obtencion del
especifico 2: IR y DSC del material d y buen espectro de IR
. polimérico producido. estado del y termograma
Caracterizar PO \dentificar en el equipo  de por DSC.
ﬁﬁ_ﬁ);ctrosclop!a . espectro IR las infrarrojo con
y calorimetria | o o cteristicas transformad
d_e , barrido estructurales del a de Fourier.
dlferepcllal ([l)_SC})_ el material polimérico Contar con el
gqb?teer:ilgo POIMENCO | yhtenido. equipo de
' calorimetria
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-Analizar las diferencial
propiedades térmicas de Dbarrido
del material polimérico (DSC) en
sintetizado a partir del funcionamie
termograma tomado nto y buen
por DSC estado.
Objetivo - Busqueda -Disponibilidad Concentracion
especifico 3: bibliografica de la| del caldo es minimas
. concentracion minima | nutritivo para inhibitorias
Determinar la | . o o
cOncentracion inhibitoria del | el crecimiento encontradas
minima_ inhibitoria antibiético para| de las cepas en las pruebas
establecer el rango de | bacterianas. de
generada por la - L , Ry
As0ciacion entre concentraciones a | -Crecimiento microdilucion
ampicilina la sal utilizar. de las cepas de placas.
<6 dFi)ca del yolimero -Obtener los caldos| bacterianas en
oli(acido Fr)naleico nutritvos para el| los
poll : crecimiento de las| tratamientos
alt-isobutileno) . -
cepas bacterianas. de estudio.

PAM-4Na sobre las

cepas de
Staphylococcus

aureus (ATCC®
25923, ATCC®
29213 y ATCC®
43300) usando

proporciones matriz
polimérica:farmaco
1:1.

-Sembrar las cepas
bacterianas en
contacto con el
antibidtico, el polimero,
asociacion antibiético-
polimero en diferentes
placas de
microdilucién.
-Analisis estadistico de
los resultados
obtenidos
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2.5. Resultados y discusion

2.5.1. Obtencion de la sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na

Como se mencion6 anteriormente, la preparacion del material polimérico se realizé
a partir del material precursor poli(anhidrido maleico-alt-isobutileno) PAM-4.
Inicialmente el sistema se mostr6 como una dispersion heterogénea que
posteriormente se transformé en una dispersiéon completamente homogénea como
se muestra en la Figura 7.

Dispersion heterogénea del PAM-4Na Dispersion homogénea del PAM4-Na

Figura 7. Proceso de hidrolisis en medio acuoso para la obtencién del sistema
ionomérico PAM-4Na

La obtencion de este sistema homogéneo se debe al rompimiento del grupo
anhidrido que genera grupos de acidos carboxilicos, los cuales, se convierten
posteriormente a sus formas de carboxilatos, produciendo un sistema ionomeérico.
De acuerdo a lo anterior, este sistema ionomérico es mas soluble en medio acuoso,
debido a las interacciones de tipo idn-dipolo entre el polimero y el agua. (Figura 4).
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2.5.2. Caracterizacion de la sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)

Una vez hidrolizado y purificado el material polimérico por los procesos de
ultrafiltracion y liofilizacién, se caracteriz6 el material polimérico por medio de
espectroscopia de FTIR. Para esto se obtuvieron los espectros tanto del material
precursor (Figura 8) como del producto final (Figura 9).
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Figura 8. Espectro IR del material polimérico PAM-4 (material precursor)
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Figura 9. Espectro IR del material polimérico PAM-4Na (producto final)

A partir de los anteriores espectros IR se pueden observar sefiales caracteristicas
de los grupos funcionales del material precursor y el producto final, por ejemplo, las
bandas en 2972 y 2967 cm, corresponden a los enlaces C-H de la cadena
hidrocarbonada (-CH3s), las cuales se pueden corroborar ademas, con la sefal
alrededor de 1169 y 1167 cm™ correspondientes al radical isobutil. Estas sefiales
son muy similares en ambos espectros, dado que la cadena lateral polimérica
correspondientes al grupo isobutileno, permanece inalterada en el proceso de
hidrdlisis. Igualmente, se puede observar una variacion en las sefiales de los grupos
carbonilos del anhidrido maleico de 1858 'y 1777 cm™ (Figura 8) a 1404 y 1577 cm?
(Figura 9).

Por otro lado, la apariciéon de una banda a 3449 cm (Figura 9) es un indicativo de
la presencia de un grupo hidroxilo, proveniente de la formacién de grupos &cidos
carboxilicos; lo anterior, es una prueba de que el proceso de hidrélisis no es del
100%, por lo que se pueden presentar fracciones de la forma acida e ionica del
material polimérico. Cabe mencionar que la banda a 1476 cm™ que se presenta en
el espectro del material precursor (Figura 8), es un indicativo de la hidrdlisis del
grupo carbonilo debido a la humedad del medio. Por ultimo, las bandas de 2357 y
2360 de ambos espectros, corresponden al CO2 proveniente del equipo.
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Por otro lado, se realiz0 una caracterizacion térmica usando la técnica de
calorimetria de barrido diferencial, empleando un equipo DSC Q 2000 de la marca
TA instruments. En la Figura 10 se presenta el termograma obtenido para los
polimeros PAM-4 (material precursor) y PAM-4Na (producto final).
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Figura 10. Termograma de los polimeros PAM-4 y PAM-4Na

El anterior experimento se llevd a cabo de -90°C a 250°C con una velocidad de
calentamiento de 10°C/min, realizandose 3 ciclos de calentamiento y enfriamiento.
En la etapa de calentamiento del tercer ciclo para el PAM-4 (linea continua), se
observa un transicién térmica a 131°C, que corresponde a la transicién vitrea del
polimero, la cual se encuentra muy cercana a la reportada por el fabricante (141°C)
(Sigma-Aldrich®, 2016). Esta transicion térmica permite conocer la organizacion
estructural del material, por lo tanto, dicha transicién vitrea indica la naturaleza
amorfa del mismo.

De igual manera, se puede observar una transicion térmica a 179°C para el PAM-
4Na (linea discontinua) correspondiente a la transicion vitrea del polimero, como se
menciono anteriormente, esta transicion se presenta en materiales amorfos, debido
a que poseen una menor organizacion molecular respecto a los materiales
cristalinos. En el termograma se puede observar un aumento en las transiciones
térmicas de 131°C a 179°C para los polimeros PAM-4 y PAM-4Na respectivamente,
lo anterior indica que el PAM-4Na presenta un mayor grado de amorficidad respecto
al PAM-4.
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2.5.3. Pruebas de microdilucion en caldo para determinar la concentracion
minima inhibitoria de los tratamientos

Con el objetivo de conocer la actividad antibidtica de los tratamientos evaluados, se
realizaron pruebas de microdilucion en caldo. Esta es la prueba de evaluacién de
susceptibilidad a antimicrobianos mas practica y ampliamente utilizada debido a que
se obtiene un gran numero de réplicas o repeticiones con un minimo de materiales
y reactivos (Clinical and Laboratory Standards Institute , 2012) En la Tabla 5 se
encuentran las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de ampicilina segun los
parametros establecidos por la CLSI para cepas de S. aureus ATCC®. Recuérdese
que la concentracion minima inhibitoria (CMI) es aquella menor concentracion del
tratamiento antibiotico de estudio que inhibe completamente el crecimiento de un
organismo después de un periodo definido de incubacion (Howden & Johnson,
2009). Por otro lado, en la Tabla 6 se presentan las concentraciones que determinan
la susceptibilidad (S) o resistencia (R) de las cepas de S. aureus ATCC®, a la
ampicilina.

Tabla 5. CMI de ampicilina para las cepas de estudio reportado por la CLSI

Cepade S. aureus CMI de ampicilina
ATCC® (ug/mL)
25923 0.25-1
29213 05-2
43300 > 4

Tabla 6. CMI para S. aureus ATCC® reportado por la CLSI

Agente CMI (ug/mL)
antimicrobiano S | =
Ampicilina <0.25 - 20.5

S-sensible. I-intermedio. R-resistente

En la Tabla 7 se muestran los resultados de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) para los tratamientos correspondientes a ampicilina, PAM-4Na, y
complejos de asociacion (ampicilina-PAM-4Na) evaluados en las tres cepas de S.
aureus ATCC®.
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Tabla 7. Concentraciones minimas inhibitorias (ug/mL) obtenidas del complejo de
asociacion ampicilina-PAM-4Na

A-ampicilina sola. P-polimero solo (PAM-4Na). P: A- complejo de asociacidon entre polimero y

ampicilina
Sistema libre Complejos de asociaciones
gi‘r’:ui' A o PiA12h  P:A12h  P:A24h  P:A24h  P:A48h  P:A48h
ATCC® (-13.4°C) (30°C) (-13.4°C) (30°C) (-13.4°C) (30°C)
25923 0.125 >32 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125
29213 1 > 32 1 1 1 1 1 1
43300 16 > 32 16 16 16 16 16 16

Adicionalmente, se evaluaron otros dos materiales polimeros, correspondientes a
la sal sodica del poli(acido maleico-alt-octadeceno) PAM-18Na y el Clorhidrato de
Eudragit E-100, con el fin de relacionar la estructura quimica del polimero, con el
efecto bioprotector del mismo en los complejos de asociacion con la ampicilina. El
PAM-18Na es un polimero similar al PAM-4Na, sin embargo la longitud de la cadena
alquilica de ambos son diferentes, presentando el PAM-18Na una cadena mas larga
respecto al PAM-4Na; se presume que la longitud de la cadena alquilica del
polimero, es la causa de la bioproteccion antes los diversos mecanismos de
resistencia que presentan las cepas bacterianas, como lo han reportado Barajas-
Jordan y Bautista-Erazo en sus respectivos trabajos de grado. Por otra parte, y para
demostrar que la carga eléctrica del polimero no es un factor tan determinante como
la cadena alquilica, se evalu6 el polimero Eudragit E-100, que presenta una cadena
alquilica corta al igual que el PAM-4Na, pero con una carga eléctrica opuesta a este.

Los resultados de las concentraciones minimas inhibitorias para los tratamientos
correspondientes a ampicilina, PAM-18Na, Eudragit E-100 y complejos de
asociacion (ampicilina-PAM-18Na y ampicilina-Eudragit E-100) evaluados en las
tres cepas de S. aureus ATCC® se presentan en las Tablas 8 y 9. Es necesario
mencionar que los siguientes ensayos fueron sometidos a -13.4°C por 12 horas.
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Tabla 8. Concentraciones minimas inhibitorias (lug/mL) obtenidas del complejo de
asociacion ampicilina-PAM-18Na

A-ampicilina solo. P-polimero solo (PAM-18Na). P: A- complejo de asociacion entre polimero y
ampicilina

Sistema libre Complejo de

asociacion
Cepa S. aureus A = P: A 12h
ATCC® (-13.4°C)
25923 0.125 > 32 0.0625
29213 1 > 32 0.125
43300 16 > 32 8

Tabla 9. Concentraciones minimas inhibitorias (ug/mL) obtenidas del complejo de
asociacion ampicilina- Eudragit E-100

A-ampicilina solo. P-polimero solo (Eudragit-100). P: A- complejo de asociacion entre polimero y
ampicilina

Sistema libre Complejo de

asociacion
Cepa S. aureus A p P: A12h
ATCC® (-13.4°C)
25923 0.125 > 32 0.125
29213 1 > 32 0.5
43300 16 > 32 16

Los ensayos para determinar la susceptibilidad o resistencia de las cepas que se
emplearon en este estudio, fueron evaluados y reportados por Barajas-Jordan en
su proyecto de grado, reportando que las cepas mantienen las caracteristicas
descritas por el distribuidor Microbiologics Inc® (ATCC®) y las reportadas por el
CLSI (Barajas-Jordan, 2013). Por otra parte, Barajas-Jordan reporté un estudio de
estabilidad de las soluciones de ampicilina, demostrando que, en un tiempo mayor
al requerido para la realizacién de las pruebas de microdilucion en caldo, las
soluciones de ampicilina mantienen su concentracion inicial. Asi pues, se asume
que, desde la preparacion de las soluciones hasta la incubacion de las microplacas,
las concentraciones de ampicilina son invariables.
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En el anexo se describen los equipos, materiales y reactivos que deben ser
esterilizados para asegurar que las soluciones no sean fuente de contaminacion. En
los ensayos realizados no se evidencio crecimiento anormal de las cepas de estudio
y aunque en los controles negativos se encontraron algunas contaminaciones, se
descarta que sea por los reactivos utilizados. Se debe tener especial cuidado con
las buenas practicas de laboratorio, especialmente con el manejo del material en la
cabina de bioseguridad, debido a que cualquier manipulacion indebida dentro de
ella, puede generar contaminacion en las muestras. Por esto es importante realizar
un entrenamiento previo, para que el analista se afiance con la técnica y
metodologia.

La forma en como se evaluo el crecimiento bacteriano esta estandarizada por el
CLSI. Alli describen que la determinacion del crecimiento bacteriano se realiza de
forma visual, ya sea por la turbidez o la formacién de un precipitado en el fondo del
pozo (Clinical and Laboratory Standards Institute , 2012). Aunque en el trabajo de
Bautista-Erazo se realiz6 una curva de calibracién para la determinacion cuantitativa
del crecimiento bacteriano (inspeccién espectrofotométrica), se encontré que
algunos parametros estadisticos, como linealidad y robustez, no eran significativos.

Factor: tratamiento 1 Factor: tratamiento 2
1 1

I ! | |

Hcpc}icién 1

Repeticién 2

Cepal

Figura 11. Descripcion grafica de la composicion de un ensayo. Tomado de:
(Bautista-Erazo, 2015)

Teniendo en cuenta lo anterior, en la Figura 11 se muestra el esquema de los
ensayos que se llevaron a cabo durante la experimentacion. En dicha figura se
observa una placa de 96 pozos que tiene 12 columnas (10 columnas de diluciones
dobles seriadas y 2 columnas para controles negativos y positivos) y o 8 filas para
réplicas. En esta placa, los tratamientos corresponden a los materiales analizados
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(polimero, ampicilina y complejos de asociacion). Las lineas azul y violeta
representan dos concentraciones diferentes de un mismo tratamiento, por ejemplo
cuando se menciona ampicilina 32 pg/mL y ampicilina 16 pg/mL, “ampicilina”
corresponde al tratamiento y tanto 32 pg/mL como 16 pg/mL corresponden a dos
concentraciones diferentes del mismo tratamiento. Las repeticiones son las
diferentes placas empleadas para evaluar un mismo tratamiento (2 para cada
tratamiento). Los cuadros verde y amarillo representan dos réplicas de la misma
concentracion, por ejemplo, réplica 1 de ampicilina 8 pg/mL y réplica 2 de ampicilina
8 pg/mL, de acuerdo a lo anterior, se obtuvieron 16 réplicas por cada concentracion
evaluada. En conclusion, para una misma cepa, se analizaron dos placas (2
réplicas) para cada uno de los tratamientos evaluados (polimero, ampicilina,
polimero-ampicilina). Hay que tener en cuenta que los tratamientos realizados se
llevaron a cabo para una misma cepa, esto con el fin de evitar la variabilidad que se
puede producir al evaluar diferentes tratamientos en diferentes dias con una misma
cepa (Bautista-Erazo, 2015). En el anexo 3.3. (Resultados de las concentraciones
minimas inhibitorias de los ensayos realizados en la experimentacién) se encuentra
detalladamente, todas las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas durante
los ensayos evaluados.

Para los ensayos 1, 2 y 3 (Tabla 3), se determiné la actividad antibiotica de las
matrices poliméricas PAM-4Na, PAM-18Na y Eudragit E-100 respectivamente. En
las Tablas 7, 8 y 9 se puede observar que ninguna de las concentraciones de
polimeros evaluadas (desde 0.0625 pg/mL hasta 32ug/mL) inhibe el crecimiento
bacteriano. Asi, la concentracion minima inhibitoria de los polimeros PAM-4Na,
PAM-18Na y Eudragit E-100, para todas las cepas evaluadas, es > 32 pg/mL. Esto
lleva a la conclusion de que la actividad antibiotica sélo se ve afectada por el
farmaco antimicrobiano libre o asociado a la matriz polimérica.

Posteriormente se evallo la ampicilina (ensayo 4 -Tabla 3), en las tres cepas
estudiadas. Para este tratamiento se obtuvieron concentraciones minimas
inhibitorias de 0.125 pg/mL para la cepa S. aureus ATCC® 25923, 1 ug/mL para la
cepa S. aureus ATCC® 29213 y 16 pg/mL para la cepa S. aureus ATCC® 43300.
De acuerdo a lo anterior y a lo reportado por el CLSI (Tabla 5y 6), se puede afirmar
qgue la cepa S. aureus ATCC® 25923 es sensible a la ampicilina, y las cepas S.
aureus ATCC® 29213y S. aureus ATCC® 43300, son resistentes a la misma.

Para el ensayo 5, se evalud el complejo de asociacion ampicilina: PAM4-Na a -
13.4°Cy 12 horas, como se puede observar en la Tabla 7; para este tratamiento se
obtuvieron concentraciones minimas inhibitorias de 0.125 pg/mL para la cepa S.
aureus ATCC® 25923, 1 ug/mL para la cepa S. aureus ATCC® 29213 y 16 pg/mL
para la cepa S. aureus ATCC® 43300. Al hacer una comparacion entre los
resultados del tratamiento ampicilina (ensayo 4) con los obtenidos por el complejo
de asociacion (ensayo 5), en las cepas evaluadas, no se evidencié un cambio en
las concentraciones minimas inhibitorias. Los anteriores resultados coinciden con
los encontrados para los ensayos 6, 7, 8, 9y 10.
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Teniendo en cuenta los anteriores resultados se puede deducir que los factores de
temperatura y tiempo a los que fueron sometidos los complejos de asociacién
ampicilina: PAM-4Na no influyeron en la actividad antibiética de la ampicilina. Lo
anterior se puede corroborar con el andlisis de respuesta de crecimiento bacteriano
realizado por el modelo de regresion, dicho analisis tiene en cuenta los factores
evaluados (concentracion, tiempo y temperatura) y estima la respuesta como la
probabilidad de que haya crecimiento bacteriano. A continuacion se presentan las
graficas para las tres cepas estudiadas y los tratamientos a los que fueron
sometidos; cabe mencionar que para facilitar el andlisis probabilistico en el modelo
de regresion, se empled la escala de temperatura en grado Fahrenheit (°F) en vez
de grado Celsius (°C).

0.8

Concentracion
Respuesta

0.2

Tiempo LU

Temperatura

Figura 12. Andlisis de respuesta de crecimiento para la cepa S. aureus ATCC®
25923 con el complejo Ampicilina: PAM-4Na
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Figura 13. Analisis de respuesta de crecimiento para la cepa S. aureus ATCC®

29213 con el complejo Ampicilina: PAM-4Na
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Figura 14. Andlisis de respuesta de crecimiento para la cepa S. aureus ATCC®

43300 con el complejo Ampicilina: PAM-4Na
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Asi pues, para el caso del complejo de asociacion ampicilina: PAM-4Na y la cepa
S. aureus ATCC® 25923, se puede observar en la Figura 12 que el crecimiento
bacteriano se presenta a bajas concentraciones, y que el tiempo y la temperatura
no influyen para que se dé este crecimiento, es decir, que el area sombreada de
color rojo en dicha grafica, indica la region donde se da el mayor crecimiento
bacteriano; por lo tanto, se puede observar que dicho crecimiento se presenta en
las temperaturas evaluadas, entre 10°F (-13.4°C) y 80°F (30°C), y el tiempo
evaluado, entre 12 y 48 horas. Por otra parte, y teniendo en cuenta que el S. aureus
ATCC® 25923 es una cepa sensible, es coherente que se presente una inhibicion
bacteriana a concentraciones >0.125 pg/mL. En la Figura 13 se observa que el
crecimiento bacteriano para la cepa S. aureus ATCC® 29213 usando el complejo
de asociacion ampicilina: PAM-4Na, al igual que la cepa S. aureus ATCC® 25923,
el tiempo y la temperatura no son factores que influyen en la respuesta, y dicho
crecimiento se presenta en las mismas condiciones de temperatura y tiempo del S.
aureus ATCC® 25923; sin embargo, se observa que la inhibicién bacteriana (area
azul) se presenta a concentraciones >1 pg/mL. Por ultimo, para la cepa S. aureus
ATCC® 43300 y el complejo de asociacién de ampicilina: PAM-4Na, se observa en
la Figura 14 que el crecimiento bacteriano se presenta a altas concentraciones
(16pg/mL), esto se debe, a que en esta cepa pueden actuar diversos mecanismos
de resistencia, que la convierten en una cepa multirresistente; por otro lado, al igual
que las cepas anteriores, los factores de tiempo y temperatura no afecta la
respuesta de crecimiento bacteriano.

Para el ensayo 11, se evaluo el complejo de asociacion ampicilina: PAM-18Na a -
13.4°C y 12 horas, en la Tabla 8 se observa que para la cepa S. aureus ATCC®
25923, hubo un cambio en la concentracion minima inhibitoria de 0.125 pg/mL a
0.0625 pg/mL cuando se agrego6 el polimero; debido a que esta cepa es susceptible,
el efecto del polimero no es importante dado que la ampicilina en cualquier estado
es capaz de afectar el microorganismo e inhibir el crecimiento a determinada
concentracion. Por otra parte, para la cepa S. aureus ATCC® 29213, hubo una
disminucién de 1 pg/mL a 0.125 pg/mL, lo anterior significa que se logré disminuir
tres veces la concentracion para inhibir el crecimiento del microorganismo,
indicando que existe un efecto antimicrobiano marcado cuando el antibiético se
encuentra asociado a la matriz polimérica PAM-18Na, actuando ésta como un
sistema de reservorio que protege el farmaco de la degradacion enziméatica que
tiene lugar a través de las B-lactamasas exdgenas producidas por la cepa de S.
aureus ATCC® 29213. Este resultado es satisfactorio, debido a que al observar la
Tabla 6, se puede deducir que este tratamiento puede convertir la cepa S. aureus
ATCC® 29213, sensible al tratamiento antibiotico. Finalmente, para la cepa S.
aureus ATCC® 43300 se obtuvo un cambio de 16 pg/mL a 8 pg/mL, esta
disminucién no es tan significativa debido a que esta cepa es multirresistente, por
lo que pueden actuar simultaneamente varios mecanismos de resistencia: uno de
ellos mediado por la produccion de enzimas degradadoras y otro que provoca
disminucion de la sensibilidad en la molécula diana, a pesar de que el polimero
puede proteger fisicamente al antibiético de la degradacién enzimatica bacteriana,
dichas cepas ya cuentan con otro mecanismo de resistencia (Tabla 10).
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Para el ensayo 12, se evaluo el complejo de asociacion ampicilina: Eudragit E-100
a -13.4°Cy 12 horas, como se puede observar en la Tabla 9; para este tratamiento
se obtuvieron concentraciones minimas inhibitorias de 0.125 pg/mL para la cepa S.
aureus ATCC® 25923, 0.5 ng/mL para la cepa S. aureus ATCC® 29213y 16 pug/mL
para la cepa S. aureus ATCC® 43300. Al hacer una comparacion entre los
resultados del tratamiento ampicilina (ensayo 4) con los obtenidos por el complejo
de asociacion (ensayo 12), en las cepas evaluadas, no se evidenciéo un cambio en
las concentraciones minimas inhibitorias, excepto para la cepa S. aureus ATCC®
29213, que se logré disminuir la concentracion a la mitad.

Tabla 10. Caracteristicas de cepas de S. aureus

Microorganismo Caracteristicas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 B-lactamasa negativo

e mecA negativo

e CMI pequefia, demostrando
susceptibilidad a antibiotico
Débil  produccion de @ B-
lactamasas
e mecA negativo
Resistente a oxacilina
e mecA positivo

Staphylococcus aureus ATCC29213

Staphylococcus aureus ATCC43300

Ahora bien, los anteriores resultados se pueden explicar de la siguiente manera: los
materiales PAM-4Na y PAM-18Na son polimeros anfifilicos de naturaleza anidnica,
que tienen la capacidad de generar pseudofases hidréfobas creadas por el
ovillamiento del mismo y pueden retener terceros componentes de la misma
naturaleza apolar, es decir, que estos polimeros pueden emplearse como
reservorios de farmacos y a la vez como agentes bioprotectores ante diversos
mecanismos de resistencia que presentan las cepas bacterianas (Salamanca,
2007). Sin embargo, y teniendo en cuenta los resultados anteriormente
mencionados, se puede concluir que el polimero PAM-18Na si ejerce un efecto
bioprotector, al potenciar la actividad antibiética de la ampicilina, por el contrario, el
polimero PAM-4Na no ejerce dicha bioproteccion. Aunque ambos polimeros son
analogos, la diferencia radica en que el PAM-18Na posee una cadena alquilica con
mas enlaces hidrocarbonados (C18) (Figura 15), respecto al PAM-4Na que posee
menos enlaces hidrocarbonados (C2) (Figura 16). Con lo anterior se pueden
concluir que el tamafio de la cadena alquilica de estos polimeros anfipaticos es
necesario para la formacion de dichas pseudofases poliméricas.
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Sal sodica Poli(acido maleico-alt-octadeceno)

Figura 15. Estructura quimica del PAM-18Na

HC—CH—

o

O "Na_|

Sal sddica Poli(acido maleico-alt-isobutileno)

Figura 16. Esquema del monomero de la matriz polimérica de la sal sodica del
poli(acido maleico-alt-isobutileno)

Por otro lado, y para verificar que el tamafio de la cadena alquilica es un factor
critico en la formacién de pseudofases poliméricas, se evalu6 ademas, el polimero
Clorhidrato de Eudragit E-100 (Figura 17), este polimero de naturaleza catidnica al
igual que el PAM-4Na, no presenta una cadena alquilica lo suficientemente grande
para formar pseudofases, y no ejercié un efecto bioprotector, por lo tanto, se puede
descartar que la carga del polimero influya en el efecto antibiotico del complejo de
asociacion.
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Figura 17. Estructura quimica del Eudragit E-100

Los anteriores resultados se pueden corroborar con los estudios realizados a
sistemas heterogéneos empleando sondas fluorescentes. El principio basico de
este método es introducir al sistema una molécula de comportamiento fotofisico
conocido, y que dependa fuertemente del medio en que se encuentra. De esta
manera, las variaciones en la intensidad, el tiempo de vida y la posicién de las
bandas de emision, permiten extraer informacion sobre las caracteristicas del
sistema (Thomas, 1983). En este estudio se empleé la sonda fluorescente pireno
(Figura 18), el cual brinda informacién de la polaridad del ambiente y el grado de
movimiento de las cadenas laterales en sistemas heterogéneos.

3>

Figura 18. Estructura del pireno

Esta sonda corresponde a un policiclico insaturado, que ha sido ampliamente
utilizado en estudios de sistemas heterogéneos, debido a que tanto su espectro de
emision como su tiempo de vida fluorescente, presentan una fuerte dependencia
del medio donde se encuentra. En la Figura 19 se muestra un espectro de emision
fluorescente en estado estacionario para moléculas de pireno en diferentes medios,
empleando un espectrofluorimetro. El espectro de emision consta de cinco bandas
vibronicas caracteristicas. La relacion entre la tercera banda vibracional que
aparece a 384 nm y la primera banda vibracional centrada en 373 nm se denomina
razon lIs/li. El valor de esta razon es altamente dependiente de la polaridad del
medio, 0.54 en medios polares y alrededor de 1.65 en medios apolares. De esta
manera, dicha razon puede ser utilizada para analizar la formacion de agregados
poliméricos o bien, de entornos hidrofébicos (Zana & Benrraou, 2000).
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Figura 19. Espectros de emision fluorescente del pireno en diferentes solventes

En la Tabla 11 se observa la razon Is/l1 del pireno en diferentes medios, utilizando
un equipo de lector de placas con fluorescencias marca BioTek™ Synergy™. Como
se puede ver, los valores de la razon Is/l1 del pireno que se presentan en la Tabla
11y los mostrados en la Figura 19 difieren un poco, esto se debe a que los espectros
de la Figura 19 fueron hallados por medio de un espectrofluorimetro, el cual analiza
las longitudes de onda en un rango de 0.1nm, y por lo tanto se obtienen espectros
bien definidos (Figura 19). Por el contrario, el equipo empleado en este estudio, el
lector de placas, analiza con un rango de longitudes de onda de 0.5 nm, por lo que
se obtienen espectros de emisién de muy baja resolucién (Figura 20 y Figura 21).
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Tabla 11. Razon ls/l1 del pireno en diferentes solventes

Medio Razon la/l1
Agua 0.98
Acetonitrilo 1.05
Metanol 1.14
Isopropanol 1.21
Butanol 1.30
n-Heptano 1.64

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se utilizd el pireno como sonda
fluorescente para determinar la razon ls/l;, en dos sistemas heterogéneos
correspondientes al PAM-18Na: ampicilina y al PAM-4Na: ampicilina en medio
acuoso; ambos sistemas se realizaron a un rango de pH 6.2 — 6.5, con una
concentracion de ampicilina de 0.6 mg/mL, y con una proporcion 1:1 polimero:

antibiotico.
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Figura 20. Espectros de emision fluorescente del pireno en el sistema PAM-18Na:
ampicilina en medio acuoso
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Figura 21. Espectros de emision fluorescente del pireno en el sistema PAM-4Na:
ampicilina en medio acuoso

Del espectro de emision del sistema PAM-18Na: ampicilina (Figura 20) se obtuvo
una razén ls/l. de 1.3430, por otra parte, para el sistema PAM-4Na: ampicilina
(Figura 21) se determind una razon Is/lide 0.9968. De acuerdo a estos resultados y

51



a lo presentado en la Tabla 11, se puede sugerir que el pireno esta sensando un
ambiente muy polar en el sistema PAM-4Na: ampicilina, lo anterior puede deberse
a que el polimero PAM-4Na, al no ser capaz de formar un agregado o una
pseudofase hidréfoba, creada por el ovillamiento de la cadena alquilica, el ambiente
del sistema es completamente polar. Por otra parte, la razén 13/11 del sistema PAM-
18Na, indica que el pireno estad sensando un ambiente apolar en dicho sistema, lo
anterior puede deberse a que las cadenas alquilicas del polimero PAM-18Na, son
capaces de doblarse y posteriormente dar origen a un ovillamiento del mismo, tal
como se ha descrito en estudios realizados por J.K. Thomas (Chu & Thomas, 1987).
Estos resultados son coherentes con los presentados anteriormente, en los cuales,
se afirma que la cadena alquilica del polimero es un factor importante para la
formacion del pseudofases hidréfobas, y por consiguiente, para proporcionar un
efecto de barrera fisica frente a diversos sistemas enzimaticos.

2.6. Conclusiones

e Se determind que el polimero sal sodica del poli(acido maleico-alt-
isobutileno) PAM-4Na no ejerce un efecto bioprotector en el complejo de
asociacion ampicilina: polimero, frente a los mecanismos de resistencia en
las cepas bacterianas estudiadas.

e Se obtuvo el material polimérico PAM-4Na en estado solido mediante
hidrélisis basica usando hidréxido de sodio.

e Se caracterizo el material polimérico PAM-4Na por FTIR y DSC, obteniendo
bandas caracteristicas del polimero y transiciones vitreas, indicando la
naturaleza amorfa del mismo.

e Se confirm6 que el polimero sal sddica del poli(acido maleico-alt-isobutileno)
PAM-4Na no ejerce efecto antibiético frente a las cepas de estudio (S. aureus
ATCC® 25923, S. aureus ATCC® 29213y S. aureus ATCC® 43300).

e Se confirmo lo descrito en el trabajo de grado de Barjas — Jordan, respecto a
la susceptibilidad de las cepas de estudio (S. aureus ATCC® 25923, S.
aureus ATCC® 29213y S. aureus ATCC® 43300), mediante las pruebas de
microdilucién en caldo.

e Se determind los factores de temperatura, tiempo y concentracion del
complejo de asociacion ampicilina: polimero no son influyentes en la
respuesta del crecimiento bacteriano.

e Se determin6 que la cadena alquilica del polimero empleado en el complejo

de asociacion, es un factor critico en la bioproteccién del farmaco frente a los
mecanismos de resistencia presentes en las cepas evaluadas.
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2.7.

2.8.

Se determiné que el complejo de asociaciéon ampicilina: PAM-18Na para la
cepa S. aureus ATCC® 29213, disminuyd tres veces la CMI respecto a la
obtenida con la ampicilina libre, por lo tanto, se puede inferir que el polimero
PAM-18Na junto al antibidtico, ejerce un efecto bioprotector sobre la
ampicilina.

Recomendaciones

Es necesario estandarizar un método de cuantificacion bacteriana que
permita obtener resultados estadisticamente significativos, y por lo tanto,
brinden una informacion més acertada del efecto producido por la asociacion
ampicilina: polimero.

Se recomienda una caracterizacion fisicoquimica del complejo de asociacion
ampicilina: polimero, o el empleo de técnicas de encapsulaciéon, que permitan
conocer el mecanismo de formacion del mismo.

Se recomienda evaluar la metodologia propuesta en otros antibiéticos que se
encuentran en desuso actualmente, o en los cuales, los microorganismos
han desarrollado resistencia en los ultimos afios.

Se debe investigar otros polimeros de caracteristicas anfifilicas, que tengan
la capacidad de formar pseudofases, micelas o liposomas poliméricos, y
asociarlos con antibigticos, teniendo en cuenta diferentes técnicas de
encapsulacion.

Se podrian evaluar otras cepas que no reporten variabilidad en la CMI, para
el ensayo de susceptibilidad bacteriana, con el fin de obtener resultados més
confiables.

Se debe continuar con la optimizacién de la metodologia propuesta, con el

fin de controlar las variabilidades que se presentan en la preparacion de los
tratamientos a evaluar.
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3.1.

3. ANEXOS

Metodologia para la preparacion de reactivos y materiales

3.1.1. Preparacion de agar nutritivo marca Merck® (solubilidad 20 g/L)

N

o0k w

Pesar 4,0 g de agar marca Merck® ( 5,6 g si es agar Scharlau®) en polvo
Disolverlo en 200 ml de agua desionizada en un frasco Shott con capacidad para
500 ml

Calentar y agitar constantemente esta solucion hasta que este translicida
Esterilizar en autoclave por 15 minutos (45°C- 50°C)

Verter el agar liquido en cajas Petri estériles y dejar enfriar

Conservar estas placas en una nevera a 4°C

3.1.2. Preparacion de solucién salina estéril al 0,85% para in6culo

1.
2.
3.

Pesar 850 mg de NaCl y disolver con 100 ml de agua desionizada tipo 2
Esterilizar la mezcla por 15 minutos (121°C)
Almacenar a temperatura ambiente o en nevera a 4°C

3.1.3. Preparacion del inéculo desde la cepa criopreservada

Antes de iniciar el ensayo, se debe descongelar la suspensién madre de las
cepas bacterianas inmediatamente antes de su uso

Con un asa estéril tomar los microorganismos del caldo descongelado
(alicuotas) y sembrarlos en una agar nutritivo a 37°C por un dia

Luego de obtener las colonias, se toman las colonias suficientes y se suspenden
en un tubo de ensayo con solucion salina al 0,85% (aprox. 1 ml)

Agitar la solucién anterior en vortex y leer la absorbancia a 620 nm en el
espectrofotometro UV/VIS y asegurar la absorbancia entre 0,086 y 0,095

0JO: Tener cuidado con la producciéon de burbujas que puedan aumentar la
absorbancia. Se recomienda que la absorbancia se ajuste primero a 0,1 y dejar
pasar 1 minuto hasta que llegue a un valor estable en el rango establecido. La
lectura se realiza luego de agitar en el vortex.

En caso de ajustar el valor de absorbancia, agregar mas colonias (cuando el
valor es menor) o diluir con solucion salina al 0,85% (cuando el valor es mayor).
Se recomienda es obtener un valor mayor a 0,1 y posteriormente diluir.

. Luego de ajustar el inéculo, preparar 9,9 ml de CAMHB. Dicho caldo contiene 11

ml, por lo que se deben sacar 1100 pl para obtener 9900 pl de caldo
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6.

Agregar 100 pul del inéculo preparado en los 9900 pl de caldo CAMHB para
lograr un in6culo de 10 ml (5x105 UFC/mL)

3.1.4. Preparacion de solucion de ampicilina trihidrato de 1024 pg/mL y 64 pg/mL

Pesar 102,4 mg (0,1024 g) de ampicilina trihidrato en un erlenmeyer de 150 mL
(sila potencia del antibiotico no es 100%, realizar los calculos correspondientes).
Disolver la ampicilina trihidrato con 100 mL de agua desionizada tipo 2 y mezclar
hasta obtener una solucioén translicida (solucién madre de ampicilina trihidrato
de 1024 pg/mL).

Para la solucion de ampicilina trihidrato de 64 ug/mL: Pesar 64 mg (0,064 g) de
ampicilina trihidrato en un erlenmeyer de 150 mL y disolverlo en 100 mL de agua
desionizada tipo 2, (solucién madre de ampicilina trihidrato de 64 pug/mL), luego
tomar 1 mL de la solucion madre y llevarlos a 10 mL de agua destilada).
(Solubilidad ampicilina So: 1g /90 mL de agua a 25°C)

3.1.5. Preparacion de la solucién polimérica de la sal sddica del poli (acido

=

maleico-alt-isobutileno) PAM-4 de 1024 pg/mL

Pesar 10,24 mg de la sal sddica PAM-4 en un erlenmeyer de 150 mL

Disolver el polimero con 100 mL de agua estéril y mezclar hasta obtener una
solucion translicida (solucion madre del polimero de 1024 pg/mL)

Para la solucién de polimero 64 pug/mL: Pesar 64 mg (0,064 g) de la sal sédica
PAM-4 en un erlenmeyer de 150 mL y disolverlo en 100 mL de agua estéril,
(solucion madre de ampicilina trihidrato de 64 pg/mL), luego tomar 1 mL de la
solucion madre y llevarlos a 10 mL de estéril)

3.1.6. Preparacion de los complejos de asociacion a temperatura ambiente

=

w

Preparar la solucion del polimero como se describe anteriormente

Pesar 6,4 mg (0,0064 g) de ampicilina trihidrato y agregarlo a la solucién anterior
(dicha solucion debe estar a temperatura ambiente para evitar la degradacion de
la ampicilina)

Agitar en el vortex para facilitar la disolucién de la ampicilina

Dejar a temperatura ambiente (25°C) por 12 horas (24 y 48 horas)
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3.1.

3.2.

7. Preparacion de los complejos de asociacion a 0°C

=

Repetir el procedimiento anterior
2. Dejar la solucién en la nevera a 6°C por 12 horas (24 y 48 horas)

Prueba de microdilucién en caldo

. Agregar 50 pL de caldo CAMHB en las columnas 2 -12 , exceptuando la columna

11 que se agregan 100 pL de caldo CAMHB (control negativo)

Agregar 100 pL de la solucion del tratamiento (antibidtico, polimero, antibi6tico:
polimero) en la 1 columna (cabe mencionar que la preparacion del tratamiento
se debe realizar a la concentracion especifica, cuya dilucion a la mitad de como
resultado la concentracion que se desea como la inicial en la placa.

Realizar las diluciones dobles seriadas en las columnas 1 — 10, pasando 50 pL
de columna 1 a la columna 2 vy asi seguidamente hasta completar las 10
columnas, agitando siempre los pozos, antes de realizar la transferencia con la
micropipeta.

Realizar la siembra de 50 pL del in6culo desde la columna 1 — 12, excepto la
columna 11 (control negativo). Se obtiene un volumen total por cada pozo de
100 pL

Revisar si no hubo transferencia de los liquidos de una columna a otra o0 en la
siembra.

Incubar la placa a 35°C durante 18 a 20 horas

Realizar la inspeccion visual de la placa, si se observa un precipitado de color
cremoso o turbidez en los pozos hubo crecimiento bacteriano (prueba positiva).
Si se observa un el pozo translicido y sin precipitado significa que no hubo
crecimiento bacteriano (prueba negativa)
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3.3. Resultados de las concentraciones minimas inhibitorias de los
ensayos realizados en la experimentacion

Tabla 12. Ensayo 1
Cepa S. aureus ATCC® 25923

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 00625 C () C(+)
0 0 0 0 0 0 0 0 16 16 0 16
PAM-4Na
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16

P: A 12h (-13.4°C)
1 05 025 0,125 0,0625 C() C(+)
0O 0 O 9 16 0 16
P: A 12h (30°C)
1 05 025 0,125 00625 C() C(+)
O 0 0 14 16 0 16
P: A 24h (-13.4°C)
1 05 025 0,125 00625 C() C(+)
o 0o 0 15 16 0 16
P: A 24h (30°C)
1 05 025 0,125 00625 C() C(+)
O 0O 0 16 16 0 16
P: A 48h (-13.4°C)
1 05 025 0,125 0,0625 C() C(+)
o 0 0 15 16 0 16
P: A 48h (30°C)
2 1 05 025 0,125 0,0625 C() C(*)
0 0 o 0 0 0O 0 o0 15 16 0 16

o o o o
o o o o
o o o o
o o o o
onN OoON onN OoON

o
o
o
o
onN
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Tabla 13. Ensayo 2
Cepa S. aureus ATCC® 29213

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 00625 C () C(+)
0 0 0 0 0 2 15 16 16 16 0 16
PAM-4Na
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16

P: A 12h (-13.4°C)
32 16 8 4 2 1 05 025 0125 00625 C() C(+)
o 0 0 1 9 16 16 16 0 16

P: A 12h (30°C)
1 05 025 0,125 00625 C() C(+)
1 10 14 16 16 0 16

P: A 24h (-13.4°C)
1 05 025 0,125 0,0625 C() C(+)
3 10 13 16 16 0 16

P: A 24h (30°C)
1 05 025 0,125 00625 C() C(+)
4 9 14 16 16 0 16

P: A 48h (-13.4°C)
1 05 025 0,125 0,0625 C() C(+)
3 16 16 16 16 0 16

P: A 48h (30°C)
2 1 05 025 0,125 0,0625 C() C(*)
0 0 o 0 0 3 16 16 16 16 0 16

o o o
o o o
o O 0 o
o o o
onN OoON onN

o
o
O 0
o
OoON
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Tabla 14. Ensayo 3
Cepa S. aureus ATCC® 43300

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 00625 C () C(+)
0 8 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
PAM-4Na
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16

P: A 12h (-13.4°C)

32 16 8 4 2 1 05 025 0125 00625 C() C(+)
0 2 15 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 12h (30°C)

32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 00625 C() C(*)
0 5 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 24h (-13.4°C)

32 16 8 4 2 1 05 025 0125 00625 C() C(+)
0 3 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 24h (30°C)

32 16 8 4 2 1 05 025 0125 00625 C() C(*)
0 2 15 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 48h (-13.4°C)

32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 00625 C() C(+)
0 3 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 48h (30°C)

32 16 8 4 2 1 05 025 0125 00625 C() C(*)
0 8 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
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Tabla 15. Ensayo 4
Cepa S. aureus ATCC® 25923

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 0,0625 C () C(+)
0 0 0 0 0 0 0 0 16 16 0 16
PAM -18Na
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16

P: A 12h (-13.4°C)
4 2 1 05 025 0,125 0,0625 C() C(+)
0 0 O 0 4 0 16

o
o
O 00
o
o

Cepa S. aureus ATCC® 25923

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
0 0 0 0 0 0 0 0 16 16 0 16

Eudragit E-100
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 12h (-13.4°C)
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
0 0 0 0 0 0 0 0 8 16 0 16
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Tabla 17. Ensayo 6
Cepa S. aureus ATCC® 29213

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 00625 C () C(+)
0 0 0 0 0 2 15 16 16 16 0 16
PAM-18Na
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16

P: A 12h (-13.4°C)
4 2 1 05 025 01125 0,0625 C() C(+)
O 0O 0 16 16 0 16

o
o
O
o
o

Cepa S. aureus ATCC® 29213

Ampicilina
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
0 0 0 0 0 2 15 16 16 16 0 16

Eudragit E-100
32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 0,0625 C () C(+)
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0 16
P: A 12h (-13.4°C)
32 16 8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 C () C(+)
0 0 0 0 0 0O 16 16 16 16 0 16
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Tabla 19. Ensayo 8

Cepa S. aureus ATCC® 43300
Ampicilina
4 2 1 05 0,25 0,125
16 16 16 16 16 16
PAM-18Na
4 2 1 05 0,25 0,125
16 16 16 16 16 16
P: A12h (-13.4°C)
4 2 1 05 0,25 0,125
16 16 16 16 16 16

Cepa S. aureus ATCC® 43300
Ampicilina
4 2 1 05 0,25 0,125
16 16 16 16 16 16
Eudragit E-100
4 2 1 05 0,25 0,125
16 16 16 16 16 16
P: A 12h (-13.4°C)

4 2 1 05 0,25 0,125
16 16 16 16 16 16
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