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Resumen y Abstract IX

Resumen

Desarrollo de una herramienta de cultivo continuo para la generacién de mutantes

inducidos por exposicion a agentes antibacterianos

Se establecid un cultivo continuo operado al 50% de la velocidad especifica de
crecimiento (u= 0,2587 h' para E. coli; u= 0,2695 h? para S. aureus), una vez
estabilizado el crecimiento se adicion6 Piperacilina/ Tazobactam a una concentracion
equivalente al 50% de la MIC hasta alcanzar la estabilidad de crecimiento. Luego, se
aument6 la concentracion de Piperacilina/ Tazobactam a 75% de la MIC hasta
estabilidad y finalmente se increment6 hasta 1MIC. Con la herramienta propuesta, se
logr6 la generacibn de microorganismos mutantes, resistentes a Piperacilina/
Tazobactam (32 veces mas resistentes tanto para E. coli como para S. aureus), con el
cultivo continuo en funcionamiento por aproximadamente 55 horas, de las cuales mas o
menos 40 horas correspondieron a exposicién antibiética, lo que es un tiempo
relativamente corto y requiriendo un gasto bajo de material (caldo de cultivo gastado por
hora) con una alta produccién de biomasa (microorganismos resistentes a Piperacilina/

Tazobactam).

Palabras clave: Desarrollo de resistencia, piperacilina/tazobactam, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, resistencia antibiética, cultivo continuo.
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Abstract

Development of a continuous culture tool for the generation of mutants induced by

exposure to antibacterial agents.

A continuous culture operated at 50% of the specific growth rate (u= 0,2587 h* for E. coli;
u= 0,2695 h?' for S. aureus) was established. Once growth had stabilized,
Piperacillin/Tazobactam was added to a concentration equivalent to 50% of the MIC until
growth stability is reached. Piperacillin/Tazobactam concentration was then increased to
75% of the MIC until stable and finally increased to 1MIC. With the proposed tool, the
generation of mutant microorganisms resistant to Piperacillin/Tazobactam (32 times more
resistant to both E. coli and S. aureus) was achieved, with continuous culture in operation
for approximately 55 hours, of which more or less 40 hours corresponded to antibiotic
exposure, which is a relatively short time and requires a low expenditure of material
(culture broth spent per hour) with a high production of biomass (Piperacillin/Tazobactam

resistant microorganisms).

Palabras clave: Antibiotic resistant, Escherichia coli, piperacillina/tazobactam,

resistance development, Staphylococcus aureus, continuous culture.
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Introduccioén

La resistencia antibiética se ha convertido en un problema de salud publica que afecta
actualmente gran parte del planeta (OMS, 2020a, 2020b). Segun datos publicados por la
OMS en 2020, algunas infecciones graves que antes eran de tratamiento rutinario, con
altos méargenes de efectividad, como por ejemplo, las causadas por Staphlylococcus
aureus, ahora son con mucha frecuencia resistentes a tratamientos antibioticos de
primera linea, lo que lleva a un aumento de hasta el 64% en la probabilidad de morir en
comparacion con el tratamiento de infecciones no resistentes (OMS, 2020b).

En 2018 la OMS publicé el informe del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia y
el Uso de los Antibidticos (GLASS) (World Health Organization (OMS, 2020c), el cual fue
creado con la intencidon de dar seguimiento a la aparicion y situacion actual en relacién
con casos de resistencia a los farmacos antimicrobianos que se usan para el tratamiento
de las diversas infecciones causadas por microorganismos, donde inform6é que
actualmente hay 64.000 sitios de vigilancia y mas de 2 millones de pacientes reclutados
en 66 paises de todo el mundo (OMS, 2020c).

El uso masivo de antibiéticos ha acelerado la generacién de resistencias frente a los
tratamientos antibiéticos actuales (OMS, 2016, 2020a, 2020b; Oromi Durich, 2000), por lo
gue, el desarrollo de técnicas utiles en el estudio de la resistencia antibiética es de gran
importancia permitiendo obtener valiosas herramientas con las que se pueda hacer
seguimiento para enfrentar con mayor informacién el gran problema que se viene

presentando con los microorganismos que cohabitan el planeta junto al ser humano.

La resistencia a antibiéticos se considera parte de la evolucién natural que presentan los
microorganismos ante el entorno en funcién de su respuesta adaptativa (Barrantes
Jiménez et al, 2022; Oromi Durich, 2000). La resistencia se da cuando el
microorganismo desarrolla herramientas o estrategias que evitan que la exposicion al

agente antimicrobiano (farmacos, desifectantes, antisépticos, etc.) lo afecte, y de esta



2 Introduccion

manera puede crecer aln en presencia de dicho agente (OMS, 2016, 2020c). Es decir,
los microorganismos pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos que se puede dividir
en dos tipos: la resistencia natural o intrinseca y la resistencia adquirida (Calderén Rojas
y Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riverén et al., 2003; Oromi Durich, 2000; Quifionez
Pérez, 2017; Tortora et al.,, 2007). Encontrando en la resistencia adquirida, las
mutaciones, y es con base en este mecanismo que se fundamentd la propuesta a
desarrollada con este trabajo de investigacion, ya que las mutaciones, se han plantearon
como el mecanismo de induccién de resistencias en el medio de cultivo que se propone
en este documento, por lo que se define como bacteria mutante a aquella que genere un
cambio en la concentracién minima inhibitoria frente al antibiético evaluado, pasando de
ser sensible a ser resistente (Cabrera et al., 2007; Celis Bustos et al., 2017; Fernandez
Riverdn et al., 2003; Galan et al. 2006; OMS, 2020a).

No obsante, aunque esta es una respuesta natural, el uso masivo de antimicrobianos ha
acelerado este fenébmeno llevando a tasas de mutacion que superan, por mucho, el
desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas, lo que se ha convertido en un problema
de salud publica en el mundo, debido a las crecientes cifras de infecciones secundarias a
microorganismos multiresistentes a los tratamientos que se encuentran disponibles en el
mercado y sumando a esto, la dificultad que se presenta en los tiempos requeridos para
la investigacién y desarrollo de nuevas moléculas, por parte de la industria farmacéutica y

los centros de investigacion (Moreno et al., 2009; Oromi Durich, 2000).

En este trabajo se evalué el antibiético Piperacilina/ Tazobactam, el cual estd compuesto
por dos moléculas: la piperacilina que es un antibidtico betalactamico, que bloguea las
transpeptidacién en la sintesis de peptidoglicano en la pared celular de la bacteria y el
tazobactam que es un inhibidor de B-lactamasas (Abdelraouf et al., 2020). Teniendo en
cuenta el grave y creciente problema que representa la resistencia a los antibiéticos y el
comportamiento en cuanto a consumo Yy resistencias inducidas por Piperacilina/
Tazobactam, se hace necesario el desarrollo técnicas que permita la evaluacion del
impacto de la exposicién de microorganismos sensibles a este antibidtico para evaluar su
capacidad de generacion de resistencias, con el fin de establecer una herramienta in vitro
gue permita obtener informacion confiable para la evaluacién de generacion de cepas

mutantes bacterianas por exposicién a agentes antimicrobianos.
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Esta propuesta permite, ademas, obtener microorganismos resistentes que podran ser
empleados en investigaciones posteriores sin tener que recurrir, por ejemplo, a solicitar
muestras clinicas que requieren de consentimientos y autorizaciones adicionales. Se han
desarrollado ya diversas investigaciones empleando el cultivo continuo como una
herramienta para la generacion de microorganismos resistentes inducidos por la
exposicion a agentes antibacterianos, obteniendo resultados satisfactorios, con
generacién de microorganismos que pasan de ser sensibles a ser resistentes (Feng et
al., 2014; Feng et al., 2016; Lee et al., 2010; Spagnolo et al., 2016; Toprak et al., 2013).

A lo largo de este documento, se propone una herramienta que permite la evaluacién de
la influencia de la concentracion de antibidtico en la induccion de mutantes de resistencia
gue utiliza la técnica de cultivo continuo para inducir la aparicion de resistencias en
microorganismos sensibles, mediante la exposicion a dosis subinhibitorias del antibiético

bajo estudio.
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Objetivos

Objetivo General

Proponer una herramienta que permita medir la influencia de la concentracion de

antibiético en la induccién de mutantes de resistencia.

Objetivos Especificos

= Ajustar las condiciones de cultivo continuo para bacterias sensibles al antibiético bajo
estudio.
= Evaluar la tasa de dilucién y el impacto de la concentracion de antibiético en el medio

sobre la generaciéon de mutantes de resistencia.
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Consideraciones éticas, legales y
ambientales

Este trabajo de investigacion se rigi6 por el cumplimiento de las disposiciones
establecidas en la Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud, en especial lo
relativo al Titulo IV. Capitulo I. Adicionalmente, se dio cumplimiento a la aplicacién de los
principios éticos del investigador como parte del aporte al conocimiento manteniendo los
mas altos estdndares de calidad con la preservacion, confidencialidad, validez,
reproducibilidad y trasparencia en los datos.

En lo relacionado con los aspectos de propiedad intelectual, se cumplié lo establecido por
la Universidad Nacional de Colombia en el acuerdo 035 del 2003 del Consejo

Académico.

Finalmente, en cumplimiento de las normas ambientales, se dispuso de los residuos de
acuerdo con el Manual de Bioseguridad establecido por la Universidad Nacional de
Colombia, tomando en cuenta el riesgo frente a la eliminacion de material con potencial

riesgo para causar dafios a la salud humana y al ambiente.






1.Marco Teorico

1.1 Generacion de resistencia a los antibiéticos

La forma en la que los microorganismos pueden desarrollar resistencia a los antibidticos
se puede dividir en dos tipos: la resistencia natural o intrinseca y la resistencia adquirida
(Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riverdn et al., 2003; Oromi Durich,

2000; Quifionez Pérez, 2017), (Figura 1-1), las cuales se explicaran a continuacion:

I.  Resistencia Natural o Intrinseca: Se da como parte del proceso normal de

evolucion y se caracteriza porque no es inducida por ningin agente externo. En
este tipo de resistencia todos los sujetos de una misma espacie son resistentes a
un agente o grupo de agentes antibacterianos, lo que le brinda ventajas
competitivas frente a otras especies que sean sensibles (Calderén Rojas y Aguilar
Ulate, 2016; Fernandez Riverén et al., 2003; Oromi Durich, 2000; Quifionez
Pérez, 2017).

Il.  Resistencia Adquirida: Esta se caracteriza por aparecer en solo algunas cepas de

una especie bacteriana que se considera normalmente sensible a un antibiético o
grupo de antibiéticos (Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riveron et
al.,, 2003; Oromi Durich, 2000; Quifionez Pérez, 2017). Se puede adquirir

principalmente mediante dos mecanismos:

a. Mutaciones: En esta se dan apariciones espontaneas de individuos que se
hacen resistentes como proceso adaptativo acelerado por la exposicion a
antibidticos, siendo este Ultimo el encargado de que aparezcan algunos
mutantes en poblaciones sensibles (Calderon Rojas y Aguilar Ulate, 2016;

Fernandez Riverdn et al., 2003; Oromi Durich, 2000; Quifionez Pérez, 2017), los
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b.

cuales pasardn la informacion génica de la resistencia a su progenie

(transferencia de genes vertical).

Transferencia de genes: Este mecanismo les permite a los microorganismos
adaptarse rapida y extensamente para hacer frente a medios hostiles (Calderon
Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riveron et al., 2003; Oromi Durich, 2000;
Quifionez Pérez, 2017). En esta se da un paso vertical (durante la reproduccién
bacteriana) u horizontal (entre bacterias de diferentes cepas o especies) de la
informacion génica de la resistencia (Calderon Rojas y Aguilar Ulate, 2016;
Fernandez Riverén et al., 2003; Oromi Durich, 2000; Quifionez Pérez, 2017).
Con respecto a este Ultimo se puede dar por diferentes procesos como son:

i. Transduccion bacteriana: Este proceso de transferencia se da a través de
un bacteriofago (virus bacteriano), el cual toma fragmentos de ADN de una
bacteria y cuando pasa a otra, es capaz de ingresar estos fragmentos, en
donde algunos codificaran para resistencia a antibioticos (Calder6n Rojas y
Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riveron et al., 2003; Moreno, 2009; Oromi
Durich, 2000; Tortora, 2007).

ii. Transformaciéon bacteriana: En este se transfieren genes de una bacteria a
otra en forma de ADN exdgeno desnudo, el cual es liberado una vez la
bacteria muere y puede ser facilmente captado por otra bacteria, la cual lo
ingresara, adquiriendo la informacién génica relativa a la resistencia
(Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Moreno, 2009; Oromi Durich, 2000;
Tortora, 2007).

iii. Conjugacion bacteriana: En este caso, se realiza la transferencia de una
especie de plasmido (ADN circular extracromosémico no requerido para el
crecimiento celular). Se requiere un contacto directo entre la bacteria
donadora y la receptora, alli la bacteria donante pasa una hebra del ADN
con la informacién de la resistencia a la bacteria receptora y posteriormente
las dos células sintetizan la hebra complementaria conservando asi, en
ambas, la informacién génica de la resistencia (Calderon Rojas y Aguilar
Ulate, 2016; Moreno, 2009; Oromi Durich, 2000; Tortora, 2007).
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Figura 1-1: Resumen esquemético de los tipos de resistencia antibacteriana segun su
forma de generacion.

Generacionde resistencia

MUTACIONES

La resistenda solo
aparece enalgunas
cepas de una espede
normalmente sensible:
ADQUIRIDA

NATURAL A

. — TRANSFERENCIA DE GENES

Figura disefiada con base en: (Calder6n Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riverén et al., 2003; Oromi Durich, 2000;
Quifionez Pérez, 2017).

El adecuado uso de los antibiéticos se considera una importante estrategia para prevenir
y mitigar en cierta medida el desarrollo de resistencias por parte de los microorganismos
(OMS, 2016, 2020c). Lo anterior cobra especial importancia ya que cuando una bacteria
esta expuesta a un antimicrobiano, y se da lugar a la apariciéon de la resistencia, esta
podria afectar a varios agentes del mismo grupo farmacoldgico, ya que comparten el
mecanismo de accion frente al que la bacteria ha desarrollado la resistencia (Calva
Mercado et al., 2005; Carey y McNamara, 2015; Castellanos Gonzalez et al., 2015;
Dawan y Ahn, 2020; Feng et al., 2014; Zhao et al., 2021). La aparicion de resistencias
inducidas por antibiéticos es un grave problema de salud publica entre otros porque
puede propiciar la aparicibn de microorganismos multiresistentes, extremadamente
resistentes o panresistentes segun el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC) y el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
(GOémez Ayerbe et al.,, 2016; Lépez Pueyoa et al., 2010; Ruiz y Cantoén, 2016). Las
anteriores definiciones indican que un microorganismo, ademas de ser resistente a un
antibidtico y a los integrantes de la misma familia antibidtica, puede ser resistente a otras
familias de antibidticos o en el peor de los casos no ser sensible a ningun antibiético de

ninguna categoria (Gémez Ayerbe et al., 2016; Ruiz y Cantén, 2016). En literatura ya se
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han descrito previamente varios casos de este estilo, en los que microorganismos
inicialmente resistentes a un agente antibacteriano han terminado mostrando resistencia
frente a antibi6ticos de otras familias (Rincén et al., 2014; Rossi et al., 2014; Wua et al.,
2021), lo que lleva a un estado de alarma muy grande frente a la pérdida de alternativas
terapéuticas que puedan dar respuesta a cuadros clinicos que se presenten con este tipo
de microorganismos (Farifias y Martinez, 2013; Obolski et al., 2016; Rayner y Munckhof,
2005).

1.2 Mecanismos de accidén de los antibiéticos

Existen diversas formas para clasificar los antibidticos atendiendo a sus caracteristicas.
Para esta revision se presenta la clasificacion con base en el mecanismo de accion por el

gue actuan los antibidticos.

1.2.1 Inhibidores de la sintesis de pared

Dentro de las estructuras clave para proteccion de la célula bacteriana se encuentra la
pared celular, gracias a ella la bacteria puede proteger sus organelos internos del medio,
por lo que la perdida de la pared conlleva a la lisis celular. Por lo general, los antibiéticos
gue acttan inhibiendo la sintesis de pared son mas activos frente a bacterias gram-
positivas debido a su mayor contenido en peptidoglicano en comparacién con bacterias

gran-negativas (Calvo y Martinez, 2009).

Entre estos se pueden encontrar la fosfomicina, la cicloserina, la vancomicina, la
bacitracina (Calvo y Martinez, 2009; Paredes y Roca, 2004) y los antibidticos [3-
lactamicos que a su vez se dividen en penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y

monobactamicos (Suarez y Gudiol, 2009).

1.2.2 Activos en la membrana citoplasmatica

La bacteria para sobrevivir requiere de la regulacion entre la salida e ingreso de iones
gue puede afectar su metabolismo y algunos otros procesos vitales (Calvo y Martinez,
2009), es por esto que la disrupcion de la membrana citoplasmatica puede llevar a un
desequilibrio que termine en la muerte celular. Ya que la membrana citoplasmatica

bacteriana tiene mucha similitud con estructuras de las células humanas, el uso de
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antibiéticos que actian a este nuvel puede tener una alta toxicidad para el ser humano
(Calvo y Martinez, 2009).

Entre sus representantes se pueden encontrar las polimixinas, los lipopéptidos, los
ionoforos y los formadores de poros (Calvo y Martinez, 2009; Paredes y Roca, 2004).

1.2.3 Inhibidores de la sintesis proteica

La sintesis de proteinas es un proceso critico para la supervivencia de la bacteria, ya
gue, entre otras cosas, le permite obtener enzimas y estructuras necesarias para
desempefiar las actividades que le facilita reproducirse y sobrevivir al ambiente. Los
antibioticos que actlan a este nivel pueden hacerlo en varios puntos de la sintesis de
proteinas lo que a su vez permite diferenciarlos (Calvo y Martinez, 2009; Paredes y
Roca, 2004).

De los principales antibiéticos que actldan inhibiendo la sintesis de proteinas se
encuentran los que actian sobre el ribosoma bacteriano como las tetraciclinas y
glicilciclinas (subunidad 30S), el cloranfenicol, los macrélidos y las lincosamidas
(subunidad 50S) y los aminoglucésidos (ambas subunidades del ribosoma bacteriano)
(Calvo y Martinez, 2009; Paredes y Roca, 2004). También se encuentra la mupirocina
que inhibe la enzima isoleucil-ARNt sintetasa, las oxazolidonas que actian impidiendo la
formacion del complejo de iniciacion y las estreptograminas que bloquean la accion de la
peptidiltransferasa (Calvo y Martinez, 2009; Paredes y Roca, 2004).

1.2.4 Activos en el metabolismo o sintesis de los acidos
nucléicos

Los acidos nucleicos son los principales componentes del material genético, por lo que

no tenerlo hace que la célula no pueda dividirse y, ademas, en el genoma bacteriano se

tiene la informacién para la sintesis de proteinas que como vimos, son vitales para la

bacteria (Calvo y Martinez, 2009).

Los principales exponentes de este grupo son las rifampicinas, las quinolonas, los

nitroimidazoles y los nitrofuranos (Calvo y Martinez, 2009; Paredes y Roca, 2004).
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1.2.5 Bloqueadores de la sintesis de factores metabdlicos

Adicionalmente a todos los procesos ya mencionados, las bacterias requieren la sintesis

de folatos para obtener algunos elementos esenciales que son indispensables para la

supervivencia de la bacteria (Calvo y Martinez, 2009).

En este grupo se encuentran las sulfamidas, sulfonas, pirimetamina y trimetoprima (Calvo
y Martinez, 2009; Paredes y Roca, 2004).

1.3 Mecanismos de resistencia a los antibidticos

Los mecanismos de resistencia generados por las bacterias son variados, entre los

principales se encuentran:

Enzimas inactivantes del antibiético: Estas son enzimas que tiene la capacidad de
modificar o inactivar el antibidtico, haciendo asi que este pierda su actividad frente
a la bacteria. Un ejemplo de este son las B-lactamasas (Calderén Rojas y Aguilar
Ulate, 2016; Fernandez Riverén et al., 2003; Moreno, 2009; Quifionez Pérez,
2017).

Alteraciones en la permeabilidad de la membrana: El cambio en la cantidad de
porinas de membrana, hace que el antibiético no pueda ingresar a la célula y asi
no hay efecto antibacteriano (Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016; Fernandez
Riverén et al., 2003; Moreno, 2009; Quifionez Pérez, 2017).

Bombas de eflujo o expulsion: Es un sistema fundamentado en bombas
dependientes de energia que expresa la bacteria para expulsar el antimicrobiano
fuera de la célula antes de que ejerza su actividad antibiética (Calder6n Rojas y
Aguilar Ulate, 2016; Fernandez Riveron et al., 2003; Moreno, 2009; Quifionez
Pérez, 2017).

Modificacion del sitio blanco: La bacteria puede modificar la proteina sobre la que

actue el antibiotico, y asi cambiara la afinidad de este por la proteina, llevando a
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la pérdida de la actividad antibacterial (Calderén Rojas y Aguilar Ulate, 2016;
Fernandez Riveroén et al., 2003; Moreno, 2009; Quifionez Pérez, 2017).

1.4 Piperacilina/ Tazobactam

El antibiético Piperacilina/ Tazobactam esta compuesto por dos moléculas: la piperacilina
gue es un antibidtico betalactamico, que bloquea la transpeptidacion en la sintesis de
peptidoglicano en la pared celular de la bacteria y el tazobactam que es un inhibidor de
B-lactamasas (Abdelraouf et al., 2020). Este antibiético genera un gran interés en
términos de investigacion, espacialmente para este trabajo de investigacion ya que es de
gran uso a nivel hospitalario debido a su amplio espectro, evidenciandose incluso, su uso
como primera opcion en el tratamiento empirico de una gran variedad de infecciones
(Gonzélez y Cortés, 2014; Pallares y Martinez, 2012; Villa et al., 2013). Se ha descrito ya
en varios documentos el alto consumo de Piperacilina/ Tazobactam en hospitales de
Colombia (Pallares y Martinez, 2012). Datos publicados por el Instituto Nacional de Salud
(INS), sobre el periodo de revision de 2013-2017, indican un incremento general en el
consumo de Piperacilina/ Tazobactam a nivel hospitalario e incluso indican que este
antibiotico ocupa el segundo lugar en mayor consumo en Unidades de Cuidado Intensivo
(UCI) (INS, 2019).

Se han descrito ya algunos mecanismos por los cuales los microorganismos se hacen
resistentes a la accion de la Piperacilina/ Tazobactam, entre los cuales se destacan

principalmente:

I. La modificacion del sitio blanco: Bien sea modificando las PBP (Proteinas
Fijadoras de Penicilina) con lo que la Piperacilina no puede actuar y generar el
efecto antibacteriano o alterando las B-lactamasas con lo que el Tazobactam no
podria proteger a la Piperacilina de la degradacién (Mosquito et al., 2011;
Schechter et al., 2018).

II. La generacién de bombas de eflujo (Santos et al., 2010).

Teniendo en cuenta el grave y creciente problema que representa la resistencia a los
antibidticos y el comportamiento en cuanto a consumo Yy resistencias inducidas por

Piperacilina/ Tazobactam, se hace necesario el desarrollo técnicas que permitan la
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evaluacién del impacto de la exposicidbn de microorganismos sensibles a este antibibtico
para evaluar su capacidad de generacion de resistencias, con el fin de establecer una
herramienta in vitro que permita obtener informacion confiable para la evaluacién de

generacién de cepas mutantes bacterianas por exposicion a agentes antimicrobianos.

1.5 Cultivo continuo

El cultivo continuo es una técnica utii que permite el estudio tanto a niveles
microbiol6gicos como genéticos y bioquimicos de los microorganismos. Con esta
herramienta se pueden obtener cultivos complejos de microorganismos en los que se
pueden variar las condiciones de cultivo, y para el caso de esta investigacion, la inclusion
de un agente antibacteriano como Unico modificador de la poblacién bacteriana (Quintero
Ramirez, 1990).

Dentro de las ventajas del cultivo, se encuentra principalmente que la velocidad
especifica de crecimiento (i) puede establecerse de acuerdo con las necesidades del
ensayo y puede controlarse mediante la tasa de dilucion lo que se traduce en poder tener
control sobre la poblacién celular y esto se explica porque la alimentacién de medio
fresco que se hace al reactor se puede fijar a un flujo constante con lo que es extraida la
misma cantidad y asi el volumen del cultivo permanece constante (Quintero Ramirez,
1990).

Se puede relacionar la tasa de diluciéon con el flujo por medio de la siguiente ecuacién
(Quintero Ramirez, 1990):

p=t
4 (1.1)

Donde, D es la tasa de dilucion, F es el flujo y V es el volumen del cultivo. Y estos se
pueden relacionar con la velocidad especifica de crecimiento mediante la formula
(Quintero Ramirez, 1990):

dx ( D)
dt (1.2)
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Se ha descrito ya que en el estado estacionario del cultivo continuo (que se da en cuanto
se alcanza una poblacion celular estable, es decir, que no tiene variaciones significativas
en el tiempo ya que el suministro de nutrientes no es limitado) el coeficiente dx/dt tiende
a cero por lo que de la ecuacion 1.2 se tiene que (Quintero Ramirez, 1990):

u=> (1.3)

Reemplazando lo anterior en la ecuacion 1.1 y despejando F se obtiene que (Quintero
Ramirez, 1990):

F=DxV=uxV
¢ (1.4)

Es por ello que, conociendo el valor de u (obtenido en ensayos de cultivo para la cinética
de crecimiento, ver seccion 2.6) y de V (que es la capacidad del reactor, 1 litro para este
trabajo) se puede calcular el flujo de acuerdo con la p a la que se desee trabajar
(Quintero Ramirez, 1990).

Es importante saber también que, con base en los datos anteriormente calculados, se
puede establecer el tiempo de duplicacion (t4), que es el tiempo en que la poblacion

bacteriana pasa a ser el doble. Esto se hace mediante la siguiente ecuacion (Quintero
Ramirez, 1990):

In2
u=—-——
ta (1.5)
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2.Materiales & Métodos

2.1 Microorganismos

Se desarrollaron los ensayos con Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 29213.

2.2 Medios de cultivo y reactivos

2.2.1 Medios de cultivo

Caldo Mueller Hinton (BD Difco™, Oxoid), Agar Mieller Hinton (Scharlau) y Solucion de
conservacion (Caldo nutritivo (1.5g), caldo CASO (3g), triptona (1g), glicerol (10mL),

sacarosa (3g) y agua destilada para completar 100 mL de solucién).

2.2.2 Reactivos

NaCl, Triptona, Piperacilina/ Tazobactam 8:1 (materia prima), cefatazidima (referencia
USP), ciprofloxacina (referencia USP), meropenem (materia prima), vancomicina (materia
prima), linezolid (materia prima), gentamicina (referencia USP), ertapenem (materia

prima), cefepime (referencia USP), agua destilada, NaOH 4N.

2.3 Materiales y Equipos

2.3.1 Materiales e instrumental de laboratorio

» Cajas de Petri plastico desechables con tapa.

= Crioviales.
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Tubos de ensayo de vidrio con capacidad de aproximadamente 10mL de tapa lisa
ajustable.

Tubos de plastico Eppendorf™.

Tubos de pléastico Falcon™ de 10mL y 50mL.

Tubos delgados de vidrio con tapa tipo rosca.

Erlenmeyer de fermentacion.

Probetas.

Balones aforados.

Frascos para preparacién de medios de cultivo.

Asas microbiolégicas desechables y/o reutilizables.

Pala desechable y/o reutilizables para plaquear cajas.
Gradillas de plastico tamafio de acuerdo con el tubo empleado.
Filtros Millipore.

Reservorio para medio de cultivo fresco.

2.3.2 Equipos

Espectrofotometro (Spectronic® 20 Genesys).
Incubadora a 37°C.

Nevera de refrigeracion entre 2 'y 8° C.

Nevera de congelacion a -20° C.

Balanza analitica digital.

Balanza digital.

Micropipetas 100-1000ul, 20-200ul, 0.5-10uL con puntas estériles desechables
(Eppendorf™) azules, amarillas y transparentes.
Celdas para espectrofotbmetro desechables (Brand).
Autoclave.

Vortex.

pH metro.

Incubadora con agitacion en bafio de agua.

Bafio termostatado.

Bomba peristaltica (Millipore referencia XX80EL0O05).
Mangueras siliconadas.

Bomba de aire (Xilong AP-005).
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= Reactor para desarrollo del cultivo continuo (Figura 2-6).

2.4 Preparacion del inoculo

De un cultivo conservado de microorganismo se repico en agar Muller Hilton por técnica
de agotamiento y se llevd a incubacion a 37°C por 24 horas para obtener colonias
aisladas. De las colonias aisladas se realizaron siembras masivas en varias cajas de petri
con agar Mdiller Hilton y se llevaron a incubacion a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se agregaron 10mL de solucién de conservacion a las cajas y con un
asa estéril azul tipo pala se recuperé el microorganismo y se fraccioné en crioviales de

2mL, para conservarlos a -20°C.

De uno de los crioviales con microorganismo concentrado, se tomé una fraccién de
0.1mL y se llevé a un tubo falcon para completar a 10 mL con solucién de conservacion,
se mezclé con ayuda del vortex y se ajusté a una transmitancia del 25% a 600 nm en
espectrofotbmetro Spectronic® 20 Genesys. La suspensién se fraccion6é en crioviales
estériles de 2ml y se almacenaron a -20°C. A esta sucesion se le determind la poblacién

bacteriana en UFC/ml mediante recuento en placa.

2.5 Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC)

Con los microorganismos seleccionados se realizé la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria para cada uno con el antibiético Piperacilina/Tazobactam, sabiendo
gue la MIC se define como la concentraciébn minima requerida de un antimicrobiano para
evitar el crecimiento de un microorganismo en una prueba de sensibilidad in vitro (Clinical
and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2012). Para ello, se empled la técnica de
microdilucion en tubos de ensayo pequefios (CLSI, 2012; Lorian, 2005), la cual se explica

brevemente a continuacion:

Primero, se realiz6 la preparacion de una solucion madre de antibiético de Piperacilina/
Tazobactam en una relacion 8:1, respectivamente. La concentracion deseada para el
primer tubo se fij6 en 128 pg/mL con base en los valores esperados de concentracion de
la MIC para cada microorganismo (Lorian, 2005). Para lo anterior se prepar6 una

solucién madre de 1280 pg/mL.
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Posteriormente, en 12 tubos de ensayo lisos con tapa de acero ajustable, correctamente
rotulados con el numero del 1 al 12, se agregd 1 mL de caldo de cultivo MH a cada tubo.
Luego, en el tubo 1 se afiadieron 800uL de caldo MH més y 200uL de la solucién madre
del antibidtico preparada a concentracion de 1280ug/mL, obtiendo un volumen final en el
tubo 1 de 2mL, y con este factor de dilucién se tendria una concentracion de 128ug/mL
en el tubo 1. Después de uniformizar adecuadamente, se procede a realizar la dilucién

seriada del antibidtico del tubo 1 al tubo 10 pasando de a 1 mL y el mililitro sobrante del

tubo 10 se descarta (Figura 2-1).

Figura 2-1: Dilucion seriada. Determinacion de la MIC en medio liquido.
1mL ‘”D\ 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1m|\_ 1mL 1mL
," | f/ \\ ,,/ \ / \ '.- . ’/ s\\ ',- \\ / \\\ "" . ” X
’t \\ / \\\ /,' \\ / \\ ’f \\ i.r \\ l; \\ ’ﬂ \ Jf \‘ “J' \\
i I { ¢ i {
} ’f * Fi', * ffl * rﬂ \* :ﬂ * rﬂf * ,i * !ﬂ * ;' *D "
r
U U U U | | | 9 ) h
128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25
pg/ml pg/mL pg/ml pg/mL pg/mL pg/mL pg/mlL pg/mL pg/ml pg/mL

Fuente: Imagen disefiada para este documento. Esquema ilustrativo de la forma en que se realizé la dilucion del
antibiético, cuando ain no habia agregado microorganismo. El valor debajo de cada tubo corresponde a la concentracion

final de antibiético en este paso.

Con base en lo anterior, la concentracion final de antibiético en cada tubo fue (la
concentracion se da en término de la piperacilina, pero se mantiene el tazobactam en

relacion de 1 por cada 8 de piperacilina) tal como se ilustra en la Figura 2-1.

Una vez se realiz6 la dilucién del antibiético, se procedié a afiadir 1mL del in6culo del
microorganismo a cada tubo. Este fue ajustado para tener una poblacién resultante de
10® UFC/mL, lo que se establecié con base en la suspensiéon de microorganismos con
transmitancia ajustada al 25% explicado en la seccion 2.4. El mililitro de inoculo de
microorganismo, en este caso se afiadié a todos los tubos, del 1 al 12 y se procedi6 a
incubar del tubo 1 al 11 a 37°C por 24 horas y el tubo 12 se almacené en refrigeracion,
de 2 a 8°C, por 24 horas (Figura 2-2). Debido al efecto de dilucién que generd la adiciéon

del volumen de inéculo, se redujo a la mitad la concentracién del antibiotico obtenido en
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la dilucion seriada, alcanzando una nueva concentracion final como se observa en la
Figura 2-2.

Figura 2-2:  Esquema total determinacion de la MIC en tubos.

Incubar 37°C
24 horas Refrigeracion 2-8°C
| 24h
| | I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 12
64 32 16 3 4 2 1 0.5 0.25
pg/mL pg/ml pg/ml pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml
| L 1
Cada tubo: Cada tubo:
1mL caldo MH 1mL caldo MH
1 mL inéculo m.o 1 mL inéculo m.o.
Con antibiético Sin antibiético

Fuente: Imagen disefiada para este documento. En la figura se presentan las condiciones generales del ensayo para
determinacion de la MIC. Siendo los tubos del 1 al 10 los de evaluacion de exposicion del microorganismo al antibiético a
la concentracion que se observa en cada tubo. El tubo 11 corresponde al control positivo de crecimiento ya que solo hay

microorganismo con caldo fresco en incubacion. El tubo 12 es el control de inhibicion de crecimiento ya que contiene

microorganismo en medio de cultivo fresco, pero se almacena en refrigeracion, lo que inhibe el crecimiento del

microorganismo.

Figura 2-3:  Ejemplo crecimiento en determinacion de la MIC en tubos.

Fuente: Imagen disefiada para este documento. Esta figura ilustra un ejemplo de los resultados que se podrian esperar en
el ensayo de determinacién de la MIC en medio liquido. Tubos transltcidos y sin crecimiento (1, 2, 3, 4, 5y 12). Tubos con

crecimiento evidente por determinacion visual de la turbidez (6, 7, 8, 9, 10 y 11).

Pasadas las 24 horas de incubacion, se retiraron los tubos de la temperatura en la que se
encontraban y se observo la turbidez del crecimiento de manera visual. Se debia
confirmar que en el tubo 11 se observara el mayor crecimiento y que el tubo 12 no tuviera
crecimiento (el medio se ve translicido), esto con la intencion de confirmar que los
controles mostraran la viabilidad de las células empleadas en el ensayo y que el Unico

factor que variara el crecimiento fuera el antibidtico. Se esperaba entonces observar
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crecimiento en el tubo 11, que es el control de crecimiento bajo condiciones de
incubacién y en cuanto al tubo 12 se esperaba no observar crecimiento ya que seria el

control de inhibicion de crecimiento por refrigeracion.

Figura 2-4: Ejemplo crecimiento en determinacion de la MIC, siembra en agar.

Fuente: Imagen disefiada para este documento. Esta figura ilustra un ejemplo de los resultados que se podrian esperar en
el ensayo de determinacion de la MIC cuando se pasan a siembra en medio sélido los tubos requeridos. Las siembras de
los tubos que presentaron crecimiento son las de color amarillo (5, 6, 11y 12). Las siembras de los tubos que no
presentaron crecimiento son las de color negro (1, 2, 3y 4). Con estos resultados de ejemplo se ve el crecimiento
adecuado de los controles (11 y 12) lo que confirma la viabilidad celular. La MIC corresponderia a la minima concentracion
de antibidtico del tubo que no creci6é en medio liquido, pero si presenta crecimiento en la siembra en medio sélido, que en

este caso seria la del tubo 5.

Con estas consideraciones se evalud qué tubos tenian crecimiento y se pasé a siembra
sobre agar MH los tubos que no tuvieron crecimiento y el primer tubo con crecimiento

evidente, ademas de los tubos control (11 y 12). Figura 2-3.

Como se observa en el ejemplo ilustrado en la Figura 2-3, se siembra en agar MH los
tubos 1, 2, 3, 4, 5, 6 (primero con crecimiento evidente), 11 y 12. Esta siembra se hace
con un asa, la cual se introduce en el tubo a evaluar y se marca en la caja de agar
mediante una pequefia linea como se puede observar en la Figura 2-4. Posteriormente,
se lleva esta caja a incubacion por 24 horas a 37°C. Al pasar el tiempo, se observa el
crecimiento y la MIC sera la siembra de la concentracion mas baja que crezca en la

siembra de la caja, pero no en el tubo (Figura 2-4).
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2.6 Evaluacion de la Cinética de Crecimiento

2.6.1 Matraz

Los ensayos de cinética de crecimiento empezaron con la inoculacion de microorganismo
en un tubo con 10mL de caldo de cultivo MH fresco y esterilizado previamente. Este tubo
se dej6 en incubacion por 18 horas a 37°C.

Una vez pasadas las 18 horas de incubacion del tubo mencionado previamente, se
tomaron 7.5mL y se dispusieron en un matraz con 150mL de caldo de cultivo MH fresco y
esterilizado previamente. Tan pronto se inoculd el contenido del matraz, se agité y se
tomd 1mL para medir la absorbancia en el tiempo cero. Se llevé el matraz a incubacion
en bafio de agua con agitacién de 160 rpm, a temperatura de 37°C. La medida de
absorbancia se ajustdé a 600nm, tomando como blanco una muestra esterilizada de caldo

de cultivo MH fresco y sin microorganismo.

La medida de absorbancia se realizé durante diferentes puntos en el tiempo, tomando de
a 1mL para cada medicion a 600nm y con los datos obtenidos se construy6 la curva de

crecimiento (en términos de Log A) en funcién del tiempo.

2.6.2 Reactor

Para estos ensayos se realizd lo mismo que en la evaluacién de cinética en el matraz y
cuando el cultivo ya estaba en fase de crecimiento exponencial, se pasé el contenido del
matraz al reactor que ya tenia el caldo de cultivo y se encontraba a temperatura
aproximada de 37°C. Se midi6 la densidad Optica de la muestra, este fue el valor a
tiempo cero. Posteriormente, se tomaron muestras de 1mL cada hora o cada 30 minutos
hasta que se estabiliz6 (se volvid constante, no hubo cambios considerables en la
densidad Optica de la poblacion microbiana). Estos datos sirvieron para conocer de
manera preliminar el comportamiento del cultivo en el reactor, aca, este ultimo funcion6

en modo de lote y no como cultivo continuo (Figura 2-5).
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Figura 2-5: Reactor, funcionamiento en lote.
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Fuente: Imagen disefiada para este documento. En la imagen se detallan los accesorios del reactor para funcionar a modo
de lote. Los mecheros garantizaban la manipulacién en un ambiente que evitara la contaminacion del cultivo. EIl NaOH se
tenia a concentracion 4N y permitia el escape de gas que podia llevar células las cuales eran inactivadas para evitar su

salida al ambiente.

2.7 Desarrollo del Cultivo Continuo

Para el cultivo continuo los ensayos iniciaron de manera similar a la metodologia descrita
en los ensayos de cinética de crecimiento (seccion 2.6), se realiz6 la inoculacién de
microorganismo en un tubo con 10mL de caldo de cultivo MH fresco y esterilizado

previamente. Este tubo se dejo en incubacion por 18 horas a 37°C.

Una vez pasadas las 18 horas de incubacion del tubo mencionado previamente, se
dispusieron 5mL en un matraz con 100mL de caldo de cultivo MH fresco y esterilizado
previamente. Tan pronto se inocul6 el contenido del matraz, se agité y se tom6 1mL para
medir la absorbancia en el tiempo cero. Se llevo el matraz a incubacion en bafio de agua
con agitacion de 160 rpm, a temperatura de 37°C. La medida de absorbancia se ajust6 a
600nm, tomando como blanco una muestra esterilizada de caldo de cultivo MH fresco y

sin microorganismo.
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La medida de absorbancia se realiz6 a diferentes puntos en el tiempo, tomando de a 1mL
para cada medicibn a 600nm y con los datos obtenidos se construyd la curva de
crecimiento (en términos de Log A) en funcion del tiempo. En cuanto se observé que el
microorganismo estaba en zona de crecimiento exponencial (con base en la curva de
cinética de crecimiento se sabia cual era dicho punto) se pasé al reactor y se dejé en
crecimiento en lote (ver seccién 2.6.2), una vez se estabilizd (no habia cambios
importantes de la A), se cambid el modo de funcionamiento del reactor a cultivo continuo

(Figura 2-6) y se dej6 bajo estas condiciones hasta que se estabilizé nuevamente.

Figura 2-6:  Reactor, funcionamiento en cultivo continuo.
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Fuente: Imagen disefiada para este documento. En esta figura se ilustra el reactor y sus accesorios para su empleo en
cultivo continuo. La salida de residuos se hizo a un galén con un filtro esterilizante ajustado para evitar la salida de

microorganismo potencialmente peligrosos al ambiente.

Una vez se alcanzo la estabilidad del cultivo continuo, se dio paso a la administracion de
antibidtico. La administracion del antibiotico se hizo de manera escalonada y esta se
realiz6 ajustando la concentracion del reservorio y del reactor, iniciando al 50% de la MIC
hallada previamente para el microorganismo, pasadas 5 o 4 horas (con base en la
velocidad especifica de crecimiento), si el cultivo seguia estable, se aumentaba al 75%,

pasadas 5 o 4 horas, si continuaba estable se aumentaba a 1MIC y se dejaba alli hasta
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gque se estabilizara. Se tomaron muestras de microorganismo a cada cambio de
condiciones del cultivo para determinacion de la MIC en medio liquido (seccién 2.5) y la
valoracion de la resistencia en medio soélido (seccién 2.8).

2.8 Evaluacion de laresistencia en medio sélido

Adicionalmente a la determinacion de la MIC en medio liquido (seccidn 2.5), se realiz
una evaluacion cualitativa de la resistencia que se generaba en las muestras tomadas

durante el desarrollo del cultivo continuo (seccion 2.7).

Para esto se prepararon cajas de agar MH con una concentracion fija de antibiético
establecida con base en la MIC determinada previamente para cada microorganismo.
Las 4 concentraciones evaluadas fueron 1IMIC, 2MIC, 4MIC y 8MIC.

Una vez preparadas las cajas con concentracion conocida de antibiético, se procedi6 a
inocular el microorganismo, agregando 200uL de la muestra de microorganismo en la
superficie de la caja y se homogenizé sobre la superficie con ayuda de un asa tipo pala.
Se dejo en incubacién a 37°C por 24 horas. Cumplido el tiempo se observo el crecimiento
y se calificé cualitativamente con base en qué tanto crecia. Este ensayo permitia tener un
resultado mas facil y rapido para saber si habia crecimiento de microorganismos que

pudieran sobrevivir a concentraciones mas altas de la MIC del antibi6tico.

2.9 Evaluacion del perfil de resistencia

Una vez se obtuvieron microorganismos mutantes de resistencia en el desarrollo de los
cultivos continuos, se realizé un ensayo por duplicado para medir el perfil de resistencia
de los microorganismos obtenidos frente a otros antibidticos de diferentes grupos
farmacologicos. Lo anterior, mediante la medida de la MIC, empleando la siguiente

metodologia.

Se distribuyeron 100uL de caldo en cada pozo del 2 al 12. Posteriormente, se agregé
100uL de solucion antibiética de concentracion 512ug/mL al pozo 1 y al pozo 2 y se
procedi6 a realizar dilucion seriada del pozo 2 al pozo 10, pasando de a 100uL. Una vez

se habian agregado y diluido segun corresponde cada uno de los antibiéticos, se
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agregaron 100uL de in6culo del microorganismo a todas las filas (A a la H) de la placa
del pozo 1 al 11. En el pozo 12 se agregan 100uL mas de caldo y este fue el control de
esterilidad. Por otro lado, el pozo 11 correspondié al control positivo de crecimiento, ya

gue en este no habia antibidtico.

Figura 2-7:  Esquema determinacion de la MIC en placa de 96 pozos.
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Fuente: Imagen disefiada para este documento. El esquema ilustra el ensayo realizado para evaluar el perfil de resistencia
de los microorganismos. Los pozos del 1 al 10 contenian una concentracion que se presenta de antibidtico. El control 11
era el control positivo de crecimiento ya que solo tenia microorganismo con medio de cultivo y el tubo 12 fue el control de

esterilidad ya que solo tenia medio de cultivo fresco.

La distribucion de los antibidticos se desarroll6 como se indica en la Figura 2-7. Para
cada placa con los antibiéticos a las concentraciones indicadas en la imagen, se agregé

microorganismo a poblacién de 10* UFC/mL.



3.Resultados

3.1 Determinacién previa de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC)

3.1.1 Escherichia coli

Para determinacién de la MIC para la E. coli, se desarrollaron 7 ensayos, cada uno por
triplicado. De estos ensayos la mayoria present6 crecimiento en medio liquido desde el
tubo 5 (concentracion de antibiético con base en la piperacilina de 4ug/ mL) (Figura 3-1.
A). Posteriormente, al confirmar el crecimiento en agar, se vio crecimiento en la siembra
del tubo 4 (Figura 3-1. B), por lo que la MIC hallada experimentalmente para este
microorganismo se consideré alrededor de 8ug/ mL. Los resultados de todas las MIC con
base en los datos obtenidos en todos los ensayos se presentan en la Tabla 3-1.

Figura 3-1: Resultado crecimiento determinacion previa MIC tubos. E. coli.

A: Determinacion de la MIC en los tubos. Se ve turbidez indicativa de crecimiento en los tubos 5, 6, 7, 8, 9, 10y 11. Se
observa translicido sin crecimiento en los tubos 1, 2, 3, 4 y 12. El crecimiento de los controles fue el esperado. B:
Determinacién de la MIC pasando a siembra en medio sélido. Se ve crecimiento en la siembra de los tubos 3, 4, 5, 11y 12.

No se ve crecimiento en los tubos 1y 2. El crecimiento de los controles fue el esperado.
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Tabla 3-1: Resumen datos de la MIC para los ensayos realizados para E. coli.

Tubo
N
b b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | MIC (ug/ mL)
1 e o T 8
2 8
3 = = = e = - 16
4 — 8
5 16
6 —~ | — ] T 16
7 8

a: Tubo de medio de cultivo que se esta revisando (tubos del 1 al 12). b: Ensayo revisado (se realizaron 7 ensayos).
En cada celda, el triangulo superior derecho indica el ensayo en medio liquido y el triangulo inferior izquierdo la siembra
del correspondiente tubo en agar; Si el color es gris indica que no hubo crecimiento, si es blanco quiere decir que ese tubo
no se pas6 a medio sélido y por ende no fue evaluado, si es azul claro indica que si hubo crecimiento en el tubo en medio
liquido y si es azul oscuro indica que si hubo crecimiento en la siembra del tubo en agar. La concentracion del tubo que
presenté crecimiento de la siembra en medio sélido, pero no mostré crecimiento en el tubo en medio liquido fue el valor

determinado como la MIC.

3.1.2 Staphylococcus aureus

Para la determinacion de la MIC para el S. aureus, se desarrollaron 7 ensayos, cada uno
por triplicado. De estos ensayos la mayoria presentd crecimiento en medio liquido desde
el tubo 8 (concentracién de antibiético con base en la piperacilina de 0.5ug/ mL) (Figura
3-2. A). Posteriormente, al confirmar el crecimiento en agar, se vio crecimiento en la
siembra del tubo 7 (Figura 3-2. B), por lo que la MIC hallada experimentalmente para
este microorganismo se considerd alrededor de 1pg/ mL. Los resultados de todas las

MIC con base en los datos obtenidos en todos los ensayos se presentan en la Tabla 3-2.

Figura 3-2:  Resultado crecimiento determinacion previa MIC tubos. S. aureus.

mg&mgm tﬁ&%
i

b

A: Determinacién de la MIC en los tubos. Se ve turbidez indicativa de crecimiento en los tubos 8, 9, 10 y 11. Se observa
translicido sin crecimiento en los tubos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 12. El crecimiento de los controles fue el esperado. B:
Determinacion de la MIC pasando a siembra en medio sdlido. Se ve crecimiento en la siembra de los tubos 7, 8, 11y 12.

No se ve crecimiento en los tubos 1, 2, 3, 4, 5y 6. El crecimiento de los controles fue el esperado.
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Tabla 3-2: Resumen datos de la MIC para los ensayos realizados para S. aureus.

Tubo
a
b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | MIC (ug/mL)
1 1
2 2
3 1
4 No es claro
5 1
6 1
7 1

a: Tubo de medio de cultivo que se esta revisando (tubos del 1 al 12). b: Ensayo revisado (se realizaron 7 ensayos).
En cada celda, el triangulo superior derecho indica el ensayo en medio liquido y el triangulo inferior izquierdo la siembra
del correspondiente tubo en agar; Si el color es gris indica que no hubo crecimiento, si es blanco quiere decir que ese tubo
no se paso6 a medio soélido y por ende no fue evaluado, si es lila indica que si hubo crecimiento en el tubo en medio liquido
y si es morado oscuro indica que si hubo crecimiento en la siembra del tubo en agar. La concentracién del tubo que
presentd crecimiento de la siembra en medio sélido, pero no mostré crecimiento en el tubo en medio liquido fue el valor

determinado como la MIC.

3.2 Evaluaciéon de la Cinética de Crecimiento

3.2.1 Matraz

3.2.1.1 Escherichia coli

Se realizaron tres ensayos, cada uno con muestreos cada hora durante seis horas, y

para el tercer ensayo se realizaron, ademas, muestreos cada media hora. Figura 3-3.

Figura 3-3:  Curvas de crecimiento E. coli.
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Con base en la zona exponencial de las curvas se obtuvieron tres pendientes con valores de: 0,5062 h?, 0,5646 h'y
0,5848 h'. Se calculé promedio de estos tres valores obteniendo: 0,5519 h, con desviacion estandar de 0,0408. Se tiene
p=0,5519 h*
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3.2.1.2 Staphylococcus aureus

Se realizaron tres ensayos, cada uno con muestreos cada media hora. Figura 3-4.

Figura 3-4:  Curvas de crecimiento S. aureus.
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Con base en la zona exponencial de las curvas se obtuvieron tres pendientes con valores de: 0,4718 h't, 0,4812 h'y
0,5005 h'. Se calculé promedio de estos tres valores obteniendo: 0,4845 h, con desviacion estandar de 0,0146. Se tiene
y=0,4845 h!

3.2.2 Reactor

3.2.2.1 Escherichiacoli

Se realizaron tres ensayos, Figura 3-5. Al igual que para el matraz, se determind la
velocidad especifica de crecimiento para el reactor con base en la zona exponencial de
las curvas (Quintero Ramirez, 1990). Empleando la ecuacion 1.4 (seccion 1.5) se calcul6
el flujo para tener el 50% de la velocidad especifica de crecimiento, sabiendo que el

volumen del reactor es de 1L. El valor obtenido para el flujo fue de 258,7 mL/h.

Figura 3-5:  Cinética de crecimiento en reactor. E. coli.
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Se obtuvieron tres pendientes con valores de: 0,4735 h, 0,4980 h'y 0,4771 h. El promedio de estos tres valores es

0,4829 h', con desviacion estandar de 0,0132. Se tiene py=0,4829 h'!
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Adicionalmente, empleando la ecuacion 1.5 se calculé el tiempo de duplicacion (tg) (a una
velocidad especifica de crecimiento del 50%) obteniendo 2,68 h.

3.2.2.2 Staphylococcus aureus

Se realizaron tres ensayos, Figura 3-6. Al igual que para el matraz, se determiné la
velocidad especifica de crecimiento para el reactor con base en la zona exponencial de
las curvas (Quintero Ramirez, 1990). Empleando la ecuacion 1.4 (seccion 1.5) se calculd
el flujo para tener el 50% de la velocidad especifica de crecimiento, sabiendo que el

volumen del reactor es de 1L. El valor obtenido para el flujo fue de 269,5 mL/h.

Figura 3-6:  Cinética de crecimiento en reactor. S. aureus.
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Se obtuvieron tres pendientes con valores de: 0,5887 h*, 0,5940 h' y 0,6021 h. El promedio de estos tres valores es
0,5949 h%, con desviacion estandar de 0,0067. Se tiene p=0,5949 ht

Adicionalmente, empleando la ecuacién 1.5 se calculé el tiempo de duplicacién (tq) (a una

velocidad especifica de crecimiento del 50%) obteniendo 2,57 h.

3.3 Desarrollo del Cultivo Continuo

El reactor disefiado (Figura 3-7) fundamenta su funcionamiento en la administracion
continua de caldo de cultivo, bien fuera fresco o con una concentracion definida de
antibidtico, a un flujo constante, establecido con base en la velocidad especifica de
crecimiento (W). La administracion de medio de cultivo a una tasa de velocidad constante
garantiza que se dé un crecimiento uniforme de la biomasa en el cultivo, es importante
gue el ingreso de medio de cultivo se relacione con el volumen de salida, ya que asi se
mantiene una cantidad de nutrientes constante y se permite el crecimiento estable del

medio de cultivo, el cual puede ser medido por espectrofotometria a 600 nm (Castafieda,
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2019; Feng et al., 2014; Feng et al.,, 2016; Quintero Ramirez, 1990; Spagnolo et al.,
2016; Toprak et al., 2013).

La velocidad especifica de crecimiento se conoce también como la velocidad de
produccién de biomasa y esta relacionada con la velocidad a la que un individuo se
replica y tiene como unidades h, por lo que se relaciona con el flujo al que se pasa el
caldo de cultivo fresco al medio (Castafieda, 2019; Quintero Ramirez, 1990; Toprak et al.,
2013). Ya que la intencion es obtener una cantidad grande de biomasa, se decide fijar la
tasa de flujo al medio como el 50% de velocidad especifica de crecimiento calculada a
partir de la zona de crecimiento exponencial (Seccion 3.2.2.). Estudios similares ya han
empleado tasas de dilucion de 0.3 h** que equivalian a aproximadamente el 40% de p
obteniendo buenos resultados en produccion de biomasa de microorganismos (Feng et
al., 2016).

Figura 3-7:  Partes del reactor.
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Fuente: Imagen disefiada para este documento. Esquema de las partes del reactor. Capacidad de 1L.

El suministro de aire se realiz6 empleando una bomba de aire convencional de pecera
(Xilong AP-005), pasando por una trampa de agua estéril y filtrado para garantizar la
esterilidad del medio. Este bombeo de aire fue constante y adicionalmente, ya que

ingresaba por la parte baja del reactor. Esa mezcla aire-liquido al ser menos densa que
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el cultivo hacia subiera generando la agitacion del medio, promoviendo asi la agitacion
homogénea del mismo, brindando también la ventaja de no requerir de agitacion
mecénica (Castafieda, 2019; Quintero Ramirez, 1990; Toprak et al., 2013).

En relacién con la temperatura se buscé mantenerla alrededor de 37°C mediante el flujo
de agua desde un termostato en tubos de metal hacia el interior del reactor, por lo que se
asume esta temperatura como la temperatura del medio con base en el concepto de
equilibrio térmico (Jiménez y Lemos, 2001). En cuanto al pH, este se fijé en 7.3+0.1 en el
medio de cultivo (Fisher Scientific, 2022a, 2022b). EL medio de cultivo empleado para
todos los ensayos se mantuvo caldo y agar MH ya que permitia proveer los nutrientes
requeridos para el crecimiento Optimo de los microorganismos y es ideal para el

desarrollo de ensayos de sensibilidad antibidtica (Fisher Scientific, 2022a, 2022b).

3.3.1 Escherichia coli

El ensayo de cultivo continuo para este microorganismo a las condiciones anteriormente

descritas se desarroll6 por duplicado.

Figura 3-8: Cambio en el crecimiento del cultivo continuo 1. E. coli.
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En el grafico se observa la densidad 6ptica que se midié en el tiempo. Seccion azul: Administracion de medio de cultivo sin
antibiético. Seccién verde: medio con antibiético aproximadamente al 50% de la MIC. Seccién morada: medio con
antibidtico aproximadamente al 75% de la MIC. Seccién roja: medio con antibiético aproximadamente al 100% de la MIC.
Las flechas con los nimeros indican los puntos en los que se tomaron muestras para determinacién y evaluacion de la
MIC. Muestra 1(a las 15h); Muestra 2(a las 21h); Muestra 3(a las 27h); Muestra 4(a las 29h); Muestra 5(a las 45h); Muestra
5pm(a las 51h); Muestra 7pm(a las 53h).
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Figura 3-9: Cambio en el crecimiento del cultivo continuo 2. E. coli.
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En el grafico se observa la densidad éptica que se midi6 en el tiempo. Seccion verde: Administracion de medio de cultivo
sin antibiotico. Seccion azul: medio con antibiético aproximadamente al 50% de la MIC. Seccién morada: medio con
antibiético aproximadamente al 75% de la MIC. Seccidn roja: medio con antibiético aproximadamente al 100% de la MIC.
Las flechas con los nimeros indican los puntos en los que se tomaron muestras para determinacion y evaluacion de la
MIC. Muestra 1(a las 16h); Muestra 2(a las 22h); Muestra 3(a las 27h); Muestra 4(a las 44h); Muestra 5(a las 50h); Muestra
6(a las 62h).

De las muestras de microorganismos tomadas se realizé recuento en placa para ajustar
las poblaciones y con base en ello se realizé la evaluacién de la MIC en medio liquido (se
emplearon las mismas concentraciones para los tubos, presentadas en la determinacion
previa de la MIC). De los microorganismos cuya medida de la MIC en medio liquido
superaban las concentraciones definidas previamente (Figura 2-2) se realiz6 el ensayo
con la misma metodologia, pero las concentraciones finales de antibiético de los tubos se

cambiaron teniendo como la concentracion del tubo 1=2048 pug/mL (ver Anexo A.).

Adicionalmente a la determinacion de la MIC en medio liquido, se hizo un ensayo para
evaluar el crecimiento de los microorganismos de cada muestra en medio sélido, con

diferentes concentraciones de antibiético segun la MIC.
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Figura 3-10: Cambios en la MIC de las muestras de E. coli.
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Se presenta el valor medido de la MIC en las muestras tomadas en ciertos puntos de tiempo del cultivo continuo. Hay un
cambio evidente de la MIC de hasta 16 veces el valor inicial para el cultivo continuo 1y hasta 32 veces el valor inicial para
el cultivo continuo 2.
Figura 3-11: MIC en medio solido. Cultivo continuo 1. E. coli.
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De la valoracién de la MIC en medio soélido se observa que las muestras tomadas después de la recuperacion de la

densidad 6ptica en el cultivo continuo (Muestras 5, 5p y 7p) hay un crecimiento mas abundante en las cajas con valores de

MIC mas altos. La valoracién se hizo de manera cuantitativa por lo que a mas “+” se valoré6 como crecimiento mas

abundante.
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Figura 3-12: MIC en medio sdlido. Cultivo continuo 2. E. coli.
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De la valoracién de la MIC en medio solido se observa que las muestras tomadas después de la recuperacion de la

densidad 6ptica en el cultivo continuo (Muestras 4, 5y 6) hay un crecimiento mas abundante en las cajas con valores de

MIC mas altos. La valoracioén se hizo de manera cuantitativa por lo que a mas “+” se valoré como crecimiento mas

abundante.

3.3.2 Staphylococcus aureus

El ensayo de cultivo continuo para este microorganismo a las condiciones anteriormente

descritas se desarroll6 por duplicado.

Figura 3-13: Cambio en el crecimiento del cultivo continuo 1. S. aureus.
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En el grafico se observa la densidad 6ptica que se midié en el tiempo. Seccién azul: Administracion de medio de cultivo sin

antibiético. Seccién roja: medio con antibiético aproximadamente al 50% de la MIC. Seccién morada: medio con antibiético
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aproximadamente al 75% de la MIC. Seccion rosada: medio con antibiético aproximadamente al 100% de la MIC. Las
flechas con los nimeros indican los puntos en los que se tomaron muestras para determinacion y evaluacion de la MIC.
Muestra 1(a las 18h); Muestra 2(a las 23h); Muestra 3(a las 28h); Muestra 4(a las 42h); Muestra 5(a las 50h).

Figura 3-14: Cambio en el crecimiento del cultivo continuo 2. S. aureus.
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En el grafico se observa la densidad 6ptica que se midié en el tiempo. Seccién azul: Administracion de medio de cultivo sin
antibidtico. Seccidn roja: medio con antibiético aproximadamente al 50% de la MIC. Seccién morada: medio con antibiético
aproximadamente al 75% de la MIC. Seccion rosada: medio con antibiético aproximadamente al 100% de la MIC. Las
flechas con los nimeros indican los puntos en los que se tomaron muestras para determinacién y evaluacion de la MIC.
Muestra 1(a las 14h); Muestra 2(a las 20h); Muestra 3(a las 25h); Muestra 4(a las 43h); Muestra 5(a las 53h).

De las muestras tomados se realiz6 recuento en placa para ajustar las poblaciones y con
base en ello se realizd la evaluacién de la MIC en medio liquido (se emplearon las
mismas concentraciones para los tubos, presentadas en la determinacién previa de la
MIC).

Adicionalmente a la determinacion de la MIC en medio liquido, se hizo un ensayo para
evaluar el crecimiento de los microorganismos de cada muestra en medio sélido, con

diferentes concentraciones de antibiético segun la MIC.
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Figura 3-15: Cambios en la MIC de las muestras de S. aureus.
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Se presenta el valor medido de la MIC en las muestras tomadas en ciertos puntos de tiempo del cultivo continuo. Hay un

cambio evidente de la MIC de hasta 32 veces el valor inicial tanto para el cultivo continuo 1 como para el cultivo continuo 2.

Figura 3-16: MIC en medio sdlido. Cultivo continuo 1. S. aureus.
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De la valoracién de la MIC en medio solido se observa que las muestras tomadas después de la recuperacion de la
densidad optica en el cultivo continuo (Muestras 4 y 5) hay un crecimiento méas abundante en las cajas con valores de MIC

mas altos. La valoracién se hizo de manera cuantitativa por lo que a mas “+” se valoré como crecimiento mas abundante.
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Figura 3-17: MIC en medio sélido. Cultivo continuo 2. S. aureus.
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De la valoracién de la MIC en medio sélido se observa que las muestras tomadas después de la recuperacion de la
densidad optica en el cultivo continuo (Muestras 4y 5) hay un crecimiento méas abundante en las cajas con valores de MIC

mas altos. La valoracién se hizo de manera cuantitativa por lo que a mas “+” se valoré como crecimiento mas abundante.

3.4 Evaluacion del perfil de resistencia

Una vez se identificaron los microorganismos resistentes de cada ensayo de cultivo
continuo, se realiz6 una evaluacion de la MIC frente a varios agentes antibacterianos
pertenecientes a grupos farmacolégicos variados (ver seccion 2.9.). Se escogieron dos
muestras de los microorganismos resistentes (el criterio de seleccion fue tomar los que
presentaron mayores valores de la MIC) de cada ensayo de cultivo continuo tanto para la
E. coli como para el S. aureus y se compar6 realizando el ensayo también a los
microorganismos iniciales que son sensibles. Los resultados se presentan a

continuacion:
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3.4.1 Escherichia coli

Tabla 3-3: MIC frente a varios antibioticos. E. coli.

MIC (pg/mL)

Amibiétié\/(')“es”a Inicial 1.1 1.2 2.1 2.2
Ceftazidima 8 128 128 256 256
Meropenem 0 2 2 4 4
Ertapenem 0 8 8 16 16

Cefepime 0 16 16 32 32
Gentamicina 2 4 2 2 4
Ciprofloxacina 4 64 64 128 64
Vancomicina 4 32 32 16 16
Linezolid 256 256 256 256 128

Inicial: Son los microorganismos sensibles a Piperacilina/Tazobactam. 1.1 y 1.2: Son muestras de los microorganismos

tomados del cultivo continuo 1 que demostraron ser resistentes. 2.1y 2.2: Son muestras de los microorganismos tomados

3.4.2 Staphylococcus aureus

del cultivo continuo 2 que demostraron ser resistentes.

Tabla 3-4: MIC frente a varios antibibticos. S. aureus.
MIC (ug/mL)

Antibiéti(‘jgs”a Inicial 11 1.2 2.1 2.2
Cefatzidima 16 512 512 512 512
Meropenem 2 16 8 16 16
Ertapenem 2 16 16 16 16

Cefepime 8 64 64 64 64
Gentamicina 2 4 2 4 2
Ciprofloxacina 2 8 8 4 8
Vancomicina 2 2 2 4 4
Linezolid 4 8 8 8 4

Inicial: Son los microorganismos sensibles a Piperacilina/Tazobactam. 1.1 y 1.2: Son muestras de los microorganismos

tomados del cultivo continuo 1 que demostraron ser resistentes. 2.1y 2.2: Son muestras de los microorganismos tomados

del cultivo continuo 2 que demostraron ser resistentes.




4.Discusion

La aparicién de resistencias a antibioticos por parte de las bacterias se ha relacionado ya
con exposiciones a concentraciones por debajo del valor de la concentracion minima
inhibitoria (Feng et al., 2014; Feng et al., 2016; Lee et al., 2010; Spagnolo et al., 2016;
Tonoyan et al., 2019), lo cual se puede dar desde el uso inapropiado de los antibiéticos
bien sea en el ambito hospitalario o ambulatorio e incluso por exposicibn ambiental
secundario al uso de antibiéticos en veterinaria, ganaderia y algunos procesos
industriales. (Barrantes Jiménez et al., 2022; Lopez Pueyoa et al., 2010; OMS, 2016,
2020b).

En este estudio se propuso la utilizacion de una herramienta de cultivo continuo
construida con base en algunos conceptos de ingenieria bioquimica (Castafieda, 2019;
Quintero Ramirez, 1990; Toprak et al., 2013) que permiten el desarrollo de un cultivo
continuo para exponer la bacteria a concentraciones por debajo de la MIC hasta la
estabilizacion del cultivo seguido mediante medidas de densidad 6ptica. Con dicha
herramienta, se logré la obtencion de microorganismos resistentes, confirmado mediante
el cambio en la MIC del comienzo del cultivo hasta que finalizé pasadas
aproximadamente 55 horas, de las cuales mas o menos 40 horas correspondieron a

exposicion antibidtica.

Con base en los resultados de cinética de crecimiento, para los dos microorganismos, y
la etapa inicial de desarrollo de los ensayos de cultivo continuo, se vio que los
microorganismos crecian y se estabilizaban durante la primera noche, estando asi
alrededor de 15 horas en cultivo continuo sin antibiético, con el fin de garantizar un
cultivo estable y con produccién de biomasa adecuada para empezar el ensayo con
antibiético, teniendo la poblacion en estado de meseta (Quintero Ramirez, 1990). Luego

de este punto se empez6 la administracion de antibiético al 50% de MIC. Esta
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administracion de antibibtico se hizo tanto al reactor de manera directa, asegurando una
concentracion final del 50% de la MIC como al reservorio de caldo de cultivo fresco,
observando que en la mayoria de los casos hubo un descenso leve de la poblacién, y
una recuperaciéon rapida de la misma. Una vez estable el medio de cultivo a esta
concentracion de antibidtico, la cual se dio alrededor de las 5 horas, se aument6 la
concentracion al 75% de la MIC y nuevamente se dej6 estabilizar, alcanzando dicho
punto alrededor de las 5 horas. Finalizado este periodo la concentracion se ajusté a 1MIC

y alli se mantuvo por todo el tiempo restante del cultivo continuo.

El dia siguiente, pasadas aproximadamente 15 horas de administracion del antibiético a
concentracion de 1MIC se observaba crecimiento de la poblacién bacteriana luego de un
fuerte descenso. Y hacia las 20 horas del inicio de la administracion del antibiético (mas
de 45 horas de cultivo continuo total) se observaba la estabilizacion o gran crecimiento
del cultivo (Figuras 3-8, 3-9, 3-13, 3-14). Este crecimiento posterior a un fuerte descenso
en la poblacion, se considerd un indicativo en la generacién de microorganismos
mutantes, ya que los microorganismos inicialmente sensibles morian por exposicion al
antibiotico, pero luego lograron adaptarse al medio, replicandose y volviendo a tener una
poblacion masiva y estable en el tiempo (Feng et al., 2014; Feng et al., 2016; Lee et al.,
2010; Tonoyan et al., 2019; Spagnolo et al., 2016). Lo anterior, fue confirmado con la
medida de las MIC, las cuales luego de ese descenso siempre fueron mayores en
comparacion con las muestras tomadas antes de este punto (Figuras 3-10, 3-11, 3-12, 3-
15, 3-16 y 3-17).

Los resultados encontrados son coherentes con lo reportado en literatura (Feng et al.,
2014; Feng et al., 2016; Lee et al., 2010; Tonoyan et al., 2019; Spagnolo et al., 2016), ya
gue era de esperarse que tras una exposicion continua del microorganismo a dosis por
debajo de la MIC se generara la adaptacién de este al medio mediante la mutacion y
resistencia al antibiotico. Por ejemplo, tras exposicion continua a estreptomicina de E. coli
cepa DD1953 sensible se lograron obtener mutantes de resistencia con valores de MIC
mucho mayores a los valores iniciales con 96 horas de cultivo continuo (Spagnolo et al.,
2016). También se ha reportado la generacion de microorganismos resistentes de
Pseudomonas aeruginosa, posteriores a exposicion continua a meropenem o ceftazidima
de hasta 7 dias observando cambios en el valor de la MIC en un factor de 10 a 10,000

dependiendo del antibiético y protocolo evaluado (Feng et al., 2016).
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Con la herramienta propuesta en este trabajo de investigacion, manteniendo las
condiciones indicadas en los resultados y la metodologia de cultivo continuo (ver
secciones 2.7 y 3.3) se logro la generacion de microorganismos mutantes, resistentes a
Piperacilina/ Tazobactam hasta 32 veces mas que las iniciales tanto para E. coli como
para S. aureus, con el desarrollo del cultivo continuo por aproximadamente 55 horas, de
las cuales mas o menos 40 horas correspondieron a exposicion antibiética, lo que es un
tiempo relativamente corto en comparacion otros estudios en los que para obtener
resistencias han indicado tiempos de cultivo continuo que van 96 h (Spagnolo et al.,
2016), pasando por hasta 7 dias (Feng et al., 2016) con producciéon de biomasa de
aproximadamente la capacidad del reactor (microorganismos resistentes) (Feng et al.,
2016; Spagnolo et al., 2016).

La obtencién de este tipo de microorganismos puede resultar de gran interés en diversas
aplicaciones como podria ser el desarrollo de nuevas tecnologias antibi6ticas para el
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos resistentes, la obtencion de
enzimas responsables de proveer resistencia al microorganismo, las cuales podrian ser
empleadas tanto en el ambito de investigacion como industrial o para estudios sobre
resistencia bacteriana que serian de gran importancia considerando el impacto y
gravedad que esta representa en la salud publica a nivel mundial (OMS 2016, 2020a,
2020b, 2020c).

Con respecto a la evaluacion del perfil de resistencia, es interesante observar los valores
obtenidos. Los resultados indican que probablemente el desarrollo de resistencia a
Piperacilina/Tazobactam por parte los microorganismos evaluados (E. coli y S. aureus),
podria brindarles resistencia a otros antibiéticos incluso de familias distintas (Tablas 3-3 y
3-4).

Revisando cada antibiético se compar6 el valor de la MIC obtenido experimentalmente
con los valores reportados para considerar los microorganismos sensibles o resistentes
(resumidos en la tabla 4-1) y se obtuvo que, empezando por ceftazidima para E. coli que
paso de valor de MIC de 8 pg/mL (sensible) a valores de hasta 256 pug/mL (resistente).
Para el S. aureus se vi6 que paso de 16 pg/mL a 512 pg/mL, y aunque 16 pg/mL no se

considera un valor sensible tampoco indica resistencia. No obstante, al observar un
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cambio tan grande en la MIC, se considera que si existe una generacion de resistencia

frente a este antibiético por parte del S. aureus.

Tabla 4-1: MIC antibidticos evaluados (CLSI, 2020; Schumacher et al., 2007).

MIC sensible MIC resistente

Antibidtico Tipo de antibiotico
(ug/mL) (ug/mL) P
Piperacilina/ <16/42 2128/42 B-lactamico
Tazobactam <8/4° >16/4° (peniclina-cebador)
Ceftazidima <8 232 Cefalosporina
tercera generacion
Meropenem <4 216 Carbapenémico
Ertapenem <2 >8 Carbapenémico
Cefepime <8 232 Cefalospormq,
cuarta generacion
Gentamicina <4 216 Aminoglucésido
Ciprofloxacina <1 >4 Fluoroquinolona
Vancomicina <4 232 Glucopéptido
a
Linezolid <ab 1|28 >gb 2-oxazolidona

aAplica solo para E. coli; "Aplica solo para S. aureus.

Para el meropenem evaluado frente a la E. coli, presentaron valores de la MIC que no
pasaron a ser resistentes (de O pg/mL a 2 pg/mL o 4 pg/mL) y aunque hay un cambio
este no es suficiente como para considerarla resistente a este antibiético, se
recomendaria realizar mas ensayos de determinacién de la MIC para este resultado ya
gue al ser una valoracion preliminar pueden obtenerse resultados mas precisos si se
hacen mas ensayos. Con respecto al S. aureus, se observé un cambio en la MIC que

paso de 2 ug/mL (sensible) a 16 pg/mL (resistente)

En relacion con el ertapenem, tanto para E. coli (pasé de 0 ug/mL a 8 pg/mL o0 16 pg/mL)
como para S. aureus (paso de 2 pg/mL a 16 pg/mL) se observaron cambios de la MIC
gue indicaban la generacion de resistencia frente a este antibiético. Situacién similar que
se observo para el cefepime para los dos microorganismos ya que E. coli pas6é de 0
pg/mL a 16 pg/mL o 32 pg/mL y S. aureus paso de 8 pug/mL a 64 pg/mL, por lo que se

observa la generacion de resistencia a este antibiotico.

Los resultados son coherentes si se tiene en cuenta los mecanismos de accién de los

antibiéticos evaluados, ya que se vio un aumento en la MIC medida para los dos
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microorganismos frente a los antibidticos cuyo mecanismo de accion esta relacionado
con la inhibicion de la sintesis de pared por inhibicion de las PBPs como es el caso de
ceftazidima, meropenem, ertapenem y cefepime (Abdelraouf et al., 2020; Calvo y
Martinez, 2009; Chapman y Perry, 2003; Gobernado, 2010; Lagacé-Wien et al., 2014;
Morales, 2003; Shirley, 2018; Zhanel et al., 2013). Lo anterior, era esperable tomando en
cuenta el mecanismo de accion de la piperacilina/ tazobactam (Abdelraouf et al., 2020) y
los mecanismos de resistencia que se han descrito para este antibiético como son:
reduccion en la expresion de porinas de membrana externa, expulsion por bombas de
eflujo y, con mayor frecuencia, la expresiéon de B-lactamasas para las cuales tazobactam
exhibe poca o ninguna actividad inhibidora (Abdelraouf et al., 2020; Santos et al., 2010;
Schechter et al., 2018).

Por otro lado, los resultados obtenidos para los antibiéticos con mecanismo de accion
distinto al de la piperacilina/tazobactam fueron muy interesantes. Empezando por la
gentamicina, que actua a nivel de la inhibicion de la sintesis proteica, mediante la fijacion
a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano (Calvo y Martinez, 2009; Molina et al., 2009),
la cual no present6 ningiin cambio en ninguno de los microorganismos mutados. Ya que
la MIC se mantuvo en promedio tanto para E. coli como para S. aureus en 2 pg/mL que
se considera sensible (CLSI, 2020). Por lo que se podria concluir preliminarmente que el
mecanismo de resistencia de los dos microorganismos no interviene con las estructuras

sobre las que gentamicina tiene accion.

Se observa, respecto a la ciprofloxacina, una fluoroquinolona, que interviene en el
proceso de enrollamiento/desenrollamiento del ADN por inhibicibn de ADN girasa o
topoisomerasa |V (Calvo y Martinez, 2009; Leyva y Leyva, 2008), que mostré cambios en
la MIC que correspondian a valores de MIC resistente para los dos microorganismos
mutantes evaluados. Para E. coli se pas6 de una MIC de 4 pg/mL(resistente) a 64 pg/mL
(resistente) y aunque el valor inicial obtenido ya indicaba un valor de resistencia, el valor
gue se generd es mucho mas alto que el inicial por lo que se considera que hay un efecto
sobre este antibiotico. Con respecto al S. aureus pasoé de 2 pg/mL, que no se considera
sensible, pero tampoco es tan alto como para considerarlo resistente, a 8 pg/mL que se
considera resistente. Por lo que, de nuevo, se podria inferir que hay un efecto sobre la

accion de este antibiotico.
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Posteriormente, al observar lo obtenido para vancomicina, glucopéptido que actia en la
inhibicion de la sintesis de pared celular por inhibicion de la polimerizacién del
peptidoglicano, impidiendo la transferencia del disacérido pentapéptido unido al
transportador lipidico (Calvo y Martinez, 2009; Garza Velasco et al., 2003), se observa
gue en S. aureus no hubo cambios, mantuvo siempre valores de MIC sensible. Sin
embargo, para la E. coli si se obtuvieron valores de MIC resistentes para la mutante. La

MIC pasoé de 4 pg/mL (sensible) a valores de hasta 32 pg/mL(resistente).

Finamente, para linezolid, 2-oxazolidona que genera la inhibicion de la sintesis proteica,
ya que se fija a la subunidad ribosémica 50S, en el centro peptidiltransferasa dentro del
ARN ribosémico 23S (dominio V), distorsionando asi el punto de unién del formilmetionil-
ARNt y evitando la formacion del complejo de iniciacion (Armengol at al., 2020; Clemett y
Markham, 2000; Schumacher et al., 2007), se observa, como se esperaba, que en E. coli
desde el comienzo la actividad fue casi nula (MIC de 256 pg/mL), tal como se indica en
literatura (Schumacher et al., 2007), mientras que para S. aureus se ve el cambio de MIC
de sensible (4 ug/mL) a resistente (8 pg/mL) de acuerdo con los valores encontrados en

los ensayos realizados.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se estableci6 un cultivo continuo al 50% de la velocidad especifica de crecimiento
obteniendo un cultivo estable en produccion de biomasa de microorganismos.
Con la herramienta propuesta, se logré la generacion de microorganismos
mutantes, resistentes a Piperacilina/ Tazobactam hasta 32 veces mas que las
iniciales tanto para E. coli ATCC 25922 como para S. aureus ATCC 29213.

Con el desarrollo del cultivo continuo por aproximadamente 55 horas, de las
cuales mas o menos 40 horas correspondieron a exposicién antibiética, se
lograron obtener los microorganismos mutantes de resistencia.

Con base en la revision preliminar del perfil de resistencia se observa resistencia
cruzada a otros antibiéticos diferentes al empleado en el desarrollo del cultivo
continuo, incluso antibiéticos que no intervienen con el mecanismo de accion de

Piperacilina/Tazobactam.

5.2 Recomendaciones

Para posteriores investigaciones se sugiere:

La revision de cudl es el mecanismo exacto mediante el que los microorganismos
se hicieron resistentes al antibiético bajo evaluacién, por ejemplo, mediante
técnicas de biologia molecular.

Adicionalmente, se consideraria importante también realizar ensayos adicionales
para la evaluacion del perfil de resistencia frente a otros antibioticos que se haya
podido dar, por ejemplo, como la revision preliminar que se presentd en este
trabajo de investigacion, empleando antibiéticos y una cantidad de ensayos
adicionales.






A. Anexo: Evaluacion de la MIC de
las muestras de cultivo continuo de
Escherichia coli

Resultados de los ensayos realizados a las muestras tomadas de los ensayos de cultivo

continuo de E. coli.

Tabla 5-1: MIC en medio liquido medida en muestras de cultivo continuo 1.

Muestra (hora L, . S
Concentracién Minima Inhibitoria
de muestra (h))
8
1 (15h)
pg/mL
8
2(21h)
pg/mL
4
3 (27 h)
pg/mL
4
4 (29 h)
pg/mL
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Mayor

de

5 (45 h)

64ug/

mL
Mayor

5p (51 h) de
P 64ug/

mL
Mayor

7p (53 h) de

p

64ug/

mL

Tabla 5-2: MIC en medio liquido (concentracién modificada) medida en muestras de
cultivo continuo 1.
Muestra
(horade Concentracién Minima Inhibitoria

muestra (h))

5 (45 h)

5p (51 h)

7p (53 h)

128 pg/mL

128 pg/mL

128 pg/mL
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Escherichia coli

Tabla 5-3: Valoracion de la resistencia en medio sélido de muestras de cultivo
continuo 1.

Muestra 1IMIC 2MIC 4AMIC 8MIC

5p

p
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Tabla 5-4: MIC en medio liquido medida en muestras de cultivo continuo 2.

Muestra
(horade Concentracién Minima Inhibitoria
muestra (h))
r o
gt BUR T ,
- ’ plllf L. (C
1 (16 h) ;m*;w. o .-_u_, o Amul; 8 ng/mL
e e ke Sl | VWP“‘*V (N
2(22h) 8 pg/mL
3 (27 h) 8 pg/mL
Mayor de
4 (44 h)
64ug/mL
Mayor de
5 (50 h)
64ug/mL
Mayor de
6 (62 h)
64pg/mL




Anexo A. Evaluacion de la MIC de las muestras de cultivo continuo de 53
Escherichia coli

Tabla 5-5: MIC en medio liquido (concentracion modificada) medida en muestras de
cultivo continuo 2.

Muestra
(horade Concentracién Minima Inhibitoria
muestra (h))

4 (44 h) 256 pg/mL

5 (50 h) 256 ug/mL
1 e .~ |

6 (62 h) VORI R et g e AW"C"’M!M A 256 pg/mL
| , pal. hes W &

Tabla 5-6: Valoracion de la resistencia en medio sélido de muestras de cultivo
continuo 2.

Muestra IMIC 2MIC 4MIC 8MIC
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B.

Anexo: Evaluacion de la MIC de

las muestras de cultivo continuo de
Staphylococcus aureus

Resultados de los ensayos realizados a las muestras tomadas de los ensayos de cultivo

continuo de S. aureus.

Tabla 5-7: MIC en medio liquido medida en muestras de cultivo continuo 1.
Muestra
(horade Concentracion Minima Inhibitoria

muestra (h))

1 (18 h)

2 (23 h)

3 (28 h)

4 (42 h)

|

< LA — G
r “ .' ﬁ-“"‘"ﬂ n"u "‘"

Y W8 )
" e

%J\‘

2 pg/mL

4 pg/mL

4 pg/mL

32 pug/mL
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5 (50 h) 32pg/mL

Tabla 5-8: Valoracion de la resistencia en medio solido de muestras de cultivo
continuo 1.

Muestra 1MIC 2MIC 4MIC 8MIC
1 : :




Anexo B. Evaluacién de la MIC de las muestras de cultivo continuo de 57
Staphylococcus aureus
Tabla 5-9: MIC en medio liquido medida en muestras de cultivo continuo 2.
Muestra
(horade Concentracién Minima Inhibitoria
muestra (h))
1(14h) 2 ug/mL
2 (20 h) 2 ug/mL
3(25h) Tl s O R e --mii%.m\-aa 2 ug/mL
. as =3 ; ! - R ' 1
4 (43 h) 32 pg/mL
5(53h) 32 pg/mL
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Tabla 5-10: Valoracion de la resistencia en medio s6lido de muestras de cultivo
continuo 2.

Muestra 1IMIC 2MIC 4AMIC 8MIC

J
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