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DETERMINACION In vitro DEL EFECTO DE LA COMBINACION DE AMIKACINA
Y TRIMETOPRIM-SULFAMETOXAZOL SOBRE Nocardia brasiliensis

INTRODUCCION

Nocardia brasiliensis es un actinomiceto aerobio, actualmente situado en la seccion
26  (Nocardioform Actinomycetes} de la clasificacion oficial de Bergey (1) presenta
propiedades similares a las de un hongo verdadero: forma filamentos microsifonados y
tabicados que se fragmentan produciendo bacilos irregulares y células cocoides. Es un
organismo grampositivo y parcialmente acido alcohol resistente. Crece dando colonias
blancas o naranjas de forma acuminada o surcada dando el aspecto de una “palomita de

maiz". Es el agente etioldgico de mas del 90% de los micetomas en México (2,3).

El micetoma es un sindrome anatomoclinico de lesiones localizadas, generalmente no
dolorosas, deformantes y fistulizadas, de donde drena un exudado filante que contiene las
formas parasitarias denominadas “granos” , que son masas compactas de micelio. La triada

de tumefaccion , senos drenantes y granos, es usada para definir ef término micetoma.

Los agentes etiologicos del micetoma son diversos actinomicetos aerobios , en cuyo
caso es llamado micetoma actinomicético; y hongos verdaderos, denominandose micetoma

eumicético.



Dentro de los actinomicetos productores de micetoma se encuentra ademas de
Nocardia brasiliensis, a Nocardia asteroides, Nocardia ofitis-caviarum, Actinomadura
madurae, Actinomadura pelletieri, Streptomyces somaliensis y Pseudoalescheria boydii,
Acremonium sp. En los eumicetos, Madurella mycetomatis, Madurella grisea,

Leptosphaeria tompkinsii, Piranochaeta romeroi, son los agentes causales mds frecuentes.

Los granos formados por cada uno de estos agentes, pueden ser microscépicos como
los de Nocardia, o ser visibles a simple vista como los de Actinomadura madurae vy los
eumicéticos. observandose diferencias en tamaio, color y forma, caracteristicas que pueden

ser utilizadas para el diagnoéstico de la especie.

El micetoma se presenta en zonas geograficas definidas: por lo general comprendidas
cerca del tropico de Cancer, donde existen los climas subtropical y tropical y una
precipitacion pluvial anual entre 500 y 1,000 mim y rangos de temperatura entre 10-20°C y
20-409C , que constituyen las condiciones climatologicas necesarias para el desarrolio de los
agentes etioldgicos (2,3). A nivel mundial Sudin parece tener el mas alto nimero de
pacientes con esta enfermedad, seguido de Senegal, Nigeria, Chad y Niger; en Asia se
presenta principalmente en toda la India, y en el Continente Americano se ha reportado en
varios paises, predominando en México, Venezuela, Brasil, Argentina y el Salvador (2-4).
En México, la ciudad de Monterrey , Nuevo Leon ocupa el primer lugar en incidencia,

seguida de los estados de San Luis Potosi, Coahuila, Zacatecas y el Distrito Federal (3).
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Todos los agéntes causantes de micetoma son saprofitos o patdgenos de plantas que
se encuentran en desechos vegetales , espinas, etc., en especial se han relacionado con las
espinas de las acacias, y introduciéndose a la dermis a través de abrasion o punturas. Se ha
observado que afecta principalmente a adultos jévenes masculinos, esto probablemente por
razones ocupacionales, siendo por ello el campesino el individuo mas frecuentemente

afectado.

La mayor parte de los casos se presentan principalmente en el pie, seguido de ia
pierna, rodillas, huecos popliteos, muslo, cadera, nalgas, area genital e inclusive en la region
penanal, esta ultima forma, quizé por la costumbre que tienen cierias personas de realizar la
limpieza anal con veéetales. La segunda localizacion en frecuencia es en espalda y la nuca,
seguida por los miembros superiores, también se han reportado en torax, escroto, vulva,

cara y craneo, esta ultima presentacion tiene un mal pronéstico (3).

La tendencia a afectar al hueso subyacente depende del agente etiologico, tendiendo
por lo regular a destruir los huesos pequefios , como las falanges metatarsianzs, huesos del
carpo, rotulas, vértebras, etc. Los agentes actinomicéticos tienen mayor tendencia a
diseminarse y provocar lesiones secundarias y esto es particularmente cierto para Nocardia

brasiliensis.
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En trabajos previos se ha reportado la deficiencia en Ja inmunidad de tipo celular en
los pacientes con diagnostico de micetoma (5,6) , pero en un trabajo recientemente
publicado por Fung-Bonifaz, se ha demostrado que el estado inmure del paciente con

micetoma actinomicético, practicamente es similar al de individuos sanos (7).

Aunque ¢l micetoma no es una causa de alta mortalidad, m es un problema de salud
piblica, es de suma importancia por la invalidez que puede generar en el miembro que
afecta. Por ello es importante que el agente causal del micetoma sea determinado para iniciar
un tratamiento especifico. Entre los agentes antifingicos que se empiean en [a qiomioterapia
del micetoma eumicdsico, se encuentran la anfotericina B y los imidazoles El
actinomicetoma es mas facil de tratar que el eumicetoma, sin embargo, el tratamiento se
hace dificil por la incapacidad de las drogas para penetrar a areas fibrosas en concentracion
suficiente para ichibir a la bacteria. Por esta razon el tratamiento del micetoma

actinomicético varia actualmente de tres meses hasta varios afios.

En el micetoma actinomicético se han usado como tratamiento las sulfas, como la
sulfanilamida, el Diamino dimetil sulfoxido (DDS) solo o en combinacién con otros
antimicrobianos; el sulfisoxazol , la sulfametoxipiridazina, el sulfametoxazol combinado con
trimetoprim ;las tetraciclinas se han utilizado ocasionalmente, principalmente la
oxitetraciclina y la minociclina. La estreptomicina se ha usado en combinacion con DDS |
trimetoprim-sulfametoxazol y también con rifampicina
Drogas antituberculosas como la isoniazida y la rifampicina, han sido también utilizadas con
eéxito variable (9-19). La amikacina se ha utilizado con excelentes resultados.

Durante el tratamiento del actinomicetoma, diversas cepas se han encontrado
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resistentes al tratamiento convencional, y siendo Nocardia el agente etioldgico de la mayor
parte de los micetomas actinomicéticos en nuestro pais, es importante mencionar que se han
probado numerosas drogas y sus combinaciones tanto /n vivo como In vitro contra esta

bacteria (37-41).

La mayoria de los estudios de susceptibilidad a antimicrobianos realizados sobre el
genero Nocardia se ilan llevado a cabo en Nocardia asteroides , aislada de pacientes con
abscesos nocardidsicos ~de pulmoén, pero pocos estudios han sido descritos sobre
susceptibilidad de Nocardia brasiliensis obtemda de actinomicetomas.

De acuerdo a estos reportes, el género Nocardia presenta muy poca susceptibilidad /n vitro
a las penicilinas y cefalosporinas (26,29) y una susceptibilidad variable a los aminoglicésidos
(27,28) ; es muy susceptible a los andlogos de las tetraciclinas , principaimente a la
minociclina (31-34). Se ha reportado también que la combinacion /n vitro de entromicina

con ampicifina tiene un efecto inhibidor sinérgico (20).

Nocardia presenta una aita susceptibilidad a diversas cefalosporinas (24) a
ciprofloxacin-imipenem y acido fusidico (22). Varias cepas se han encontrado resistentes a la
combinacion /n vitro de trimetoprim y sulfametoxazol (31). Una carboxiquinolona
denominada PD 117558 es sumamente activa contra el género Nocardia (36). Varios
reportes de estudio de susceptibilidad a antimicrobianos del género Nocardia coinciden en
indicar que amikacina tiene una actividad muy alta /n vitro a concentraciones muy pequeiias,
contra aproximadamente el 90% de las cepas probadas de Nocardia .(21-23,25,30).

En 1983 se reportd ¢l estudio /n vitro de las actividades de Amikacina e Imipenem

combinados con otros antibiéticos, incluyendo Trimetoprnim-Sulfametoxazol, en 26 cepas de
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En 1983 se reporto el estudio /n vitro de las actividades de Amikacina e Imipenem
combinados con otros antibidticos, incluyendo Trimetoprim-Sulfametoxazol, en 26 cepas de
Nocardia asteroides, donde se observo sinergismo en el 83% de las cepas probadas para la

combinacion Amikacina y Trimetoprim-Sulfametoxazol (28).

Welsh y cols. reportaron el uso de la combinacién de amikacina con Trimetoprim-
sulfametoxazol, y solamente con amikacina, en el tratamiento de pacientes con diagnostico.
de micetoma actinomicético causado por Nocardia brasiliensis que habian tenido una pobre
respuesta a la terapia tradicionalmente usada, y que tenian un alto riesgo de diseminacion a
organos importantes , observandose la remisidn clinica y bacteriologica de todos fos
pacientes tratados en 1 a 3 ciclos de tratamiento, correspondiendo a 5 semanas de duracién

para cada ciclo (35).

El Trimetoprim, el Sulfametoxazol y la Amikacina, actian a diferentes niveles sobre
el metabolismo bacteriano alterando su viabilidad. Las sulfonamidas actGan antagonizando
competitivamente al acido para-aminobenzoico (PABA) impidiendo asi la utilizacion normal
de PABA por la bacteria, inhibiendo su desarrollo al impedir que el PABA sea incorporado a

la molécula del acido pteroilglutamico (APG),(43).
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Los organismos sensibles son aquellos que deben sintetizar su propio APG , en tanto
que las bacterias que no necesitan de este acida o que pueden utilizar acido pteroilglutamico
preformado no son afectadas por las sulfonamidas . Aunque estos agentes inhiben
inmediatamente la sintesis de APG , su efecto sobre las bacterias no se manifiesta hasta que
ha transcurrido un lapso que corresponde a varias divisiones celulares, se supone que en este

tiempo se agota el APG almacenado (42-44).

Por otra parte el Trimetoprim una diaminopirimidina, es un inhibidor poderoso y
selectivo de la dihidrofolato reductasa microbiana, enzima que reduce el dihidrofolato a
tetrahidrefolato; es esta forma reducida del acido folico la necesaria para reacciones de
transferencia de carbono, actuando con un efecto superaditivo al combinarsele con el
Sulfametoxazol; por lo tanto, la actividad antimicrobiana de la combinacién del trimetoprim
y ¢l Sulfametoxazol resulta de sus interacciones en dos etapas suscesivas de la via enzimatica
para la sintesis de tefrahidrofo]ato; la sulfonamida inhibiendo la incorporacion de PABA en
el acido folico y el Trimetoprim inhibiendo la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato,
esencial para la transferencia de carbono, en especial en la sintesis de timidilato a partir de

desoxiuridilato (42).

La Amikacina es un antimicrobiano aminoglucosido semisintético, derivado de la
Kanamicina. Los aminoglucosidos consisten en dos o mas aminoazicares unidos por enlace
glucosidico a un nocleo de hexosa o aminociclitol, generalmente central. Esta hexosa o
aminociclitol es estreptidina, caracteristica de todos los aminoglucosidos. Las familias de los

aminoglucosidos se distinguen por los aminoaziicares unidos al aminociclitol.
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En la familia de la Kanamicina que incluye Kanamicina A y B, amikacina y tobramicina, dos

aminoazicares se unen a una estreptamina, (44).

Los aminoglucosidos actuan sobre la sintesis de proteinas , a nivel de la subunidad
pequefia del ribosoma (43). La subunidad pequefia del ribosoma consta de 21 moléculas
proteicas de diferentes pesos moleculares que oscitan entre los 10,700 y 65,000 d , las
cuales se han designado como S1 a §21. Los aminoglucésidos se asocian irreversiblemente a
la proteina S12 y a otras como S3, S5, 89, S14 y S10; este es primer paso de la inhibicion,
luego el aminoglucésido bloquea la actividad normal del complejo de iniciacion de la
formacion del péptido (RNAm -formilmetionina-RNAt), a continuacion ¢l RNAm es
traducido mal sobre la "region de reconocimiento" del ribosoma y como resultado se inserta
un aminoacido equivocado en el interior del péptido produciéndose una proteina no
funcional (45-47). La insercion del aminogluctsido en la subunidad pequeiia del ribosoma,
resulta en la demolicidn de los polisomas y su separacién en monosomas, incapaces de llevar
a cabo [a sintesis proteica. Estas actividades ocurren mas o menos simultaneamente y el

efecto global es por lo general un evento irreversible que destruye a la célula bactenana.

Los antimicrobianos antes mencionados, son potencialmente toxicos, y entre los
efectos secundarios relativos al uso de las Sulfonamidas se encuentran la fiebre
medicamentosa y los efectos sobre la sangre, médula osea, rifiones, higado, piel y nervios
periféricos. Los aminoglicosidos son potencialmente oto y nefrotoxicos con efectos
generalmente irreversibles (43); por ello, entre las razones técnicas del uso de la terapia por
combinaciones se encuentra, no solo el encontrar finalmente, un efecto bactericida sino

también la disminucidn de la toxicidad secundaria al reducir la dosis.
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Dado el hecho de que se presenta una completa remision tanto clinica como
bacteriolégica en los pacientes con micetoma actinomicético causado por Nocardia
brasiliensis al ser tratados con la combinacién de Amikacina y Trimetoprim-Sulfametoxazol
(35), y debido a que ya ha sido demostrado previamente un efecto sinérgico de esta
combinacion sobre cepas de Nocardia astervides aisladas de pacientes con nocardiosis
pulmonar (28),se deduce que es posible que la combinacion de estos antimicrobianos fn
vitro, resulte en un efecto superaditivo (sinérgico) de los efectos inhibitorios individuales,

cuando se prueban sobre Nocardia brasiliensis.



HIPOTESIS DE TRABAJO

Existe un efecto inhibitorio de tipo sinérgico entre los antimicrobianos Amikacina y
Trmetoprim-Sulfametoxazol cuando actan combinados sobre cepas susceptibles de

Nocardia brasiliensis.

17
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OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar 1a susceptibiidad de diferentes cepas de Nocardia brasiliensis aisladas
pacientes con diagnostico de micetoma actinomicético frente a Amikacina y a

Trimetoprim-Sulfametoxazol (TMP-SMZ).

Medir el efecto inhibitorio de la combinacion /n vitre de ambos antimicrobianos en

distintas proporciones sobre la viabilidad de Nocardia brasiliensis.

Determinar ¢l efecto de la combinacion de estos antimicrobianos en la cinética de una

curva de Muerte bacteriana de una suspension de Nocardia brasiliensis.

18



MATERIAL Y METODOS

1.- Recuperacion de las cepas y preparacion de las suspensiones bacterianas.

Las cepas de Nocardia brasiliensis utilizadas para este estudio fueron aisladas en el
Departamento de Microbiologia, area Micologia, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon, de pacientes con diagnostico clinico y
bacteriologico de micetoma actinomicético que asistieron a consulta al departamento de
Demmatologia del Hospital "Dr. José Eleuterio Gonzalez", ¢ identificadas como Nocardia
brasiliensis basindose en las caracteristicas de crecimiento y tincion y la habilidad del
organismo para hidrolizar caseina y tirosina y licuar la gelatina. Todas las cepas se

conservaron en agar Sabouraud con aceite mineral para su posterior estudio.

Se sembrd una asada del crecimiento bacteriano del cultivo en 5 ml de caldo BHI
que contenia perlas de vidrio de 0.5 mm y se mantuvo a 370C durante 72 hrs mezclando en
el vortex diariamente por espacio de 30 segundos. Con hisopos estériles cada una de las
cepas fue resembrada a botellas que contenian agar Sabouraud inclinado y se incubaron a

370C hasta que se observé un denso desarrollo en la superficie del agar.

Cada cepa entonces fue resembrada a tubos con 5ml de caldo Mueller-Hinton con
0.02% de tween 80 como agente surfactante y perlas de vidrio de 0.5mm de diametro y se
incubaron a 370C en agitacién continua , agitando en vortex diariamente 2 o 3 veces por
espacio de 30 segundos cada cepa para favorecer la obtencion de suspensiones celulares.

Transcurridas 72 hrs de cultivo, las cepas fueron resembradas a tubos con § mi de caldo

19



Mueller-Hinton fresco con 0.02% de tween 80 y perlas de vidrio de 0.5mm de didmetro, los
cultivos se mantuvieron a 370C en agitacion continua por espacio de 72 hrs | agitando 2 a 3
veces cada cultivo en un vortex por 30 segundos. Las suspensiones obtenidas contenian
fragmentos grandes que fueron descartados centrifugando cada cultivo a 900 g y tomando el
sobrenadante que se lavo con solucion salina esténl en una ocasion y luego fue resuspendido
en solucion salina estéril. Esta fue la suspension de trabajo de cada una de las cepas

(20,28,48,49.51).

2.- Determinacion de la CMI para Amikacina y Trimetoprim Sulfametoxazol en cepas de

Nocardia brasiliensis.

I.- Preparacion de los antibiéticos.

Se prepard una solucion stock de cada antibiético, para ello fue tomada en cuenta la
actividad antimicrobiana que se indica en cada Jote. La Amikacina se disuelve
ficilmente en agua tridestilada a temperatura ambiente. El Trimetoprim y el
Sulfametoxazol se prepararon en urpa proporcion de 1:5 respectivamente,

disolviéndose en 5 ml de Dimetil Sulfoxido.

II.- Preparacion de los medios de cultivo con antibidticos.

A partir de la solucion stock de cada uno de los antimicrobianos se realizaron
diluciones seriadas 1:2 para obtener el rango de concentracionres deseadas para cada
antimicrobiano. El rango de concentraciones finales (en el agar) utilizadas para
amikacina fie de 0.25ug/ml-32ug/ml (22) y para Trimetoprim-Sulfametozaxol (1:5)
es de 1.6ug/ml-200ug/ml (20). Los puntos de corte son los recomendados por

NCCLS (The National Commitee for Clinical Laboratory Standars ,1985).
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La cantidad de agar necesaria para realizar triplicados de cada dilucién de
antimicrobianos se distribuy® en matraces, y se esterilizo en autoclave; una vez que
se llegd a una temperatura apropiada cada dilucion de los antibioticos contenida en 5
mi de caldo Mueller-Hinton fue afiadida al agar contenido en los matraces, en
cantidad apropiada para obtener la concentracién final deseada (técnica
estandarizada en el Departamento de Microbiologia, Faculiad de Medicina.
UANL).

El contenido de cada matraz se distribuyé en tres placas y se permitic que

solidificara.

II1.- Preparacion de las suspensiones de Nocardia brasiliensis e inoculacion

sobre as placas conteniendo los antimicrobianos.

Las suspensiones obtenidas anteriormente de todas las cepas de Nocardia
brasiliensis fueron llevadas a primera transparencia en solucion salina estéril
tomando como referencia el Nefelometro de Mc-Farland # 0.5 , que corresponde
a 1 x 108 UFC/ml. Cada una de las cepas fue colocada en un pozo apropiado de
la placa contendora def replicador de Steers previamente esterilizada al horno, y
luego el mncculo fue tomado con la placa replicadora y transferida a la superficie
del agar conteniendo la dilucion del antimicrobiano correspondiente. Se
inocularon placas control (sin antimicrobiano) para cada serie de diluciones (48).
Una vez inoculadas las placas fueron mantenidas a 370C hasta por 5 dias para
observar los resultados.

Escherichia coli ATCC 25922 fue incluida como control.



3.-Determirnacion del efecto de la combinacién de Amikacina vy Trimetoprim-

Sulfametoxazol

Una vez obtenida la CMI para cada cepa , se usaron como referencia para determinar
¢l rango de concentraciones que serd usado para realizar todas las combinaciones posibles de

los antimicrobianos.

El esquema formado por cada una de las combinaciones posibles de los
antimicrobianos se denomina" Patron Cruzado de Concentraciones”, (Chequerboard)
(50,52).

La preparacion de .las placas conteniendo cada una de estas combinaciones de los
antibidticos se levo acabo de la misma manera en que se hizo para un solo antimicrobiano ,
realizando los calculos pertinentes para mantener la concentracion adecuada de los
antimicrobianocs en el agar.

El rango de concentraciones usadas para realizar esta prueba con Amikacina fue 0.25ug/ml-

8.0ug/ml y para Trimetoprim-Sulfametoxazol 1:5 fue de 0.06ug/m!-8.0 ug/ml

Las suspensiones bacterianas fueron llevadas a primera transparencia tomando como
referencia ¢l Nefefometro de Mc-Farland #0.5 que corresponde a 1.5 x 10 8 UFC/ml, y
fueron inoculadas sobre las placas con la combinacion de los antimicrobianos con ayuda del
replicador de Steers.

Los resultados del efecto producido por la combinacion de los antimicrabianos sobre

las cepas de Nocardia brasiliensis, se determinaron a las 72 hrs de incubacién a 37 0 C.
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Para determinar si existe evidencia de inhibicion sinergistica, los resultados son
expresados graficamente en un ISOBOLOGRAMA (tanto en las ordenadas como en flas
abscisas las unidades de medida son ug/ml ),{52). Para construir un Isobolograma, la CMI
para una droga es graficada en la escala horizontal y el mismo punto final para la otra droga
sola es graficada en !.a escala vertical, usando escalas aritméticas que interceptan en el valor
cero. Por cada concentracién de antimicrobiano localizado en la escala horizontal, se
determina una CMI del antimicrobiano en la escala vertical en el Isobolograma. El
sinergismo esta indicado por una isobolograma con una linea curvada o combada en
direccion al punto de interjeccion de los gjes vertical y horizontal. Una linea recta representa
un isobolograma que indica un efecto aditivo entre los dos antimicrobianos. El antagonismo
esta indicado por un isobolograma que se arquea hacia arriba alejandose del punto de

interjeccion.

4. Curva de Muerte Bacteriana

Se preparé una suspension bactertana de diferentes cepas de la misma manera en que
fue preparada para la obtencién de la CMI: a partir del mcdid de conservacion las cepas
fueron resembradas a 5 ml de caldo BHI con perlas de vidrio 0.5mm de diametro y luego de
72 hrs de incubacion a 370C, se sembraron en agar Sabouraud inchnado y se permitié que se
desarrollaran; con asa de platino, la cepas se inocularon en caldo Mueller-Hinton con 0.02%
de Tween 80 y perlas de vidrio 0.5 mm de didmetro y se incubaron por 72 hrs en agitacién
continua y mezclando en Vortex diariamente 2 o 3 veces por espacio de 30 minutos. Se
realizd una resiembra de los sobrenadantes a un tubo con 5Smj de caldo BHI fresco, Tween
80 y perlas de wvidrio, incubandose igualmente y mezclando diariamente. Después de las 72

hrs de incubacion el cultivo se centrifugd y los sobrenadantes se lavaron en solucion salina
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fisiologica estéril (SSE) por centrifugacion a 900 xg ,se resuspendieron con nueva SSE ¥ se
igualaron al tubo No. 1 del Nefelometro de Mc-Farland, que corresponde a 3.0 x 108
UFC/mi.

La suspension bacteriana de trabajo de cada cepa probada se inoculé a un matraz
conteniendo 50 ml de caldo Mueller-Hinton, y 40 perlas de vidrio de diametro 0.5 mm, en
un volumen adecuado para tener una concentracién final de la bacteria igual a 1 x 106

UFC/ml.

Se probaron concentraciones inhibitorias iguales a la CMI de Amikacina,
Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5) y la combinacion de ambos para cada cepa, al igual que

concentraciones subinhibitorias de cada antimicrobiano de la siguiente manera:

Se utilizaron las cepas 13 y 38 de Nocardia brasiliensis, en las cuales se observo
susceptibilidad con combinaciones que presentaron un efecto sinérgico en la inhibicion
bacteriana. Ademas se utilizé6 la cepa 91 para la cual fa combinacion de Amikacina y
Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5) solo resultd en una accion aditiva, con el fin de observar
la diferencia en la cinética de la muerte bacteriana con respecto a fa cinética de las cepas

para las cuales esta combinacién mostré sinergismo.



Para la cepa 13 se utilizaron las siguientes concentraciones:
-Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5)

4 ug/ml, CMI

2 ug/ml, concentracion subinhibitoria.
-Amikacina

2 ug/mi, CMI

1 ug/mi, concentracion subinhibitoria.
-Amikacina/Trimetoprim-Suifametoxazol(1:5)

1.0 ug/ml Amikacina + 0.0625 ug/m! Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5), CML

0.5 ug/ml Amikacina + 0,25 ug/ml Trimetoprim-sulfametoxazol (1:5), concentracion

subinhibitoria.

Para la cepa 38 se utilizaron las siguientes concentraciones:
-Trimetoprim-Sulfametoxazol(1:5)

4 ug/mi, CMI.

2 ug/ml, concentracion subinhibitoria
-Amikacina

2 ug/ml, CML

1 ug/ml, concentracion subinhibitoria.
-Amikacina/Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5)

0.5 ug/ml Amikacina + 0.0625 ug/ml Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5),CMI

0.25 ug/ml Amikacina + 1.0 ug/m! Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5), cancentracion

subinhibitoria.
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Para [a cepa 91 se utilizaron las siguientes concentraciones:
-Trimetoprim-Sulfametoxazol(1:5)

4 ug/ml,CMI.

2 ug/ml,concentracion subinhibitoria.
-Amikacina

2 ug/ml,CMIL

1 ug/ml,concentracion subinhibitoria.
-Amikacina/Trimetoprim-Sulfametozaxol(1.5)

0.5 ug/ml Amikacina + 2 ug/mi Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5),CMI.

0.25u/ml Amikacina + 1 ug/mi Trimetoprim-Sulfamtoxazol(1:5)

concentracion subinhibitoria.

Antes de afadir el (los) antimicrobianos se tomd una muestra de cada matraz a la
hora 0, y luego una a las 2,4,6,8,24.48 y 72 hrs, después de haber afiadido el (los)
antibidticos . De cada una de las muestras tomadas a las diferentes horas se realizaron
diluciones seriadas decimales y se realizaron fas cuentas bacterianas en cajas de Petri con
agar BHI (52). Esto se hizo por triplicado utilizando el método de extension con varilla. Los
resultados se graficaron para determinar e} efecto de cada uno de los antimicrobianos y su
combinacion sobre cada cepa probada con relacion al tiempo ( cinética de la curva de muerte

bacteriana:).



RESULTADOS

1.-Determinacion de la CMI para Amikacina y Trimetoprim-Sulfametoxazol en cepas de

Nocardia brasiliensis.
Interpretacion:
Una capa densa de crecimiento o mas de una colonia, se considera evidencia del que
el antimicrobiano fallé para inhibir el crecimiento bacteriano a esa concentracion.
La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es la concentracion mas pequefia del antibiotico

que fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.

Como puede observarse en la Tabla No. [, 29 cepas fueron inhibidas por una CMI
de amikacina igual a-2.00 ug/ml; solamente una cepa, todas las cepas fueron inhibidas por
una CMI de Amikacina igual a 4.00 ug/mi y 7 de ellas, , fueron inhibidas por una CMI de
Amikacina igual a 1.00ug/ml. Igualmente las 30 cepas probadas en su susceptibilidad a
Trimetoprim-Sulfametoxazol (1:5), muestran ser inhibidas por una CMI de TMP-
SMZ(1:5)igual a 4.00ug/mi, 7 cepas por una CMI de TMP-SMZ igual a 2.00ug/mi y solo
dos cepas por una CMI de TMP-SMZ igual a 1,00ug/ml.

27
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2.- Determinacion del efecto de Ia combinacion de Amikacina Trimetoprint-

Sulfametoxazol.
Interpretacion:
Una capa densa de crecimiento se considera evidencia de que los antimicrobianos
fallaron para inhibir el crecimiento bacteriano a esa proporcion.
El efecto observado de la interaccion de los antimicrobianos puede ser:
ADITIVO: Se determina accion aditiva cuande el efecto de la combinacion de ambas
drogas es igual a la suma de sus efectos independientes, cuando son medidos por

separado.

SINERGICO: Se determina accion sinérgica cuando el efecto de fa combinacion de ambas
drogas es significativamente mayor que la suma de sus efectos independientes,
cuando son medidos por separado, o cuando la CMI de {a combinacion es 4
veces menor que la CMI para cada uno de les antimicrobianos cuando son

probados independientemente.

ANTAGONICO: Se determina efecto antagonico cundo el efecto de la combinacién de las
drogas es significativamente menor que la suma de sus efectos cuando se miden

separadamente.

Cuando estos antimicrobianos se combinaron /n vitro en diferentes proporciones
utilizando un rango de concentraciones igual a 0.25ug/mi-8ug/ml para Amikacina y
0.012ug/ml-8ug/ml para TMP-SMZ (1'5), 27 de las 30 cepas evaluadas muestran ser
inhibidas por concentraciones muy pequefias de los antimicrobianos, observandose un efecto
sinérgico , segun la definicion de sinergismo arriba mencionada y solo 3 son inhibidas por

concentraciones que muestran un efecto aditivo de la combinacion ( Tabla No.1).
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TABLA No.1

CONCENTRACIONES MINIMAS INMHIBITORIAS DE AMIKACINA, TMP-SMZ
Y LA COMBINACION DE AMBOS EN 30 CEPAS DE Nocardia brasiliensis.

Amikacina 4.00 30
2.00 29
1.00 7
TMP-SMZ 4.00 30
2.00 vi
1.00 2

TMP-SMZ/Amikacina

1.0000/1.00 30
0.5000/1 .00 28
0.2500/1.00 27
0.1250/1 00 26
0.1250/0.50 25
0.0625/1.00 13
0.0625/0.50 12

0.0625/0.25 1
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En la Tabla No. 2 puede observarse que el 50 % de las cepas muestra ser inhibidas
por una CMI de la combinacion Amikacina TMP-SMZ (1:5) igual a 0.0625ug/ml de TMP-
SMZ 1.6 y 1.00ug/mi de Amikacina, un 90% por una CMI de la combinacion igual a 0.125
de TMP-SMZ (1:5) y 0.05ug/m! de Amikacina, mientras que todas las cepas son inhibidas
por una CMI de la combinacion igual a 1.00ug/ml de TMP-SMZ (1:5) Y 1.00ug/ml de
Amikacina.

Los isabologramas correspondientes al efecto producido por la combinacién de estos
antimicrobianos sobre cada una de las cepas probadas, se observan en las paginas 30-37
(araficas 1 a 30) A pesar de que los isobologramas de las cepas 20, 34 y 91 ( graficas 28,29
y 30) tienen una linea curvada hacia el punto de interjeccion de los ejes vertical y horizontal ,
lo que corresponde a un isobolograma de sinergismo, se ha considerado que estas cepas
fueron inhibidas por combinaciones de los antimicrobianos con un efecto aditivo, pues la
CMI de cualquiera de los antimicrobianos en combinacion para estas cepas probados no es 4

veces menor que la CMI de cada uno de ellos cuando fueron probados independientemente.



Antimicrobiano

Amikacina
T™P-SMZ
Amikacina/

TMP-SMZ
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TABLA No.2

EFECTO COMPARATIVO In vitro DE LA ACTIVIDAD DE AMIKACINA Y TMP-SMZ, Y LA
COMBINACION DE AMBOS ANTIMICROBIANOS EN 30 CEPAS DE Nocardia brasiliensis.

e —

Porciento de cepas inhibidas

Rango de
conc.

(ug/ ml)

0.25-32.0
1.66-200.0
0.25-8.0

0.06-8.0

25% 50% 75% 90% 95% 100%

CMI(ug/mi)

1.00 2.00 2.00 2.000 2.0 4
2.00 4.00 4.00 4.000 4.0 4
0.50 1.00 1.00 0.500 1.0 I.0
0.06 0.06 0.06 0.125 0.5 1.0



ISOBOLOGRAMAS DE AMIKACINA-TRIMETOPRIM /

SULFAMETOXAZOL
GRAFICA No.1 GRAFICA No.2
isobolograma Amikacina/TMP-SMZ iscbologrema Amikecina/TMP-8MZ

THP-8MZ uwe/mi THP-SMZ np/wl
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GRAFICA No.10
lsobolograma Amiicacina/TMP-8MZ
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GRAFICA No. 13 GRAFICA No. 14
lsobolograma Amikacing/TMP-8MZ lscbolograma Amikacina/TMP-SMZ
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QRAFICA No. 29
lsobolograma Amikacina/ TMP~SMZ

GRAFICA No. 30
lsobolograma Amikacina/ TMP-8MZ
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3.- Curva de Muerte bacteriang

Los ensayos de muerte bacteriana utilizando concentraciones inhibitorias y
subinhibitorias de Amikacina y TMP-SMZ(1:5) rindieron las siguientes graficas, donde se
observa que al utilizar la CMI de Amikacina para la cepa 13 de Nocardia brasiliensis igual
a 2.0ug/ml , la viabilidad llega a cero a las 48 hrs. después de afiadido el antimicrobiano,
mientras que para TMP-SMZ 1:5 ocurre esto a las 24 hrs. utilizando una CMI de 4.0ug/ml;
cuando se utilizan concentraciones subinhibitorias de los mismos es de esperarse que la
viabilidad no se mhibi6 completamente en el tiempo en que se realizé la determinacion

(graficas 31 y 32). GRAFICA No. 31

Curva de muerte, TMP/SMZ
CEPA 13

Log.10 UFC/ml

0.01 ! L 8 i ! 1 L)
o 10 20 30 40 50 60 70

TIEMPO (hr)*

‘_: TMP/SMZ 4ug/ml — TMP/SMZ 2UG/mi == ControIJ

* Tiempo en horas después de haber afiadido el antimicrobiano.



GRAFICA No. 32

Curva de muerte, Amikacina

CEPA 13
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Tiempo en horas después de afiadido el antimicrobiano.
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Cuando estos antimicrobianos fueron probados en combinacion en las mismas
concentraciones (Amikacina 2ug/mi+Trimetoprim-Sulfametoxazol 1:5 4ug/mi) sobre la cepa
13, se observa claramente que su viabilidad llega a cero tan solo a las 4 hrs. después de
afiadida la combinacion (grafica 33 ). Este efecto puede observarse mejor en la grifica donde
se han graficado Gnicamente los resultados de las primeras § hrs después de afiadidos los

antimicrobianos en combinacion (grafica 34).

GRAFICA No. 33

Curva de Muerie, Amikacina/TMP-SMZ

CEPA 13
10
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8
7
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0.01 \ ! I} e 1 1 H 1
(8] 10 20 30 40 50 60 70
TIEMPO (hr.)*
i
- TMP/SMZ 4ug/ml — Amikacina 2ug/ml

— AKk.1.0-T.S 0.06 = Control

s iy

*Tiempo en horas después de haber ailadido el (los) antimicrobiano (s).
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GRAFICA No.34

Curva de muerte,Amikacina/TMP-SMZ

CEPA 13
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TIEMPO (hr.)*

- TMP/SMZ 4ug/ml — Amikacina 2ug/ml
— Ak.1.0-T.S 0.06 == Cantrol

*Tiempo en horas después de haber afiadido el (los) antimicrobiano (s).

** Ak 1.0-T.S 0.06= Amikacina 1 pg/ml- TMP-SMZ 0.06pg/ml



Igualmente se observa este efecto cuando se combinan concentraciones inhibitorias
de ambos antimicrobianos sobre la cepa 38 de Nocardia brasiliensis, (grafica 37). El efecto
de los antimicrobianos probados independientemente sobre esta cepa puede observarse en

las graficas No. 35 y No. 36.

GRAFICA No. 35

Curva de muerte, TMP/SMZ
CEPA 38

Log.10 UFC/ml
N WA OO \J__ W © ©
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= TMP/SMZ qug/ml — TMP/SMZ 2UG/m! ™= Control

*Tiempo en horas después de haber afiadido el antimicrobiane.



GRAFICA No. 36

Curva de muerte, Amikacina

CEPA 38
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*Tiempo en horas después de haber afiadido el antimicrobiano.
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GRAFICA No. 37

Curva de Muerte, Amikacina/TMP-SMZ

CEPA 38
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— Ak.0.5-T.S 0.06 == Control

*Tiempo en horas despucs de haber afiadido el (los) antimicrobiano (s).

** Ak 1.0-T.S 0.06= Amikacina 1pug/ml- TMP-SMZ 0.06p8/ml
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La cepa 91 de Nocardia brasiliensis para la cual la combinacion de Amikacina y
Trimetoprim 1:5 resulto en un efecto aditivo en la inhibicidn del crecimiento, fue igualmente
inhibida a las cuatro horas después de afiadidas concentraciones inhibitorias de la
combinacion de estos antimicrobianos (grafica 40 y 41), mientras que 2ug/ml de Amikacina
(CMI para esa cepa),probada independientemente, inhibio su crecimiento a las 48hrs (grafica
38). Igualmente una concentracién inhibitoria (CMI) de Trimetotprim-Sulfametoxazol igual
a 4ug/ml inhibid esta cepa a las 24 hrs, cuando se probé independientemente (grafica 39).
Concentraciones subinhibitorias de estos antimicrobianos no inhibieron completamente el

crecimiento de esta cepa (graficas 38 y 39).



GRAFICA No.38

Curva de muerte, Amikacina

CEPA 91
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*Ticmpo en horas después de haber adiadido {os antimicrobianaes.
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GRAFICA No. 39

Curva de muerte, TMP/SMZ

CEPA 91
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*Tiempo en horas después de haber afiadido el antimicrobiano.
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GRAFICA No. 40

Curva de muerte, Amikacina/TMP-SM2
CEPA 91
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— AKk.0.5-T.S 2.0 = Control

*Tiempo en horas después de haber afiadido el (los) antimicrobiano (s).

** Ak 1.0-T.S 0.06= Amikacina 1pg/mi- TMP-SMZ 0.06.g/ml
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GRAFICA No. 41

Curva de muerte,Amikacina-TMP/SM2Z
CEPA 91

Log.10 UFC/mi

c.o1 ' ; s '

TIEMPO (hr)*

- TMP/SMZ aug/ml — Amikacina 2ug/mi
— Ak.1.0-T.S 0.06 == Control

*Tiempo en horas despu¢s de haber afiadido el (los) antimicrobiano (s).

*+ Ak 1.0-T.S 0.06= Amikacina kpg/ml- TMP-SMZ 0.06ug/mil
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DISCUSION

Los sindromes clinicos asociados a la infeccion con bacterias del género Nocardia
son variadaos y de muy diversas manifestaciones, que van desde la presentacion de un
minimicetoma a un micetoma con diseminacién cerebral y artritis séptica por Nocardia
brasiliensis (68,69) o de una nocardiosis pulmonar en pacientes imunodeprimidos, hasta
una pericarditis y abscesos cerebrales por Nocardia asteroides (54-58,67) e incluso, de

acuerdo a la literatura, esta especie causa encefalitis con caracteristicas parkinsonianas (66).

La susceptibilidad de las especies de Nocardia a diferentes farmacos es muy variable,
esto en parte es debido a la presencia de una enzima de inactivacion especifica de especie
para los aminoglicésidos, identificado como una aminoglucdsido fosfotransferasa (APDH 3')
en Nocardia brasiliensis. En contraste Amikacina y Minocyclina son activas contra todas las

Nocardias patogenas (38).

En el presente trabajo pudo constatarse que las treinta cepas de Nocardia
brasiliensis evaluadas presentaron un patrén homogéneo de susceptibilidad para el

antimicrobiano Amikacina y para TMP-SMZ (1:5).

Han sido varios los antimicrobianos reportados exitosos como quimioterapicos,
especialmente para el tratamiento de pacientes con infecciones respiratorias causadas por
Nocardia asteroides (23,32,54-56,60), pero se ha mencionado muy poco sobre pruebas de
susceptibilidad de Nocardia brasiliensis, principal causante de micetomas en Méexico, hacia

nuevos firmacos
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En nuestro estudioc se confirma la hipotesis de que la combinacion de los
antimicrobianos Amikacina y TMP-SMZ (1:5) ejerce una accion inhibitoria sinérgica contra
Nocardia brasiliensis, coincidiendo con los resultados obtenidos anteriormente por
Gombert y cols. en un estudio de sensibilidad a diversos antimicrobianos realizado sobre
Nocardia asteroides (29) en donde la actividad /»n vitro de amikacina fue probada con
TMP-SMZ, mostrandose que el 83% de las cepas probadas fueron susceptibles a la accion
inhibitoria sinérgica de la combinacion. En el presente trabajo se demuestra vez esta misma
accion sobre diversas cepas de Nocardia brasiliensis obtenida de pacientes con diagnostico
de micetoma actinomicosico; lo que ademas de corroborar nuestra hipotesis, explica los
resultados obtenidos por Welsh al emplear estos antimicrobianos en el tratamiento de

micetomas actinomicosicos.

Los estudios de susceptibilidad de las diferentes especies de Nocardia realizada por
Wallace Jr y cols (34), muestran que de las tres especies patogenas de Nocardia, solo
Nocardia asteroides parece tener un patron variable de susceptibilidad a los farmacos. Esta
claro en los resultados presentados aqui que no existen grandes variaciones entre las cepas
de Nocardia brasiliensis, en su susceptibilidad a estos antimicrobianos solos y en

combinacion.

El efecto sinérgico de la combinacion de estos antimicrobianos se observa
tempranamente con respecto al tiempo, una vez que los antimicrobianos entran en contacto
con Nocardia brasiliensis a diferencia del tiempo en que se observa el efecto ejercido por
estos mismos antimicrobianos cuando son probados por separado. Este resultado es

independiente del efecto ejercido por la combinacidn :aditivo, o sinérgico.
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Hasta donde hemos investigado, nadie, ademas de Welsh y cols. ha utilizado la
combinacién de amikacina y TMP-SMZ en pacientes que sufren de micetoma actinomicético
u otras infecciones nocardidsicas; nuestros hallazgos, donde se demuestra sinergismo en 27
de las treinta cepas evaluadas, explica porque el efecto terapéutico al emplear estos
antimicrobianos en pacientes con micetoma actinomicético es superior en efectividad y

menor en tiempo de tratamiento, que los tratamientos tradicionales.

Debido a que las infecciones con Nocardia, especialmente con Nocardia asteroides ,
son similares a las infecciones con Mycobacterium tuberculosis (38), esta combinacion
puede servir como una alternativa clinica para los pacientes que sufren infecciones con esta

especie y no responden a la terapia convencional.

Diferentes reportes recientes de susceptibilidad del género Nocardia a nuevos
agentes antimicrobianos solos y en combinacion (52,59). han sido necesarios como
resuitado de la falla en el tratamiento convencional con sulfonamidas en algunos pacientes y

fa intolerancia a esta terapia en otros (16,18).

A pesar del tratamiento exitoso en algunos pacientes, las sulfas no son inhibitorias
para algunas cepas de Nocardia asteroides. Esta ausencia de actividad inhibitoria puede en
parte, explicar la alta tasa de mortalidad de los pacientes inmunologicamente incompetentes
en cierto tipo de Nocardiosis. En modelos experimentales hay otros tratamientos basados en
estudios de susceptibilidad, los cuales prueban ser superiores a las sulfas (30). Estos son

especificamente Amikacina e Imipenem.
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Diferentes reportes, muestran una carencia de correlacion entre la susceptibilidad In
vitro y la eficacia clinica /n vivo (14,15), En estas infecciones, sin embargo algunos datos
recientes muestran que hay muchos agentes antimicrobianos con una actividad demostrable
In vitro que han probado ser eficaces cuando se administran como terapia a diferentes
pacientes (54-58,67). En el presente trabajo hemos demostrado la importancia de la
realizacion de las pruebas de susceptibildad para comprobar la correlaciéon del efecto

observado In vitro y su eficacia In vivo.

Las diferentes pruebas de susceptibilidad realizadas por diversos investigadores
ayudan al clinico para escoger el tratamiento mas apropiado para cada paciente de manera
individual, o bien ayudan a explicar los resultados obtenidos con el uso de un farmaco en
especial como tratamiento, Estos datos pueden ayudar también en determinar qué
antibioticos son prometedores para ensayar un modelo experimental de diferentes

infecciones nocardidsicas.

En nuestro trabajo se ilustran tres puntos:
a) El efecto sinérgico de Amikacina/TMP-SMZ como agentes antimicrobianos

contra Nocardia brasiliensis,

b) La importancia de la realizacién de las pruebas In vitro de susceptibilidad para

explicar el éxito en la terapéutica medica..

c) Las bases para justificar la utilizacién de esta combinacion terapéutica en
pacientes  con micetoma actinomicosico que no respondan al tratamiento
convencional y al mismo tiempo para probarla en otras infecciones Nocardidsicas,

como infecciones pulmonares y abscesos cerebrales.
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En resumen, nuestro trabajo, corrobora que el uso de Amikacina y TMP-SMZ en
combinacion para el tratamiento de micetomas actinomicésicos estd fundamentado en un
mayor efecto inhibitorio para Nocardia brasiliensis y posiblemente para algunas otras
infecciones nocardidsicas. Ademis la presente metodologia es de mucha utilidad para
evaluar nuevos antimicrobianos y sus combinaciones para encontrar nuevas alternativas para
el clinico cuando los esquemas de tratamiento y dosificacion tienen poca efectividad en la

cura de la enfermedad.



CONCLUSIONES

Las treinta cepas de Nocardia brasiliensis evaluadas probaron ser homogéneamente
susceptibles 2 la accion antimicrobiana de Amikacina y de Trimetoprim-Sulfametoxazol
(1:5), observandose que el 73.33 % , fueron inhibidas por una CMI igual a 2ug/ml de
amikacina y el 76.66% de ellas fueron inhibidas por una CMI de TMP-SMZ (1:5)igual a
4ug/ml.

Cuando se combinan Jn vitro Amikacina y TMP-SMZ (1:5) sus respectivas
actividades se superpotencian presentando un efecto sinérgico sobre los cultivos de
Nocardia brasiliensis como puede observarse en veintisiete de las treinta cepas evaluadas, y

solo en tres de ellas, se observo un efecto aditivo.

De los resultados observados, podemos inferir que la actividad antimicrobiana de la
Amikacina es la que predomina en la accion de superpotenciacion sobre la actividad de
TMP-SMZ observandose esto claramente en la disminucion de la CM1 de la sulfonamida
hasta de 66 veces para el 75 % de las cepas probadas , es decir de 4ug/m| de TMP-SMZ 1:5
(cuando se probd por separado en una suspension de Nocardia brasiliensis), hasta 0.0625
ug/ml de TMP-SMZ 1:5, cuando se combino en distintas concentraciones con la Amikacina;
mientras que ésta ultima solo disminuyd su CM1 4 veces al ser combinada con TMP-SMZ

1:6; es decir, de 2ug/mi a 0.5ug/mi.
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Los ensayos de muerte bacteriana, en los que se utilizaron concentraciones
inhibitorias y subinhibitorias de los antimicrobianos, mostraron que cuando se usan
concentraciones subinhibitorias de estos el nimero de bacterias viables disminuye en funcion
del tiempo sin llegar a cero; sin embargo cuando se utilizan concentraciones inhibitorias de
ambos, la viabilidad bacteriana llega a cero a las 48 y 24 hrs para Amikacina y TMP-SMZ

respectivamente.

Cuando los antimicrobianos fueron probados juntos en un cultivo de Nocardia
brasiliensis, utilizando la CMI de la combinacién para una cepa dada, no se observo
desarrollo mas alla de las 4 hrs. después de afiadido el antibidtico, lo que nos indica
claramente que la act'ividad bactericida de la combinacion de Amikacina y TMP-SMZ (1:5),
aparece mas rapidamente que cuando estos antimicrobianos son probados por separado en
una curva de muerte bacteriana de una suspension de Nocardia brasiliensis.. Estos
resultados son independientes al efecto ejercido por la combinacion ( sinérgico a aditivo } de

los antimicrobianos sobre las diferentes cepas de Nocardia brasiliensis;
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