Nuevos Métodos para la busqueda de combinaciones sinérgicas
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La aparicion de bacterias multirresistentes a los tratamientos Determinar sinergias antimicrobianas entre compuestos.
actuales es un problema de interés internacional. Su velocidad de
aparicion supera la capacidad de desarrollo de nuevos farmacos. Establecer un método estandarizado y rapido que permita la
Es necesario encontrar nuevas vias para aprovechar los farmacos comparacién simultanea de multiples compuestos.

aprobados actualmente.

Metodologia

2.- Busqueda de nuevas sinergias por Cribado por ensayos
de viabilidad con MTT y Resazurina en medio liquido
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1.- Busqueda de nuevas sinergias por cribado semimasivo
con replicador en medio sdlido.

Fig 2. Ensayo de determinacion de
Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) por MTT (arriba) y bactericida
(CMB) por Resazurina (abajo) en
presencia de Amikacina para medio
MHIl y MHII + HCO3

Fig 1. Crecimiento de halos de inhibicion al colocar los compuestos secundarios

desde una placa de 96 pocillos sobre una placa de agar MHII + Aztreonam (1/4 MIC) Colocando en cada columna SOMEEriEE s decrecientes de S PUIES 2k
(compuesto primario). Indica posibles candidatos para sinergia entre control (sin secundarios bajo una misma concentracién subinhibitoria de antibidtico (compuesto

antibiotico) y en presencia de antibidtico. Aparecen sinergias (verde) y antagonistas primaric’)) en el medio, se observa si hay influencia de este antibiotico sobre Ia
(rojo) inhibicion producida por el resto de sustancias. Comparando el ensayo con el control

se puede determinar si existen sinergias cuando la CMI o CMB disminuyen >2
diluciones en presencia del antibidtico en el medio respecto a la placa control.

De esta manera, se pueden hallar las sustancias con sinergias con los diferentes
3.- Ensayo secundario por Checkerboard antibioticos y las concentraciones efectivas para que esta ocurra.
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permlte conocer facilmente la

v 4.- Ensayos de Farmacocinética y farmacodinamica por

ﬁ/’/"’ 3 compuestos de manera visual medio de Hollow Fiber
' Kx ~ y cuantitativa.
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Fig 4. Ejemplo de interacciones en Checkerboard l 1

Este método permite, no solo identificar o descartar sinergias entre \  Dilueat #2 to 5
distintos compuestos, sino cuantificar la efectividad de esa sinergia Drug B Infusion
gracias al FICI. Para FICI > 0,5 se puede afirmar la existencia de ’

sinergias. Fig 5. Ejemplo de Montaje por Hollow — Fiber

Este método permite recrear condiciones similares a las del cuerpo humano y controlar
facilmente las concentraciones de antibiotico que se suministra a la bacteria. Ademas
permite suministrar dos antibioticos de manera simultanea para el estudio de sinergias.

Estado actual y proyeccion

Se han buscado sinergias por el método 1 para 20 antibioticos de uso clinico actualmente y 1430 compuestos aprobados por la FDA.
Se ha realizado un cribado secundario por medio del método 2 para comprobar las sinergias. Proximamente se realizaran los estudios
por checkerboard y hollow para comprender |la eficacia de estas sinergias y |la existencia de estas sinergias in vivo.
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