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~ RESUMEN

War fn R Torres Rojo CONCENTRACIONES T[SULARES DE LA HEZCLA

‘nas de edad para,realizarnlas determinaclones de las. concencracio—

nes ttsulates posteriores a- la adminls:racxon de 1 ml de 1a men -,k,j'“

clonada mezela,. que corresponden a.una dosls.de 32 mg/kg la que‘

fue ‘tnoculada per via subcucanea, se les sacrifico en dacei‘iemposf 
diferentes los cuales fueron' 15 min., 30 min.,;"1 hora, 2. horas. -
4 horas, 8 horas, 16 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, & dxas y:5 dlaé
‘para. obtener organos clave como son: pulmén, rifdn, traquea, bazo
e higado; lps cuales se procesaron por un método microbiolégice de
valoracidn‘antimicrobiana con el fin de conocer la concentracidn
del antibidtico. Por otra parte, se llevaron a cabo 36 determina -
cionesvde la mézcln;para conocer su cinética. De particular impor-
‘tancia resultd el hecho de que a las 16 horas post-inoculacidén en
traquea.y pulmén los niveles fueron de 8.76 y 6.9 micregramos/mi,
respeccivamenté, ios éuales sin embargo persisten un tiempo relati
vamente corto, lo que nos indica que tal combinacidén es menos util
para infecciones de vias respiratorias que para infecciones locali

zadas en higade, bazo v rifidn.
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-~“INTRODUCCION,
"La é§piotac16ntinténsiﬁa del‘pollo‘de engurdu ef nuestro pals

rexige la utilizacion de antibioticos B mezc1a< dc estos para evitar

. que se reduzcan los margenes de ganancxa a la presentacion de una

que se’ cuentan destacan’ por.su frecuencia"

ile;pilosina, la lincomicina y el q}oranfeng-_f

Estos dos antibacterianos, gozan de un buen prestigio en el ma-

nejo de infecciones de parvada atn antes de identificar el agente
causal. La gentamicina pertenece al grupo de los aminoglucostdos y
posee las siguientes caracteristicas: es:.un ancimicrobiann con ma-
yor actividad en pH alcalino, se tonsidera de accion bacterxcida
es hidrosoluble, termoestéble y no requiere de.refrigefacién para

lograr su establlidad farmacéucicé (3,6).0 nctua en contta de algu-

- nas-bacterias gram posltivas susceptibles como taghllococcus aure

us, Streptococcus pyogenes y fecalis, ;ambien_g;ene qcclon sobre

bicterias gram negativas como Escherich&é‘cbli{'SaLmonélla; Shige-

llas y Pseudomona aeruginosa.

Su accldn antimicroblana se basa enlluﬂlhhibicién dé 1q‘sintesfs

protélci al unirse a la porclioén . 30s rihusoﬁal;‘brovocéndn:una»fec-
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tura errénea yﬁﬁermicféﬁdo as{ la malformacién de protefnas {(11);
i $q.§1imtﬁac16h_§$ir&piéh a través de rifion y vesicula biliar, puede

35é¥lot;}6¥i§a y néf;otéxica principalmente. Por otro lado, el dcido
~nalidixico éug‘orlglnalmente se lanzé al mercado como antiséptico
7 u;}ngflb (7,9).y que hoy en dfa se considera como antimicrobiano de

primera eleccidn en el tratamiento de salmonelosis localizada intes-
:.tlnalmente y antes de que se inicie la fase septicémica (4,12).

Los principales textos de farmacologia veterinaria menclonan el
uso de este agente quimioterapéutico para afecciones gastrointesti -
nales {(1,12). Sin embargo, la mezcla de 4cido nalidixico con genta -
micira se ha utilizado con resultados aparentemente superiores a su
uso por separado, dicha eficacia motivé la formulacién en proyecto
con la proporcién dcido nalid{xico 25 g y gentamicina 7.0 g/litro. *

En el buen uso de una mezcla antibidtica es imprescindible recono-
cer las concentraciones tisulares que se alcanzan en drganos clave
como son: higado, pulmén, trdquea, bazo y rifién, determinando as{ al
mismo tiempo si la eficacla demostrada empiricamente corresponde a
resultados farmacolégicos confiables.

En el cuadro 1 se representa la relacidén de la concentracidn mini-
ma {nhibitoria in vitro del 4cido nalidixico y la gentamicina por se-
parado para varios patdgenos.

Con estas consideraciones en mente, resulta congruente proponer un
estudio en el que se identifiquen los patrones de distribucidn de
la mezcla dcido nalidixico-gentamicina mencionada, en pollo de engor-
da, en una de las edades mas criticas dentro del ciclo de su producci
6n, la cual se considera es: de la cuarta a la sexta semana de edad

{(1,7)
* Laboratorios AVIMEX S.A. de C.V.
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HIPOTESIS.

La mezcla dcido nalid{xigb-géqtéﬁiéipa
concentraciones consideradas minimas inhibitoria

érganos: higado, pulmén, triquea;-ba

OBJETIVO.

pulmon, trdquea, bazo y rifién.

MATERIAL Y METODOS.
El experimento consta de dos etapas fundamentales:

1). CONSTRUCCION DE LA CURVA DE CALIBRACION,
Se siguié el procedimiento establecido por Bennet et al. (2).
modificado de acuerdo a material y equipo existente en nuestro
pais:

a) Limpieza de la placa.
Se utiliza una placa de vidrio resistente al calor de 20 X 20
cmy 5 cm de altura, la cual posee una tapa esmerilada, se lim
pia la placa haciendo un primer lavado con alcohol- acetona,

se flamea y esteriliza por Lo menos 24 horas antes de usarse.

. b) - Preparacidn del agar base.

Se préparan 200 ml de agar Muller-Hinton estéril y se vacian
en la placa de vidrio sobre la superficie totalmente plana. Se
incuba en la estufas durante 24 horas a 37 grados centigrados

para que Se co pruebe que estd libre de germenes patdgenos.
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d)

e)

v

Preparacién del germen de prueba e inoculacién del agar.

Se utiliza una cepa patdgena de Escherichia coli posiclva
a la prueba de colicina, con capacidad de causar mortalidad en

pollos de 3 dias de edad, en un lapso de 12 horas post-inocula

ci6én. La bacteria se resiembra 24 horas antes de su uso en tu-

bos inclinados de Agar Infusién Cerebro Corazdn para obtener
bacterias viables el dis de la preparacién del agar inoculado.
Posteriormente se hacen diluciones bacterianas de la siguiente
manera: en unos tubos se colocan 2.6 ml de solucidn salina
fisiolégica y se afiade el lavado de bacterias que generalmente
es de 0.2, 0.3 o0 0.4 ml y se agitan, al mismo tiempo se utili-
za un espectrofotémetro Bausch & Lomb a 530 nm de longitud de
onda de luz visible.

En un matriz Erlenmeyer se preparan 100 ml de Agar Infusiédn
Cerebro Corazén y se deja enfriar. Se toma una pipeta seroldgl
ca'con 5 ml de la suspensién bacteriana ajustada a un 65% de
transmitancia para agregarse al matrdz, se homogeniza perfec-
tameﬁte con el medio, posteriormente se vacfa y extiende so -

bre la superficie del agar base y se deja solidificar.

Colocacién y llenade de los penicilindros.

En la superficie del agar inoculado se colocan 20 penici -

lindros que deben estar aguidistantes 3 cm uno de otro; utill

zando una micropipeta se llena cada uno con 250 microlitros

de los sueros sanguineos de las aves a analizar.

Soluciones estandar de Acido nalidixico y gentamicina.

A partir de la preparacién farmacéutica que contiene 25 g
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y 7.0 g / litro'de dcido nalid{xico y gentamicina réspeEEiVB; “

mente se obtienen por medic de diluciones, las siguLen:es con_5

Cen[raciones. 3,4, 7, 8, 10, 16, 32, 70, 128 y 256 microgra—
mos [/ mililitro. (6), usando matraces volumétricos. ‘de 10 ml .
una micropipeta y solucidén Buffer de fosfatos esteril.

Las 10 diluciones servirdn para 6 penicilindros porrbohqggjr

- tracidn, se obtiené el promedio y asi se construye la cﬂfYa

de chlibfadiéﬁ (Flgura'No. 1),

‘Lectura Y- deCeranacion de ‘las concentraciones.

. Se- realiza despues de 24 horas de incubacién a 37 grados

/':cenc{grados midiendo con un vernier el diametro de:los halos

-de inhibicién del crecimiento bacteriano. Ya que se han medi-

2)

A)

a)

do los didmetros de los halos de inhibicién y las 6 replica -

.clones de cada una de las 10 concentraciones han sido evalua-

das se obtiene el promedio de cada concentracidénj se grafican
los 10 puntos en papel semilogaritmo de tres ciclos, transcri
biendo los valores de los didmetros de los halos de inhibi -
cidén en el eje de las (Y) y por otro lado los valores de las

concentraciones del antibictico en el eje de las (x), deter -

minando as{ los 10 puntos que s& unen por una linea recta.

DETERMINACION DE LA CINETICA DEL ACIDO NALIDIXICO Y GENTAMI -
CINA,
Via de administracidén subcutdnea.

Se utilizardn 60 pollos de engorda de 5 semanas de edad,
los cuales se dividierdn en 12 grupos de 5 animales cada gru-

po, se inyectardn por via subcutdnea 1 ml de la preparacidn

farmacéutica inyectable de dcido nalidixico y gentamicina



’fjas de petrl los organos. higado, bazo ttaquea‘

B)

a

-~

‘mén ; a los sigulentes tiempos:. 15 min, 30 min; 1 hr.,

VI

que contlene 25 g y 7.0.g/ 1itro de: principto

4 hr., 8 hr., 16 hr., 24 hr., 2 dias, 3 dias, b dias y.3 dfas

post - inoculacidn.

Las muestras se refrigeraron para que posterformente fueran
maceradas urilizando & ml de solucidn de PBS en morteros pre -
viamente esterilizados. Una vez obtenido el macerado se centri

fuesron a 2000 rpm, durante 25 minutos obteniéndose el sobrena

‘dante para que las muestras as{ preparadas se utilizaran para

Eealizar la valoracidn del contenido antibiético tisular.
Para determinar la concentracldn desconocids del antibidtico
o suero problema se sigue el mismo procedimiento para valorar
el antlbidtico y los resultados de las zonas de inhibicidn se
traspolan a la grdfica para localizar la concentracidn a la

que corresponde (11}.

Via de administracidn endovenosa.

" Se utilizardn 26 aves de las mismas caracteristicas las cua-
les se dividieron en 12 grupos de aves cada uno, se les inyec
té 1 ml de la mezcla via endovenosa por la vena radial; a las
aves se les sangrd a los mismos dace tiempos y la concentra -
cidén de la mezcla en suero se determino conforme al mismo méto

do modificado por Bennet et al. (2, 11},
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Con 1a graficicién“de las concentrécidnés se decerminaron los
-valores‘ Co- Concencracion plasmatica maxima, Vc- Volumen de dis-

:;tribucion area Clt— Depurac10n cOtal Alfa— Constante de dxstrlbu

‘icion,”be: )vConstante eliminacion, T %- vida media plasmitica,

nstante de’ distribucion K21— Constance de redtscribucx-

encre las ‘dos- vias de administracién utilizadas por sepa

I"'bré‘(li:jo (2, 12).

RESULTADOS.

Se llevaron a cabo un total de 60 determinaciones de las con =
centraciones tisulares de la mezcla dcido nalidixico-gentamicina
(3.5:), posteriores a la administracién por via subcuténea a una

dosis de 32 mg/kg de peso.

En el cuadro 2. Se presentan los valores mcdios'yfia desvia =

cidén estandar. En la figura 2-A a 2-F se ﬁreéencé
histograma los mismos valores. ' ,’ )
Por otro lado, se llevaron a cabo 36 determinaciones dé lé
mezcla acido nalidixico-gentamicina {3.5:1), que corresponde a
una dosis de 1 ml/kg. En el cuadro 3. Se presentan los valores
obtenidos y en la figura 3. Se ajusta la curva a un modelo de

dos compartimentos.
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-En el cuadro 4 se pfeséntanklos daﬁésmcrnetico§ denattﬁés”dé-

terminaciones ¥ en ese mismo cuadro se presencan ‘los: datos obte~,w

nidos en estudios previos.de la cinetica del_

la gencamicina por separvado.

DISCUSION.

La determinacidén de la eindtic ‘delfécid&‘nalidixico«gentemici»

na aplicedos en forma cbnj@ﬁt >§u1téf§e;inctqb1emente diferente
a2 la que mostraroh'tanto'léigéhﬁaﬁiéin; yigl éciﬁo nalidfxico por -
sepirado (10, 11). 7 -

A su vez y como se puede apreciar en el cuadro 4, la cinética de
estos productos demostro similitud, lo que permitio considerar

una cinética compatible para su administracién conjunta. Uno de

los aspectos mas notables fue que el volumen de distribucidn drea
determinado mediante la actividad antibacteriana (2), fue de

1.66 1/kg lo que corresponde a un 43.24 % menor que el de la genta
micina y 47.33 % menor al del &cido nalidixico.

Esto significa que la mezcla tiende a quedarse en mayor proporcidn
que 5us componentes por separado en el plasma. Sin embargo, se lo-
gran concentraciones notablemente elevados en los organos clave.
Como se puede apreciar en la figura 2-A de particular importancia
resulta el heche de que no solamente el rifion alcanza concentracip

nes minimas inhibitorfas si no que a partir de las16 horas se ta -



; logrnron niveles ‘de 8.76 y de 6.9 micrégramos/ﬁi del fluido
ique se obtuvo en traquea y pulmén respectivamente; sin embargo
‘estgs goncentraciones solo duran hasta el dia 3 en_caso del
f,puiméﬁ‘y dia 2.en caso de la triquea. Es posLble que bejo estas
‘condiciones la combinacidn presenCada en este ensayo sea menos
"util para infecciones de vias respiracorias que_para infecciones

““localizadas en loa érpganos estudiados.

- 'Esto es compatible con la tendencia a utilizar ambos farmacos en
- infecciones de todo tipo (10, 11}, ya que por su ‘parte la genta-
micina se ha utilizado en el control, prevencidn y tratamiento de
"la colibacilosis (3, 7 ), al igual que el dcido nalidixico (8, 13)
La constante de eliminacf{dn (Kel) y la velocidad de depuracién
(Clt}, indican que la mezcla de estos fdrmacos tienden a eliminar
" se con mayor rapidez que sus componentes por separado lo que re -
sulta de su menor volumen de distribucidén , pero el valor de
la. concentracidén plamdrica md xima logrado y los valores de Ay B
sugieren que el medicamento es Util tanto para enfermedades en
fase de bacteremia (5,7,13). Como para las infecciones en tejidos

blandos.

Es‘pasible concluir en este ensayo que las observaciones ciinicas
de campo de su gran eficacia.* Son compatibles con su cinética
y que las vias de distribucidn, absorcidm y excrecidn estan tncimé

mente equilibradas y parecen ser compatibles.

# M.V.Z. Bernardo Lozano D. - Gerente General Lébérgcafias:Avimex:S;h.5




XL

Cuadro“1s RELACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA IN
.- VITRO DEL ACIDO NALIDIXICO Y GENTAMICINA PARA
VARIOS PATOGENOS.

;!BACTERIA, i GENTAMICINA | . ACIDO NALIDIXICO <. .

/Staphilococcus aureus —O.S-el,‘pé]ml

Streptococcus fecalis

Escherichia coll

Pseudomona aeruginosa

Pasterella multocida = -

Salmonella EEBV

[ Adaptado de Bufrow53;19§0;)i“‘ T



CUADRO 2. Medias y desviaciones estandar de las concentraciones cisulareé‘de la
mezcla dcido nalidfxico-gentamicina (3.5:1) después de la aplicacidn
sybcutdnea de ! ml/ave. (expresado en microgramos/ml).

= & = 51
; ORGANG: 15min 30min | 1 hr 2 hr {4 hr 8 hr ] 16 hr 1 dfa 2 dfas | 3 dfas| 4 afas 5 dfas
BAZ0 )
X - 0 R ] 1o > g 0 7.220 110,780 15,162 {12.70 | 7.140
USis). ok 6 Jo 16,128 c,657| 0,876 { 0,870 a.219
+1GADD - SRR L :
b4 B 14,560 ["20:100-{-16.480] 7,30 |0
DS{s) . {0 19,821 {49,931} 0 0
PULMON R _
% 19,120 [13.72 ] o
DS(s) : 0657 O
RIRON
K. 6.9 o
L pSiEs) 0.76071.0,
0~ 0
T,

11X




CUADRO. 3.- Medias'y desviaciones estandar de las concentraciones plasmdticas
.~ de-la mezcla dcido nalidixico-gentamicina (3.5:1), después de
“aplicacién endovenosa de 1 mi/kg.

(expresado en microgramos/ml).

| =
AR . T !
ANIMAL [1 min 36 min |1 hr 52 hr {4 hr {8 hr | 16 hr
'Ays'i Thoate ol T 10.5 {6.5 ‘la.0 l3.9. 13,2
AVE (2" 1173270 20 11 47.0 l&.2 3.2 ] 3.2 0 L0 e e 0
avE 3 1307 oases lio deoolain las Lo e o il ol 0
0 0 0 0 0
o 1o 0 0 0

ITIX



CUADRO 4. valores cinéticos de la gentamicina, ecldo nalidixico-y mezcls &cido nalldeico

gentamicina por separado en pollo de engorda ajustades a-un-modelo de 2 compar-
‘timentos.

S CTHETOBO T | VALOR CENTARICINA V. AT NALIDIXICO T V.CENTAM. = AC.NALID|
- 'Co="GRAFICO 165 ug/ml o Zouglml 45 ug/ml

Ve Dosis tggal Inyectada 0.045 1.

. Co : : =
VAL AYC ) sy P gees B | 347 1/‘k‘gm

Cles Vg x beta 0.161 ml/min/ke

alfa= Tangente del ang.
de distribucidn

beta= Tangente del dng.
de eliminacién

T% d= GRAFICO

T% e= CGRAFICO

K12= alfa + beta—Kzl—Kel

Ky, = (Axbeta)+(Bxalfa)
T KX E

Kel= alfa x beta
21

A = GRAFICO | 60 ugfmi” S8 g pL L 3
B = GRAFICO 3.5 ugfml el 082 uglels o |52 updml




FI(31 RECTA DE CALIBRACION DE LAS CONCENTRACIONES
e ~ DE ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA
S 1000

E CONCENTRACGIONES
L ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA
100 3
T
TS
S B
-
‘ ‘l” . !’ 1 L l(ll:.”hp ' Jk' 4 3 111|71
10 100

DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION
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- FIG. 2-A. MEDIAS DE CONCENTRACIONES TISULARES DE
ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA (3.5:1)

8 GCONCENTRAGIOM {microgramog/mi] {8 nRS.
7 IO
: P
8 4 T
&
4 -
. 3
2
;
i '
o , 7 !%,‘.:.r;”b ‘\( .

BAZO HIGADO PULM(SN RINON TRAQUEA

FIG. 2-B. MEDIAS DE COMCENTRACIONES TISULARES DE
ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA (3.5:1)
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FIG. 2-C. MEDIAS DE CONCENTRAGCIONES TISULARES DE
ACIDO NALDIXICO-GENTAMICINA (3.5:1)
is CONCENTRACION (micragramos/mi) {1 DIA}

ey !

HIGARO PULMON RINON TRAQUE

FiG. 2-D. MEDIAS DE CONCENTRACIONES TiISULARES DE
ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA {3.5:1)
a8 CONCENTRACION {microgramos/mil) {2 DIAS)

30
25-
20
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R TN
o
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FIG. 2§E. MEDIAS DE CONCENTRACIONES TISULARES DE

ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA (3.5:1)
o CONGENTHRACION {microgramos/ml) (3 D1A8)

RINON

TRAQUEA

FIG. 2-F. MEDIAS DE CONCENTRACIONES TISULARES DE
ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICINA (3.5:1)
8CONCENTRACION {microgramos/mil} {4 DIAS)

RIRON © ~ TRAQUEA
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CONCENTRACION DE ACIDO NALIDIXICO-GENTAMICI

XIx
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0
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w FICURA 3. Ajuste de las concentraciones de la mezcla
N 4cldo pallid{xico-gentamicina (3,5:1) en el
0 Y
plasma de pollos de epgorda, posteriores a
a4 . 1a administracién de 1| ml/kg, via endoveno

sa en un modelo de dos compartimentos.
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