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RESUMEN.
En México la existencia de enfermedades bacterianas hace necesario tener a la
mano antibiéticos que permitan combatirlas, siendo de los mas empleados las
penicilinas semisintéticas; la gran demanda de estas ha llevado a la aparicién de
diferentes laboratorios productores que tratan de sacar el mejor producto al menor
costo, por lo que se necesita de una metodologia que sirva como tamiz para
comparar y evaluar las diferencias y similitudes de estos productos. Por lo que en
el presente trabajo se empleo el método de dilucién en tubo para la evaluacion
comparativa entre diferentes laboratorios productores de penicilinas semisintéticas
como: dicloxacilina, ampicifina y amoxicilina, determinandose turbidez, % de
transmitancia, concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracién bactericida
minima (CBM); observandose de acuerdo a un andlisis de regresién lineal que no
existen diferencias significativas en la mayoria de los antibiéticos de los diferentes
laboratorios productores con iguai principio activo en el caso de las penicilinas
semisintéticas; y que la metodologia empleada puede utilizarse como tamiz en la

evaluacién y comparacién de antibiéticos de este tipo.



INTRODUCCION.

Desde los tiempos remotos el hombre ha convivido con el mundo bacteriano,
siendo este un compafiero evolutivo el cual le ha ocasionado enfermedades y
perdidas a lo largo de la historia. De ahi que uno de los suefios del hombre ha sido
tratar de combatir a los microorganismos por diversos métodos. En un inicio se
penstd que las fuerzas divinas curaban las enfermedades, sin embargo ante
algunos aciertos, casualidades y el descubrimiento de varias plantas se observo
que esto no era tan real. De esta forma con el avance cientifico y tecnolégico de la
humanidad, el sueiio de la bala magica de Erlich quien buscaba un compuesto
quimico capaz de exterminar a los microorganismos dio la pauta a ofros cientificos
en la busqueda de un arma contra las enfermedades bacterianas; en el caso de
los antibidticos fue Alexander Fleming mas por casualidad que por ensaye quien
descubrié la bala magica contra las bacterias, esta fue la penicilina, la cual no solo
ofrecid la cura a una amplia gama de padecimientos, sino que también abrié un
camino para e! desarrollo de otros antibidticos, y con ello el desarrollo de la
investigacién en la industria farmacéutica y la aplicacién clinica de los mismos.

Con el paso del tiempo la industria de los antibiéticos ha avanzado en su
produccién en forma natural y también en su forma sintética, aportando armas a
los médicos para el tratamiento de enfermedades bacterianas, sin embargo las
bacterias han desarrollado diferentes formas de defensa ante los antibidticos, de
ahi que los cientificos tengan la necesidad de aplicar técnicas para medir la
actividad antimicrobiana de un producto en el desarrollo de medicamentos contra
bacterias resistentes. La necesidad de conocer |la potencia de un antibiético contra
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una bacteria ha propiciado el desarrollo de diversas técnicas de evaluacién como
lo es el método de dilucién en tubo.

En México el desarrollo de la industria farmacéutica ha dado origen a varios
laboratorios productores de antibiéticos, los cuales compiten por lanzar al mercado
los mejores productos a los mejores precios y de la mejor calidad por lo que hoy
se presenta como inquietud la bisqueda de una metodologia que sea confiable y
reproducible para la evaluacion y comparacion de antibidticos con el mismo
principio activo pero de diferentes laboratorios productores, para establecer una
serie de lineamientos que den a los productos de los diferentes laboratorios las
mejores caracteristicas de calidad entre ellos, asi como una metodologia que se
pueda emplear como tamiz durante la produccién de antibiéticos tomando como

parametros la CiM y la CBM.



FUNDAMENTACION TEORICA.
1. GENERALIDADES DE ANTIBIOTICOS.
1.1 Definicion de Antibi6tico.
En 1889 Vuellemin cred el termino antibiosis para describir la lucha entre
diferentes seres vivos para sobrevivir, posteriormente Ward empleo esta palabra
para definir el antagonismo microbiano.
El término antibiotico fue propuesto en 1945 por Waksman para definir sustancias
dotadas de actividad antimicrobiana y extraldas de estructuras organicas vivas. *
Asi el termino antibiético originaimente se definib como una sustancia quimica
producida por diferentes especies de microorganismos, dotada de actividad
antimicrobiana y que en pequefias concentraciones es capaz de inhibir el
desarrollo de otros microorganismos.
La definicion anterior se enfoca a la produccién de antibiéticos en forma natural,
sin embargo la produccién de antibidticos en forma semisintética y sintética ha
modificado el termino, quedando la palabra antibiético como una sustancia
producida por un microorganismo o bien una sustancia similar elaborada de forma
total o parcial por sintesis quimica, la cual en bajas concentraciones inhibe el
desarrollo de otros microorganismos.? La definicién de antibiético sigue vigente
hasta nuestros dias y se emplea en sus dos formas, sin embargo en ocasiones
podemos encontrar a los antibiéticos naturales, semisintéticos y sintéticos

englobados en el termino quimioantibiéticos.



1.2. Clasificacion de los antibidticos.

El término antibidtico se emplea generalmente englobando a todas las sustancias
con accién antimicrobiana, debe tomarse en cuenta que estos compuestos estan
disefiados especificamente para actuar en un tipo determinado de
microorganismos u organismos, obteniendo una clasificacién primaria de los
antibi6ticos en: antibacterianos, antiflingicos, antivirales y antiparasitarios. En este
trabajo se emplea al término antibidtico enfocado a su accién antibacteriana.*

En la practica diaria existen varias clasificaciones para los antibidticos, las mas
empleadas se basan en los siguientes criterios: en la accién del antibiético sobre
la bacteria; segin su mecanismo de accién; tomando en cuenta la coloracion de

Gram, y la agrupacion segln su estructura quimica.58

1.2.1 Segun el efecto que ejercen en una bacteria.

Un antibidtico aplicado a un organismo por la via que sea, ejerce una accion
contra las bacterias 0 microorganismos sensibles, estos efectos se expresan de
dos formas en el caso de los antibacterianos. En el primer caso en forma de lisis o
muerte de la bacteria, efecto conocido como bactericiitico o bactericida. En el
segundo caso en forma de inmovilizacidn vital o inhibicion de la bacteria, efecto
conocido como bacteriostatico.

Ambos efectos son ltiles en el tratamiento de enfermedades infecciosas, pero
existen diferencias entre ellos; por lo que se ha clasificado a los antibiéticos en
bactericidas y bacteriostaticos.” Debe tomarse en cuenta que estas designaciones
dependen del tipo de antibidtico y del tipo de microorganismo contra el que se
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administra, ya que se pueden presentar ambas caracteristicas ante diferentes
microorganismos, por ejemplo la Penicilina G que es bactericida para cocos Gram

positivos y bacteriostatica para enterococos.?

1. Bacteriostaticos.

Son aquellos que poseen la capacidad de inhibir la multiplicacion bacteriana, no
matan a la bacteria, pero, detienen su multiplicacién, la que puede reanudarse al
retirar o agotarse el antibidtico. En este tipo de sustancias la muerte bacteriana
puede presentarse como resultado de combinarse !a accion del medicamento
(inhibicién multiplicativa) y la respuesta fagocitica del huésped, este doble
mecanismo parece actuar generalmente en enfermedades bacterianas agudas;
en lesiones con supuracion; esta doble accién no se da por la necrosis y la
inoperancia fagocitica, siendo débil la respuesta de este tipo de antibiéticos.®
Ejemplos de antibi6ticos bacteriostaticos: Tetraciclinas, Eritromicina, Suifonamida,

Novobiocina, Cloranfenicol.

2. Bactericidas.

Son aquellos que poseen la capacidad de matar a las bacterias. La accién
bactericida difiere de la accion bacteriostatica en que es irreversible; es decir, que
el microorganismo muerto no puede reproducirse mas cuando es retirado o pasa
el efecto del antibistico.”

El efecto de la bacteridlisis o bacteriostasis se define segun diversos mecanismos
moleculares del antibiotico sobre la bacteria, este conocimiento es de ayuda para
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la interpretacion del problema terapéutico, ya que la célula bacteriana con su
pared, membrana, citoplasma y miltiples necesidades proteicas para
reproducirse, puede ser afectada en cualquiera de estos sectores. De aqui que
existan diferentes mecanismos de accién dependiendo de los antibidticos
empleados.” Ejemplos de antibitticos bactericidas: Penicilinas, Cefalosporinas,

Aminoglucésidos, Rifampicina, Quinolonas, Monobactamicos y Polimixinas.

1.2.2 Segun su mecanismo de accién en las bacterias.
Esta resulta de gran utilidad en el uso simultaneo de diferentes antibidticos, y se

basa en sus mecanismos de accion en las células bacterianas; se dividen en:

1. Inhibidores de la sintesis de pared celular:

Las bacterias son microorganismos hiperosmolares respecto a los tejidos y liquido
intersticial de los mamiferos, por io que la sintesis de una pared celular rigida y
estable mantiene su integridad en un proceso infeccioso. La inhibicion de la
sintesis de esta pared tiene generalmente un efecto bactericida, este efecto puede
darse segun el antibiético empleado en cualquiera de las tres principales etapas
de sintesis del polimero formador de la pared celular llamado peptidoglicano'®;
algunos ejemplos de estos antibidticos: penicilinas, cefalosporinas, vancomicina,

fosfomicina, tercoplanina bacitracina.
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2. Con accion en la membrana celular y su permeabilidad.

La membrana citoplasmica regula el medio intracelular bacteriano; puede ser
lesionada por diversos agentes, los cuales pueden afectar su permeabilidad
selectiva actuando como detergentes cationicos, provocando la salida de
sustancias intracelulares,® algunos antibidticos son afines a la membrana
bacteriana y pueden producir al interactuar con ella toxinas letales que los afecten,
aun sin afectar al huésped;'! ejemplos de estos antibiéticos: polimixinas, colistinas,

nistatina, anfotericina B.

3. Inhibidores de la sintesis de proteinas.

Algunos antibidticos son capaces de inhibir la sintesis de proteinas uniéndose a
los ribosomas bacterianos, bloqueando asi la accién de RNAm, casi siempre es de
forma ireversible dando lecturas erroneas de este, y con ello la produccion de
polipéptidos esenciales para la bacteria en forma anormal, siendo su efecto
bactericida, pero cuando la unién del antibiético al ribosoma es reversible el efecto
es bacteriostatico;'? ejemplos de estos antibitticos: cloranfenicol, tetraciclinas,

aminoglucdsidos, lincomicinas, eritromicinas.

4. Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos.

Existen aquellos que inhiben selectivamente la RNA polimerasa, bloqueando la
sintesis de DNA, dando asi un efecto bactericida,’®'*'®* pero, en ocasiones
algunos actuan de forma inhibitoria reversible dando un efecto bacteriostatico.
Estos antibidticos pueden ser toxicos no solo a la bacteria, sino también ai
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huésped por su similitud metabdlica de los acidos nucleicos;'® ejemplos de estos

antibiéticos: quinolonas, sulfonamidas, rifampicina, trimetropin.

5. Inhibidores de la actividad metabdlica o antagonismo competitivo.

Estos antibiéticos compiten por algunos sustratos esenciales para las bacterias
impidiendo la sintesis de metabolitos utiles bacterianos, un ejemplo de estos son
las sulfonamidas que compiten con el acido p-amino benzoico impidiendo la
sintesis de acido félico vital para algunos microorganismos trastornando asi la

actividad celular normal.3!3

1.2.3 Segun la coloracion de Gram.

Otra forma de clasificar a los antibidticos es de acuerdo a la tincion de Gram del
microorganismo sobre el cual actian quedando antibiéticos para bacterias Gram
positivas y antibidticos para bacterias Gram negativas. Ejemplos de antibidticos
contra bacterias Gram positivas: penicilinas (bencilpenicilina, dicloxacilina,
metilcilina), cefalosporinas (cefalexina, cefalotina), lincomicina, eritromicina,
bacitracina. Ejemplos de antibiéticos contra bacterias Gram Negativas: polimixinas

(polimixina B, colistina, sulfomixina).®

1.2.4 Segun su composicién quimica.

La clasificacion es util para seleccionar el o los antibiéticos a emplearse en el
tratamiento de enfermedades simples y polibacterianas,'’*® basandose de manera
especifica en la estructura constitutiva de un grupo y subgrupos de antibiéticos

12



desarrollados a partir de uno base. En forma general los antibiticos segun su

composicion pueden clasificarse como se observa en la tabla 1.

Tipo de antibidticos Clasificacién.

1) Betalactamicos Penicilinas: naturales (penicilina G), semisintéticas
(dicloxacilina)
Cefalosporinas: Generacion: 18 (Cefadroxilo),2*
(Cefuroxima), 3* (Ceftriazona), 4* (Ceftazidima)
Monobactamicos (Aztreonam)
Carbapenems (Imipenem)
inhibidores de betalactamasa (Ac. Clavulanico, Sulbactam)

2) Polipéptidos Bacitracina, Polimixinas B y E (Colistina), Gramicidina.

3) Aminoglucédsidos Aminociclitoles (Espectinomicina)
Aminoglucésidos (Amikacina, Estreptomicina, Kanamicina)

4) Amfenicoles Cloranfenicol, Tiamfenicol

5) Tetraciclinas Vida: media corta (Tetraciclina), media intermedia
{Demeclociclina), media larga; Doxicilina

6) Macrélidos Numero de atomos: 14 (Eritromicina), 15 (Azitromicina), 16
(Miocamicina)

7) Glucopéptidos Teicoplanina, Vancomicina

8) Lincosaminas

Lincomicina, Clindamicina

9) Suffonamidas

Accion: corta (Sulfametoxazol), larga (Sulfadoxina), en tubo
digestivo (Sulfatalidina), tépica (Sulfacetamida)

10) inhibidores de la folato
reductasa

Trimetropim

11) Quinolonas Generacion: 1* (Ac. Nalidixico), 2* o Fiuoroquinolonas
(Ciprofioxacina)

12) Antimicobacterianos Antituberculosos  (isoniazida), Antileprosos (Dapsona),
Atipicos (Rifampicina)

13) Otros Nitroimidazoles (Metronidazol), Nitrofuranos ( Furazolidona),

Rifamicinas, Acido fusidico, Fosfomicina, Mupirocina (Ac.
Pseudomonico)

Tabla 1. Ciasificacion de los antibiéticos de acuerdo a su composicién quimica.”®
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2. PENICILINAS.

Los antibi¢ticos Betalactamicos son aquellos que tienen en su estructura un anillo
B-lactama, que los hace analogos de la D- alanil — D- alanina, esencial en la
inhibicion de la sintesis de peptidoglicano.’”” En este grupe de antibitticos
encontramos a las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenems e
inhibidores de la betalactamasa como se observo en la tabla 1.

El termino penicilina se refiere a un grupo de alrededor de 50 antibi6ticos
relacionados quimicamente. Toda penicilina tienen una estructura basica: el acido
6- aminopenicilanico’, conformado por un anillo B - lactamico o nucleo. Las
moléculas de las penicilinas se diferencian entre si por las cadenas quimicas

unidas a él y pueden producirse de manera natural y semisintéticamente.*

2.1 Mecanismo de accion y actividad.

Las penicilinas bloquean la actividad transpeptidasa de las proteinas fijadoras de
la penicilina (PBP). La sintesis de peptidoglicano disminuye y la bacteria muere
por efecto asmoético o digerida por enzimas autoliticas. Son bactericidas; de efecto

lento y activas sélo en la fase de crecimiento bacteriano.?’

2.2 Estructura.

Todas las penicilinas tienen la misma estructura basica: al &acido 6 -
aminopenicilanico (figura 2), el cual tiene dos anillos, un anillo de tiazolidona (a),
unido a un anillo beta lactamico (b) con un grupo amino libre (c) , a este grupo se

unen cadenas radicales (R) que dan los diferentes tipos de penicilinas con sus
14



caracteristicas y cualidades especificas. (figura 1). La integridad estructural dei
nucleo de la penicilina es esencial para la actividad antimicrobiana.”
Sitio de accién de la amidase
R—C—-N-C—CI:/S\C{:C
&ol, —co3 H
1} H 2
Sitlo de accién de la penidilinam

Figura 1. Estructura general de las penicilinas.”

Figura 2. Acido 6 — aminopenicilanico.

H CH
RE RSN
[ ! cH,
O—? N —CO H

Figura 3. Acido peniciloico.?
E! anillo de cuatro elementos o beta lactamico tiene una configuracién forzada y
su enlace CO-N (enlace beta lactamico) que puede ser hidrolizado por la accién
de! pH o por la enzima penicilinasa produciendo el acido peniciloico el cual es

inactivo. (figura 3)
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En fas penicilinas semisintéticas las cadenas estdn conformadas por grupos

voluminosos, cercanos al enlace beta lactdmico que protegen a la molécula de la

hidrélisis, ademas estabilizan a la penicilinasa a una forma inactiva, que permite

continuar la accién del antibiético.?

2.3 Clasificacion.

Las penicilinas pueden clasificarse de acuerdo a su modo de produccién como

naturales y semisintéticas; sin embargo esta clasificacion puede hacerse mas

especifica de acuerdo a la estructura y propiedades de las penicilinas

semisintéticas, como se observa en las tablas 2 y 3.2

Grupo Actividad Agente Viade
predominante administracion
I. Penicilinas Cocos Gram Penicilina G M-IV
Naturales. positivos Penicilina V Oral
Feneticilina. Oral
Ii. Penicilinas S. aureus Metiicilina M-IV
resistentes a las productor de Nafcilina IM -V
penicilinasa. betalactamasa Oxacilina IM -1V - Oral
Cloxacilina IM ~ 1V - Oral
L. Cocos Gram Ampicilina IM ~ IV - Oral
Aminopenicilinas positivos | Amoxicilina Oral
microorganismos Bacampicilina Oral
Gran negativos Amidinopenicilina |[IM — IV - Oral
comunes, Asociaciones con [Oral —IM -V
Ac. Clavulanico o
sulbactam
IV. Carboxiy P. aeruginosa y Carbenicilina IM~ 1V -Oral
ureidopenicilinas. microorganismo Ticarcilina IM - IV
Gram negativos Azlocilina M-IV
hospitalarios. Mezlocilina M -1V
Piperacilina IM -1V

Tabla 2. Clasificacién de las penicilinas.?
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Tipo y nombre genérico Acidorresistencia

Penicilinas Naturales.
Benzilpenicilina (G) -
Fenoximetil penicilina (V) +

Penicilinas semisintéticas.

- Resistentes a la penicilinasa.
Metilcilina -
Naflilcilina

- Isoxazolil penicilinas.
Cloxacilina

Dicloxacilina

Oxacilina

- Penicilinas de amplio espectro.
Ampicilina

Amoxicilina

Amidinocilina (mecilinam)

- Penicilinas antiseudomonas
Carbenicilina

Azlocilina

Mezlocilina

Piperacilina

Ticarcilina

++ ++ + +

LU

a = Se absorbe por intestino, administrarse via parenteral, + = Acido resistente, - = No
acido resistente.

Tabla 3. Clasificacion de las penicilinas y su acidorresistencia.”

2.4 Penicilinas Naturales y Semisintéticas.

Las penicilinas se obtienen de hongos del genero Penicillium, los cuales producen
el acido 6 — aminopenicilanico, las diversas penicilinas poseen cadenas laterales
(R) en el grupo 6 ~ amino (Figura 1 y 2), estas cadenas son necesarias para la
accion de la penicilina y pueden adicionarse a la molécula biolégicamente (natural)

y quimicamente (semisintéticas)

1. Naturales.
Son aquellas producidas directamente por un hongo con su cadena lateral
incluida unida al nucleo basico, esta puede obtenerse y variarse de acuerdo a
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precursores adicionados en el medio de cultivo que inducen al hongo a la
produccién de una penicilina especifica. Por ejemplo usando acido fenilacetico en
el medio podemos obtener penicilina G.2 Este tipo de penicilinas son facilmente
afectadas por el pH 4acido (jugo gastrico); se inactivan con la enzima ( - lactamasa;
tienen mayor tendencia a causar hipersensibilidad, y su espectro de actividad es

relativamente reducido.?

2.3.2 Semisintéticas.

Son aquellas que se obtienen al inducir a un hongo en la formacién de una
penicilina sin la adicién de precursores de cadena, con lo que se obtiene aislado el
acido 6 — aminopenicilanico sin cadena lateral, o bien, pueden emplearse enzimas
como la amidasa (figura 1) que rompe la cadena lateral preexistente en las
penicilinas naturaies aisldndose el mismo 4&cido, al cual se pueden agregar
diferentes cadenas por medio de reacciones quimicas, para obtenerse asi los
diferentes penicilinas semisintéticas.(tabla 2 y 3) Este tipo de penicilinas presentan
un mayor espectro de actividad; causan relativamente menor hipersensibilidad, y

tienen mayor resistencia al pH y a la enzima bacteriana § - lactamasa. 2
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3. METODOS PARA EVALUAR LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

La presencia de enfermedades infecciosas en el hombre hacen necesario
determinar la sensibilidad o susceptibilidad de un microorganismo ante un
antibidtico, lo que constituye una técnica comun e importante, en la mayoria de los
laboratorios. Los resultados de estas pruebas se usan en la selecciéon de el o los
antibioticos idéneos para instaurar el tratamiento en una enfermedad microbiana.?
Esta metodologia comienza al obtenerse los cultivos de los cuales se aisla un
agente infeccioso antes de la administracién de un antibidtico, ya que si los
cultivos son obtenidos después podriamos encontrar inhibicion en el desarrollo del
microorganismo causal y el crecimiento de microorganismos secundarios no
responsables de la enfermedad, o bien, podemos obtener un microorganismo
causante que haya desarrollado patrones de resistencia a los antibiéticos
administrados.

La finalidad del laboratorio al determinar la sensibilidad o susceptibilidad
antimicrobiana, es dar al médico informacién no solo de quien es el causante de la
enfermedad, sino también de como podemos combatirlo y a que probable
concentracién, buscando el antibiético mas apropiado bajo ciertos criterios de

eleccion para administrario.?*

3.1 Caracteristicas de un agente antimicrobiano de eleccion.
L as pruebas de susceptibilidad suelen buscar un agente que tenga las mejores

caracteristicas para su uso, estas son;
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a) Ver que sea el agente mas activo contra el patégeno, dentro de una gamma de
agentes similares o con la misma accién. (Mayor efecto a menor concentracion)

b) Buscar el agente que presente menor toxicidad al huésped o paciente.

c) Ser un agente con las caracteristicas apropiadas que lo ayuden tanto a su
absorcion, distribucién, accion y eliminacién en el paciente.

d) Y por ultimo el punto mas dificil; que presente las caracteristicas anteriores pero
que a la vez sea econdémico y accesible.

Asl los resultados terapéuticos dependen del agente de eleccién con sus
caracteristicas, y depende de otro tipo de variables como: la enfermedad
subyacente, la condicién clinica del paciente, la aplicacion de un drenaje, la
desbridacion, las propiedades farmacolégicas del agente y el uso de agentes
terapéuticos adicionales entre otros factores.

Por otra parte el éxito de un antibidtico no solo depende del trabajo del
microbiélogo, ya que este s6lo recomienda o da resultados de acuerdo a pruebas
in vitro, por lo que el médico decide junto con el conocimiento de todos los factores
del cuadro clinico, cual es el mas apropiado; ya que se encuentran casos donde
un agente actia limitadamente in vitro, pero en vivo da mejores resultados o
viceversa, ademas estas pruebas de laboratorio se realizan en cuitivos puros, no

mixtos que es la forma en se pueden encontrar en el paciente.?*
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3.2 Pruebas de sensibilidad microbiolégica en farmacos antimicrobianos.

La sensibilidad o potencia microbiolégica es un método practico y confiable que
indica la susceptibilidad de un microorganismo ante un antibiético determinado, en
el menor tiempo y concentracion posible.?*

Las pruebas de sensibilidad pueden realizarse empleando diferentes métodos
como el de dilucion en tubo, dilucién en agar, difusién en agar y en forma
automatizada, siendo estos dos Ultimos los mas empleados por su sencillez y
simplicidad; este conjunto de pruebas también es util para analizar niveles de
antibiéticos en suero o en otros liquidos del organismo; en la determinacién de
niveles inhibidores o téxicos del farmaco,® pueden complementarse con técnicas
como: la determinacién de actividad bactericida e inhibitoria en un aislamiento
bacteriano, la medicién de la actividad antimicrobiana en una combinacién de
drogas o prueba de sinergia, en la cuantificacion de niveles de antibiético en
fluidos corporales y la determinacion de la actividad bactericida sérica.

El empleo de las técnicas de sensibilidad antimicrobiana son el medio mas
adecuado para instaurar un tratamiento y realizar su seguimiento con base en la
respuesta clinica del paciente. Este seguimiento trata de mostrar la eficacia del
tratamiento antimicrobiano; se realiza con muestras del paciente, observando si en
estas el microorganismo infectante ha sido eliminado (cura bacteriolégica) o bien,
si persiste (falla bacteriolégica), tomando en cuenta que no siempre una cura
bacteriolégica determina un resultado clinico exitoso.

Las pruebas de sensibilidad sirven como gula para el microbi6logo y para el
medico, aunque no garanticen la eficacia de un agente antimicrobiano en un
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paciente. Estas pruebas realizadas in vitro deben ser reproducibles dia a dia y de
facil manejo; por lo que los taboratorios clinicos y las industrias productoras de
antibidticos tienen la necesidad de nommatizar sus pruebas, para obtener los
mejores resultados, tomando en cuenta factores como el origen y volumen del

inéculo bacteriano, el medio de cultivo y el periodo de incubacion.®

3.2.1 Pruebas de dilucion en tubo.

Son métodos clasicos para determinar sensibilidad in vitro, y proporcionan
resultados cuantitativos o de la concentracién de un antibiético que inhibe a un
microorganismo especifico. Ademas es uno de los primeros métodos de
sensibilidad antimicrobiana y se emplea como referencia junto al método de
dilucién en agar.?®

En esta prueba de sensibilidad se emplea un inéculo estandarizado de un nimero
de bacterias en medio liquido (aproximadamente de 1X10° bacterias/mL). Este
in6culo puede estandarizarse de varias formas: a) contando las células
bacterianas en camaras especiales, b) midiendo la densidad 6ptica del cultivo, c)
comparando con subcultivos en agar y 4) por comparacion de turbidez visual con
un estandar liquido que represente la suspensién de un nimero conocido de
bacterias (Nefeléometro de Mc Farland)?*

También se emplean concentraciones decrecientes de antibiético en tubos con
medio de cultivo en caldo que sostendra al microorganismo, el caldo de uso

comiin es el de Mueller Hinton.

22



E! antibidtico de prueba se prepara a partir de una solucién concentrada, que se
diluye a diferentes concentraciones en una serie de prueba. Para realizar lo
anterior se necesitan estandares de antibidticos en polvo, ya que en ocasiones
estos no se encuentran al 100% de actividad por lo que deben ajustarse; la
actividad especifica es la cantidad de ug/mg de un agente presente en un polvo.
Tanto el indculo de bacterias estandarizado y las soluciones del antibidtico de
prueba a diferentes concentraciones son adicionados en volimenes iguales en
tubos con medio de cuitivo estéril a volumen definido etiquetados seguin la serie de
diluciones del antibidtico; un tubo se mantiene sin in6éculo bacteriano como control
negativo y otro se inocula como control positivo.

Después de la incubacion se observa la turbidez en la serie de tubos, la que indica
crecimiento bacteriano (semejante al control positivo)o que no existié la cantidad
suficiente de antibiético para inhibir el desarrollo del microorganismo, quedando
definida la concentracion minima de antibittico capaz de detener el crecimiento
bacteriano por el primer tubo de la serie donde no se presenta turbidez (similar al

control negativo) a lo que se e conoce como CIM.?*

1. CIM (Concentracion Inhibitoria Minima)

Por convencién la CIM se interpreta como la concentracion de antibidtico
contenida en el primer tubo de la serie que inhibe el crecimiento visible.2® Mide la
capacidad de un antibidtico para inhibir o detener la muitiplicacion de los
microorganismos, los cuales pueden reiniciar su crecimiento al eliminarse la

accion o al agotarse el antibiético, considerandose su efecto como bacteriostatico.
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En una serie de diluciones el primer tubo sin turbidez determina la CIM, sin
embargo podemos encontrar en este y en resto de los de la serie,
microorganismos viables inhibidos o bien microorganismo destruidos por el
antibidtico depgndiendo si este es bacteriostatico o bactericida, tomandose en
cuenta que aun los antibiéticos bactericidas no eliminan totalmente una poblacion
bacteriana, por lo que se debe evaluar esta actividad con una secuencia al método

de dilucién en tubo conocida como determinaci6n de la CBM.?

2. CBM o CLM (Concentracién Bactericida Minima o Concentracién Letal Minima)
Esta representa la minima concentracion de antibidtico que permite vivir a menos
del 0.1% de un in6culo bacteriano, o bien, que tiene un efecto letal del 99.9%.
Tomédndose en cuenta que un antibidtico puede tener un comportamiento
bacteriostatico y también bactericida, dependiendo del microorganismo con el que
se prueba y de las concentraciones a las cuales se administra.

La determinacion de la CBM es una secuencia metodoldgica de la determinacion
de la CIM, ya que después de determinar esta, se toma un in6culo de volumen
conocido (generaimente 10 L) de los tubos de la serie que no presentan turbidez,
este indculo se siembra masivamente en sus correspondientes placas de agar, (la
cantidad de antibidtico que se arrastra en el inéculo se elimina por dilucién en el
medio de cultivo) las placas se incuban (18 a 24 hs) y al siguiente dia se
determina el numero de UFC/mL, esto se realiza de igual forma en los controles,
aunque en el control positivo ademas de sembrarse directamente se puede diluir

para medir el efecto letal del 99.9% si el inéculo original es muy grande. Es posible
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determinar entre 30 y 300 colonias desarrolladas en una placa, ya que contar
numeros menores o mayores es poco exacto y se lleva tiempo. El nimero de
colonias desarrolladas en los subcultivos del control positivo después de la

incubacién se usan para comparar el numero de UFC/mL del in6culo original.

La CIM y la CBM de un antibidtico se pueden determinar para cualquier bacteria
que se desarrolle en medio de cultivo liquido, a temperatura aproximada a 35 °C o
la 6ptima para cada microorganismo y empleando el medio de cultivo de Mueller
Hinton u otros diferentes con el agregado de suplementos como cationes y
nutrientes para bacterias exigentes; este método se usa para bacterias aerobias
como para anaerobias, siendo para las segundas la metodologia mas lenta y
laboriosa, por lo que se recomienda para este tipo de bacterias el método de
sensibilidad por dilucién o difusién en agar.

Ambas pruebas de laboratorio (CIM y CBM) indican sensibilidades y se
encuentran controladas y evaluadas con cepas y antibiéticos estandarizados, con
lo que es posible descubrir fallas en las técnicas o problemas en los medios y
reactivos que se usan. Cuando se determina la sensibilidad con procedimientos no
estandarizados sus resultados deben tomarse en cuenta con precaucién y
comprobarse por otros métodos; es por esto que las pruebas de sensibilidad en
aislamientos clinicos importantes se realizan de preferencia en laboratorios de
referencia y con experiencia en el manejo de los materiales empleados en la

técnica.
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Las pruebas de dilucién en caldo son adaptables a policubetas para microdilucion
haciendo mas rutinaria la determinacién de ta CiM, lo que permite ahorrar dinero y
dan flexibilidad a probar varios antibidticos a la vez, las microplacas son
generalmente preparadas .en forma comercial bajo controles de calidad muy
estrictos con lo que se aseguran resultados consistentes. Estas microplacas son
recomendables para determinar la CIM, pero por su tamafio la manipulaciéon para

la CBM es mas dificil, por lo que se recomienda el uso de la macroescala.?*

3.2.2 Pruebas de dilucion en agar.

Estas se practican en placas con medio de cultivo 1as cuales contienen una
dilucion seriada del antimicrobiano, la superficie del medio se inocula con un asa
calibrada en un punto sin extensién o bien con un dispositivo de replicacion para la
inoculacién muitiple simultanea de microorganismos en una sola placa. Puede
emplearse como modificacién de la prueba de dilucién en tubo cuando se
considera la posibilidad del uso simultaneo de dos farmacos antimicrobianos, con

el fin de determinar efectos de sinergismo, aditividad o antagonismo.

3.2.3 Pruebas de difusién en agar.

Se utilizan en muchos laboratorios debido a su simplicidad, rapidez y economia.
Estas pruebas emplean discos de papel filtro estandarizados impregnados con
cantidades fijas de antimicrobianos, se siembra un césped de bacterias en la
supetficie de una placa con un cultivo estandarizado y se colocan después varios
discos impregnados con los diferentes antimicrobianos en la superficie del agar.
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Las placas se incuban de 18 a 24 hs y se mide después el diametro de la zona
que no presenta crecimiento alrededor del disco. El diametro de la zona de
inhibicién indica si el microorganismo de prueba tiene una sensibilidad alta,
intermedia o inadecuada frente al farmaco o a los fArmacos en cuestion. Se ha
demostrado experimentalmente que la zona inhibidora alrededor del disco esta
linealmente relacionada con el logaritmo de la CIM del fArmaco medida en pruebas

de dilucién en tubo.

3.2.4 Pruebas automatizadas.

Estas determinan la sensibilidad microbiana midiendo el efecto inhibidor de los
farmacos en medio liquido, mediante el uso de la dispersiéon luminosa para
determinar el crecimiento microbiano en un tiempo estandar, con esta técnica se
obtienen resultados en el plazo de unas horas, por lo que cada vez se usa mdas en

laboratorios que realizan grandes cantidades de pruebas.

Las pruebas de sensibilidad microbiana distinguen a los farmacos que pueden ser
utiles, de aquellos que son incapaces de proporcionar una posible curacion. Para
escoger entre los farmacos que pueden ser de utilidad (que inhiben o matan a un
microorganismo in vitro), hay que tener en cuenta las propiedades farmacolégicas
y toxicolégicas de estos, su modo de accion (bacteriostaticos o bactericidas), la
zona anatomica de infeccion y la presencia de enfermedades subyacentes por sus

efectos sobre la funcion renal, hepatica o cardiaca, lo que puede modificar la
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farmacologia del antimicrobiano, En particular una zona de inhibicion mayor no

identifica necesariamente al farmaco mas apropiado.?

4. MONOGRAFIAS DE L.OS ANTIBIOTICOS EMPLEADOS.
4.1 Dicloxacilina.

4.1.1 Nombre, estructura y formula quimica.

H\ CO,Na

1 X
CH
Y 3
H A S

Figura 4. Estructura de la Dicloxacilina de sodio.
Nombre: Dicloxacilina de sodio.
Formula: C1gH16CI1aN3NaOsS,H.0 P.M. 510.32
C19H16CIz2N3aNaOsS P.M. 492.31
6-[{[3-(2,6-Diclorofenil)-5-metil-4-isoxazolillcarbonillJamino}-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-

1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilato de sodio

4.1.2. Propiedades Fisico quimicas.
Tiene una potencia equivalente a no menos de 850 pg/mg de dicloxacilina base.

Sustancia de referencia: Dicloxacilina sédica. No secar antes de su uso.

28



Preparacion: Se acila acido 6-aminopenicilanico con acido 3-(2,6-diclorogenil)-5-
metil-4-isoxazolcarboxilico y la dicloxacilina (acido) resultante se purifica mediante

recristalizacion y se convierte en |a sal sédica.

Descripcion: Polvo cristalino blanco o blanco grisaceo, de tenue olor caracteristico,
que funde entre 222 y 225°C con descomposicién; pH entre 4.5y 7.5.

Solubilidad: Facilmente soluble en agua y en alcohol.

Agua: El contenido de agua es entre 3.0 y 5.0 por ciento.

Conservacion. En envases bien cerrados.

4.1.3. Ensayo de potencia del antibiético:

Microorganismo de prueba: Staphylococcus aureus.

Temperatura de incubacién en placas: 32-35°

Temperatura de incubacién 36-37.5°

Secado del antibiético: No.

Almacenamiento del antibiotico preparado: 7 dias en refrigeracion

Dosis media activa en pg o U/mL: 5.0 ug #28
4.1.4. Caracteristicas Farmacolégicas.

Penicilina semisintética perteneciente al grupo de las penicilinas

penicilinasarresistentes, ocupando el primer puesto de eleccion.
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1. Modo de accién y espectro antibacteriano.

Su modo de accion es de tipo bactericida y es resistente a la penicilinasa del
estafilococo. Actia en menor grado contra neumococo y estreptococo; con poca
influencia contra el enterococo y con ninguna contra bacilos Gram negativos.

Su espectro antibacteriano se considera medio o reducido ya que no actua contra
bacterias Gram negativas, solamente contra bacterias Gram positivas, en
especifico contra S. aureus coagulasa positivo, productor de betalactamasa y
contra algunos otros microorganismos cuya resistencia depende de la produccién
de esta enzima.

A esta penicilina semisintética se le caracteriza por ser la mas efectiva de las
penicilinas isoxazélicas o penicilinasarresistentes para el tratamiento de
infecciones por estafilococos en el humano, posee una marcada accién sinérgica
con la ampicilina contra Aerobacter, Proteus, Klebsiella, especies de Shigelia,
Pseudomonas pyocyaneas, E. coli, S. aureus y Streptococcus fecalis. También inhibe la
degradacién de la ampicilina por la penicilinasa aislada de E. colfiy de S. aureus
resistentes a la penicilina (Ej. Panac). Puede combinarse con cefalosporinas
inyectables en sepsis estafilocécica grave por su similitud de nicleo quimico y por

ser elegible contra en mismo microorganismo. 3282330

2. Absorcion, difusion, excrecion.

De las penicilinas penicilinasarresistentes es 1a que mejor se absorbe por via oral
(entre 74 Y 80%); este antibi6tico es estable en medio gastrico, con buena
absorcion en tracto intestinal mayor a la oxacilina y cloxacilina. La absorci6n
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maxima es en ayunas o bien 1 a 2 horas después de los alimentos. La absorcion
aumenta en proporciéon a la cantidad suministrada logrando niveles sanguineos
altos y sostenidos. Pero la fijacién a proteinas plasmaticas es muy fuerte, en una
proporcién del 95%, lo que promueve una lenta depuracién renal y retarda la
degradacién por higado. El alto grado de participacion hepatica en la
farmacocinética del antibidtico lo restringe en pacientes con trastormos en este
érgano y en neonatos. Su difusién histica y paso en ia barrera meningea son
como los de la penicilina, pero este antibidtico es de peso molecular superior, por
lo que causa menor filtracién. Su volumen de distribucién es de 0.1 mL/g y su vida
media plasmatica es de 0.5 a 1.5 hs en pacientes normales, pero mas prolongada
en la insuficiencia renal. Su excrecién es via renal, mas o menos el 60% de la
dicloxacilina se excreta por orina (siendo el transporte tubular el mecanismo mas
eficiente (90%)), cuando se mezcla con probencid la excrecion se retarda,

produciendo mayor concentracion sanguinea.

3. Administracion y dosis.

Este medicamento se administra en dosis media para adulto en 1 g por dfa. por
via oral repartido en tomas de 250 mg cada 6 hs; con un maximo de 4 tomas en
dia. En infantes se usa a razén de 25 mg por Kg de peso por dia, con un maximo
de 50 mg por Kg de peso por dia. En casos de insuficiencia renal, la dosis se
reduce al 50% alargando el tiempo de toma a cada 12 hs, no se ha establecido
una dosis para neonatos. También es administrable por via intramuscular, con
solventes indoloros como la lidocaina; también se emplea por via intravenosa por
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goteo, o bien, directo a la venoclisis. Cabe mencionar que para cada tipo de

administracién él solvente indoloro varia.

4. Presentacion.
La dicloxacilina puede encontrase en presentaciones de capsulas de 125, 250 y
500 mg, polvos para suspensién con 125 mg/5 mL, e inyectable de 500 mg,

aunque ya existe de 250 para casos pediatricos.

5. Efectos toxicos y colaterales.

Los efectos toxicos y colaterales de la dicioxacilina son: 1) La hipersensibilidad a
la penicilina excluye totalmente la indicacién de la dicloxacilina porque tiene el
mismo nucleo central quimico, 2) Se han reportado depresiones transitorias de la
médula 6sea y nefrotoxicidad, infecciones cutdneas pero en menor frecuencia
respecto a la ampicilina, 3) Su administraciéon oral en terapias prolongadas
produce las mismas molestias gastrointestinales leves (nauseas y diamea) y
eruptivas que la ampicilina, 4) En algunos pacientes aumenta la TGO sérica, hay
casos raros de toxicidad hepatica y en personas con baja tolerancia al sodio debe
tomarse en cuenta el contenido de este en ei antibiético, 5) Se puede relacionar
por via parenteral con trastornos como la nefritis con cuadros clinicos tipicos de
fiebre, erupcién cutanea, urticarias, eosinofilia, hematuria, proteinuria y en
ocasiones grados variables de insuficiencia renal en tratamientos largos con el

antibidtico. Estas lesiones son recuperables, pero en pacientes con estas
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reacciones al recibir ofra vez el fArmacos puede presentar un nuevo cuadro clinico

incluso con mayor exacerbacion. 3252931

4.2 Ampicilina,

4.2.1. Nombre, estructura y férmula quimica.

H
. O,Na
Ho NH. H N H,
O ‘2
-I-74H\ g s

Figura 5. Estructura de la Ampicilina sédica.

Nombre: Ampicilina sédica.

Férmula:  CieH1sNaNaO.S " P.M.371.39
C16H15N304S P.M. 349.40

6-{(R)-2-Amino-2fenilacetamido]-(2S,5R,6R)-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-

azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilato de sodio.

4.2.2. Propiedades Fisico quimicas.

Es la sal sédica cristalina del D(-)Jamino bencilpenicilina. No contiene menos del
845 pg/mg y no mas de 988 nug/mg de ampicilina, calculado con referencia a la
sustancia seca.

Sustancia de referencia: Ampicilina. No secar. Ampicilina sddica.
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Preparacion: Se disueive ampicilina en un disolvente organico apropiado y se
precipita como sal sédica mediante adicion de acetato de sodio.

La ampicilina se prepara normalmente cuando se acila acido 6-aminopenicilanico
con D-(-)-glicina, y presenta diversas formas hidratadas, el monohidrato que forma
cristales incoloros en agua y descompone a 202 9C, el sesquihidrato que
descompone a 199-202°C y el trihidrato que forma cristales incoloros que
descompone a 200-202°C. Su forma anhidra (ampicilina B) es mas estable al
almacenaje, menos soluble al agua, con estructura cristalina diferente a las formas
hidratadas, al hidratarse se convierte en monohidrato. La ampicilina es estable en

medio acido.

Descripcién: Polvo cristalino blanco o blancuzco muy higroscépico, practicamente
inodoro, puede encontrarse como trihidrato, estable a temperatura ambiente. pH:
entre 8y 10.

Solubilidad: Muy soluble en agua y soluciones isotdnicas de glucosa y cloruro de
sodio; ligeramente soluble en acetona y en cloroformo; insoluble en éter dietilico,
parafina liquida y aceites fijos. (1 gramo en 90 mL de agua y 250 mL de alcohot
absoluto)

Conservacion: En envases bien cerrados.

4.2.3. Ensayo de potencia del antibiético.
Microorganismo de prueba: Micrococcus luteus.

Temperatura de incubacién en placas: 32-35°



Temperatura de incubaciéon 36-37.5°

Secado del antibiético: No.

Almacenamiento del antibiético preparado: 7 dias en refrigeracion.

Dosis media activa en ug o U/mL: 0.1ug %930

4 2.4, Caracteristicas farmacolégicas.

Penicilina semisintética perteneciente al grupo de las aminopenicilinas o

penicilinas de amplio espectro.

1. Modo de accién y espectro antibacteriano.

La ampicilina es un derivado penicilinico capaz de actuar contra gérmenes Gram
positivos y Gram negativos. Esta condicion la hace una droga de amplio espectro.
Sin embargo existen bacterias Gram positivas como el estreptococo y el
neumococo que son sensibles a la penicilina, y en grado menor a la ampicilina
dandole desventajas a este antibiético. Otros microorganismos Gram positivos
como el enterococo y el estreptococo anaerobio o Peptostreptococcus presentes
en enfermedades graves como la sepsis postaborto, son mas sensibles a la
ampicilina que a otros antibiéticos.

La ampicilina (asi como la penicilina) no actia contra el estafilococo coagulasa
positiva que porta la enzima penicilinasa (la cual destruye el anillo betalactdmico
de su nicleo quimico).

La ampicilina como se ha dicho actiua contra los bacilos Gram negativos lo que le

da ventajas y limitaciones. Tiene una notable capacidad contra el H. influenzae,
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considerandose farmaco electivo reemplazante de! cloranfenicol en las infecciones
a infantes, sin embargo han surgido cepas resistentes.

En el tratamiento de la fiebre tifoidea a pesar de la sensibilidad de la S. ¢yphi no se
le toma como farmaco de eleccién, por razones de funcién anatémica en la
ubicacion de la bacteria siendo preferible el cloranfenicol en estructuras linfaticas.
Algunas cepas de E. coli son tratadas con ampicilina, sin embargo existen en esta
familia cepas secretoras de penicilinasa resistentes al antibiético.

Otros bacilos Gram negativos marginados del espectro de accién de la ampicilina
son Ps. aeruginosa, Klebsiella y derobacter aerogenes. El P. mirabilis y el P. Vulgaris
son sensibles a la ampicilina pero no los otros tipos de Proteus. La Brucella es
sensible en dosis apropiadas.

Otros cocos Gram negativos como gonococo y meningococo, caen en la esfera de
accion de la ampicilina en un modo eficaz similar a! de la penicilina y superior en
algunas de estas cepas. Los anaerobios como Clostridium, Peptococcus y
Peptostreptococcus también son mas sensibles a la ampicilina.

La actividad de la ampicilina es bactericida y consiste en impedir la formacién de
pared celular de los microorganismos en fase de reproduccion causando
bacteri6lisis, esta cualidad es de importancia en la terapia infectolégica.

En veterinaria se ha utilizado contra estafilococos, estreptococos, E. coli y otros

organismos patoégenos.



2. Absorcion, difusion y excrecion.

La ampicilina es estable en medio acido gastrico, por lo que puede administrarse
por via oral (absorcién de un 40%) con resultados satisfactorios, obteniéndose el
nive!l sanguineo terapéutico 2 horas después de la ingesta del antibiético.

Posee fijacion discreta a las proteinas plasmaticas (del 8 al 20%), la
biodisponibilidad depende de la dosis y su volumen de distribucion es de 0.17 a
0.31 mL/g y su vida media plasmatica es de 0.5 a 1.0 hs, pero puede durar hasta
20 hs en la insuficiencia renal. Su eliminacién es por orina en forma activa,
excretdndose cerca del 45% del antibidtico en forma intacta, hecho importante
para terapias de enfermedades de vias urinarias. Su tiempo de eliminacion tarda
de 6 a 7 horas (tiempo superior a la penicilina).

Por via biliar se elimina una buena parte, pero debe estar permeable. No debe
esperarse efecto terapéutico local si hay obstruccion. Se difunde por pleura y
articulaciones. Pasa la barrera meningea y llega al liquido cefalorraquideo en
cantidades suficientes para el tratamiento de meningitis purulenta si la posologia
es la adecuada. La dosis debe ser 6ptima, administrada a intervalos regulares y
mantenida largo tiempo.

El tiempo de eliminacién de la ampicilina en los lactantes es menor comparado
con nifios y adultos por lo que el intervalo de la dosis debe ser mayor. En
prematuros y neonatos por inmadurez renal, se prolonga el tiempo de vida media

de la ampicilina.
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3. Administracion y dosis.

El modo usual de administracion es por via oral en dosis de 1 a 2 gramos por dia
en el adulto, repartido en tomas cada 6 horas. En nifios se emplean de 25 a 50
mg/kg/dia.

Las vias intramuscular e intravenosa se utilizan segin la necesidad de la
infeccién. El margen terapéutico es amplio y pueden indicarse 3,4, 506 g en el
adulto y hasta 250 mg/kg/dia en el nifio cuando se tratan enfermedades severas y
graves como septicemias y meningitis bacteriana. En lactantes se emplean dosis
mayores: 300-400 mg/kg/dia.

La via intra lumbar es posible y necesaria en pocas circunstancias, pero si se
decide su empleo la dosis es pequefia: 20 mg para colmar a las meninges en el
inicio del tratamiento de ia meningitis. En pediatria 3 a 5§ mg

El uso de la via intravenosa reiterada provoca flebitis al cabo de pocos dias, por lo
que es necesario cambiar el sitio de la venoclisis. La aplicaciéon por el habén
(elevacion cutanea aplanada a veces pruriginosa) a intervalos regulares es mejor,
a los fines terapéuticos que el goteo continuo, porque se obtienen niveles
sanguineos mas altos, y, por lo tanto el antibi6tico es mas efectivo.

Por otra parte se debe observar que las soluciones glucosadas inactivan ia
ampicilina en por cientos segun el tiempo de contacto, y con menor intensidad lo
hacen las soluciones de suero fisiol6gico.

La ampicilina potasica puede administrase 1 hora antes o después de las comidas

alcanzando elevada concentracion sérica. Tiene la particularidad de administrarse

38



cada 12 horas en dosis de 500 mg cada una. En el nifio la dosis es de 125

mg/kg/dia repartido también en 2 tomas.

4. Presentacion.
La ampicilina puede encontrase en presentaciones de capsulas de 250 y 500 mg,
polvo para suspension con 125 y 250 mg/5 mL, frasco ampula con 500 mgy 1.0g

para aplicacién intramuscular o intravenosa.

5. Efectos toxicos y colaterales.

La tolerancia al uso de la ampicilina es buena ya que da con escasa frecuencia
reacciones adversas y de poco significado clinico como meteorismo, diarreas y
nauseas observables en una administracidon por via oral prolongada. Estudios
recientes muestran que la ampicilina puede ser causante de la colitis por
antibiéticos.

La hipersensibilidad a 1a penicilina excluye totalmente la indicacién de 1a ampicilina
porque tiene el mismo nucleo central quimico. Esta caracteristica puede confundir
al médico al considerar en algunos anuncios publicitarios a la ampicilina como un
antibidtico nuevo y diferente a la penicilina.

La prescripcion de ampicilina a los enfermos de mononucleosis infecciosa
provoca erupcion dérmica al 90% de los casos. El exantema es morbiliforme o
escarlatiniforme, con evolucién de una semana aproximadamente. La reaccion se

debe a los trastornos inmunolégicos causados por el virus de la mononucleosis,
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con la particularidad de observase también en otros antibidticos pero de forma

reducida excluyéndose como efecto alérgico, 328293031
4.3 AMOXACILINA.
4.3.1. Nombre, estructura y férmula quimica.
H O
1l 0 H H
H —C-N L
3
NH, £—N OOH

Figura 6. Estructura de la amoxicilina.

Nombre: Amoxicilina. (parahidroxiampicilina o aminopenicilina)
Férmula: CigH19N2OsS P.M. 365.4
C16H19N230sS.3H,0 P.M. 419.45
Acido [25-[2a,5a, 6B(S*)])-6-[[amino(4-hidroxifenil)-acetilamino}-3,3-dimetil-7-oxo-

4-tia-1-azabiclo[3,2,0]heptano-2-carboxilico; D(-)}-a-amino-p-hidroxibencilpenicilina.

4.3.2. Propiedades fisico quimicas.
Preparacion: Mediante la acilacion del acido 6-aminopenicilanico con D-(-)-2-(p-

hidroxifenil) glicina.
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Descripcién: Fino polvo cristalino blanco a blancuzco de sabor amargo, que se
altera con la humedad y temperatura mayor a 37° C.
Solubilidad: Un gramo en 370 mL de agua y 2000 mL de alcohol.

Conservacion: En envases bien cerrados.

4.3.3. Ensayo de potencia del antibiético.

La amoxicilina puede ensayarse por el método del pocillo, utilizando como
organismo de prueba Bacillus subtilis 0 Sarcina lutea (Micrococcus luteus), o bien
utilizando el método de ensayo de superposici;ﬁn con Streptococcus hemolyticus S-8

0 Bacillus subtilis. #2830

4.3.4. Caracteristicas farmacolégicas.
Penicilina semisintética perteneciente al grupo de las penicilinas de las

aminopenicilinas o penicilinas de amplio espectro.

1. Modo de accidon y espectro antibacteriano.

La amoxicitina tiene una estructura y espectro antimicrobiano similar al de la
ampicilina, normalmente se emplea como sal sédica y es efectiva in vivo como in
vitro contra bacterias Gram positivas y negativas.

Es una penicilina semisintética que tiene una estructura y espectro antimicrobiano
similar a la ampicilina, su modo de accién es bactericida impidiendo la formacién

de pared celular en los microorganismos.
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Su espectro comprende cocos Gram positivos como: neumococo, estreptococo y
estafilococo, sin embargo se ve afectada por los secretores de penicilinasa. En el
caso de los Gram negativos actua ante meningococo y gonococo, también actua
contra bacilos Gram negativos como E. Coli, H. Influenzae, P.vulgaris, B. Pertussis y
S. sonei. No presenta accién contra Ps. Aeruginosa, Klebsiella, Enterobacter y
Proteus indol positivo. También incluye en su espectro a algunas bacterias
anaerobias como Listeria monocytegenes y algunas Leptospiras. Otras bacterias que
pueden ser susceptibles son: Citrobacter, Diplococci, Neisseria gonorrheae,
Pneumocci, Salmonella, Staphylococcus aureus (no productor de penicilinasa) y
Shigella con baja actividad.

Ante la baja actividad que presenta el fArmaco ante bacterias productoras de
penicilinasa, se emplea en una mezcla con acido clavulanico, e! cual inhibe la
accién de la betalactamasa y potencializa al antibiotico ante este tipo de bacterias,
generalmente con las Gram negativas.

Se emplea en la prevencién de la endocarditis bacteriana con una dosis de 2 g,
asl mismo se prevé la accién bacteriana una hora antes de la extraccion dental; se
emplea también como complemente en la prevencion de la endocarditis por

Streptococcus viridians posterior a la aplicacién de la penicilina inyectable.

2. Absorcion, difusién y excrecion.

Este antibidtico presenta una muy buena absorcién por via oral (cerca de! 100%),
presentando en una dosis de 250 mg una concentracion plasmatica maxima de
unos 4 pg/mL. También presenta muy buena absorcion intestinal ya que no es

42



afectada por las comidas y por su Acido resistencia que le da mayor estabilidad en
medio acido que la ampicilina. Alcanza niveles elevados en sangre con poca
fijacion a proteinas plasmaticas (el 17% de la amoxicilina se fija a estas proteinas);
su volumen de distribucién es de 0.4 mL/g, su vida media es de aproximadamente
1.0 hs cuando la funcion renal es normal y de 7 a 10 hs en la insuficiencia renal.
Tras la administracion oral en ratas los niveles sanguineos y cutaneos son mas
elevados que los vistos con la administracion de penicilina, la concentracién
maxima en suero normalmente se alcanza a las 2 hs después dela administracion
oral,

Su eliminacién es por via renal (del 50 al 75% se elimina mediante secrecién
tubular), y conserva su actividad terapéutica por lo que puede actuar como
preventivo ante infecciones de vias urinarias, sin embargo en caso de infecciones

en este tracto se emplean dosis Unicas de 3 g.

3. Administracion y dosis.

Para el tratamiento generalmente se administra en forma oral, aconsejandose
dosis de 1.5 mg por dia en el adulto repartidos en tomas cada 8 hs, sin embargo
segun el criterio del médico pueden emplearse dosis hasta de 4, 6 y 8 g por dia
dependiendo del tipo de infeccion. Las dosis pediatricas van de 35 a 75 mg por Kg
de peso y por dia. Para la gonorrea 3 g en una sola dosis junto con 1 g de

probenecid.
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4. Presentacion.
La amoxicilina puede encontrase en presentaciones de capsulas de 250 y 500
mg, polvo para suspension oral de 50 mg/mL y 125 y 250 mg/5 mL, comprimidos

masticables de 125 y 150 mg y frasco ampula para inyectable de 250 y 500 mg.

5. Efectos téxicos y colaterales.

La amoxicilina presenta una buena tolerancia empleandose en tratamientos
prolongados, tanto en adultos como en lactantes y nifios pequefios, con éxitos
terapéuticos en infecciones respiratorias y urinarias, asl como en la practica
medica general, la toxicidad del farmaco es similar a la de la ampicilina.

Este antibiotico presenta efectos secundarios poco comunes como la erupcion
maculopapulosa similar a la que se presenta en la reacciéon secundaria por
ampicilina, pueden presentarse nauseas, molestias abdominales y diarrea (menor
que con ampicilina), asi como urticaria, anafilaxia y enfermedad del suero. La
amoxicilina sédica presenta un contenido de sodio de 2.7 mEg/g por lo que debe

manejarse con cautela en pacientes con baja tolerancia al sodio, 28.30.31



PROBLEMA A RESOLVER.

l.os antibidticos como la dicloxacilina, la ampicilina y ia amoxicilina son penicilinas
semisintéticas de uso frecuente en el combate de enfermedades bacterianas en
México. En los uitimos afios han surgido varios laboratorios que los producen y
venden en su forma innovadora y bajo patentes vencidas, por lo que es necesario
realizar una investigacién que determine al método de dilucién en tubo como tamiz
en la evaluacién y comparacion de antibiéticos con el mismo principio activo pero
elaborados por diferentes laboratorios, para observar sus diferencias en cuanto a

su sensibilidad microbiolégica.
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OBJETIVOS.

General:
- Analizar muestras de penicilinas semisintéticas (dicloxacilina, ampicilina y
amoxicilina) en polvo inyectable por el método de dilucién en tubo propuesto. de

tres fabricantes diferentes para cada una de ellas.

Especificos:

- Determinar la CIM y ia CBM de los antibidticos empleados.

- Comparar la similitud de CIM y CBM de cada antibitico entre sus diferentes
productores.

- Determinar si el método empleado es sencillo en la evaluacién y comparacion de

antibioticos con el mismo principio activo de diferentes laboratorios.
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HIPOTESIS.
Se espera que el método de dilucién en tubo al determinarse la CIM y la CBM; sea

capaz de encontrar diferencias entre dos penicilinas semisintéticas cuando estas

no tienen una sensibilidad o efecto microbiolégica similar.
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DISENO DE INVESTIGACION.

a) Tipo de estudio: Experimental, Prospectivo, transversal, comparativo.?®

b) Poblacién de estudio: Penicilinas semisintéticas como: dicloxacilinas,
ampicilinas y amoxicilinas de uso y distribucién comiin, en la presentacién de
polvo inyectable de 500 mg, en sales sddicas de tres laboratorios productores

diferentes para cada antibiotico.

¢) Criterios de inclusién.

- Ser antibiéticos en la forma de polvo inyectable.

- Estar en una presentacion de 500 mg del antibiético.

- Deberan ser solubles en agua destilada y en solucion salina 0.9%
- Deberan ser antibisticos en sales sédicas.

- Ser penicilinas con el mismo principio activo de 3 laboratorios diferentes.

d) Criterios de exclusién:

- Ser antibiéticos en formas diferentes al polvo inyectable.

- Estar en presentaciones diferentes a los 500 mg del antibi6tico.
- Ser insolubles en agua destilada y en solucién salina 0.9%.

- Ser antibiéticos en sales no sédicas.

- Ser antibidticos diferentes a las penicilinas empleadas.

- Ser antibidticos en sales puras.
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e) Criterios de eliminacién.

- Que los viales donde estan contenidos los antibidticos se encuentren violados o
en mal estado afectando las sales.

- Que las sales de los antibiticos presenten alteraciones fisicas en cuanto a su
estado, color o bien que se encuentren himedas.

- Que la fecha de caducidad de las muestras estén vencidas o a dos mes de su

fecha limite de caducidad.

VARIABLES.

a) Vaniables Independientes:

- Los diferentes laboratorios productores de los antibidticos empleados.

- Los rangos de concentracién segun el antibiético y microorganismos de prueba.
b) Variables Dependientes:

- La Concentracién Inhibitoria Minima y {a Concentracion Bactericida Minima.

- Las lecturas de turbidez y % de transmitancia.

DISENO ESTADISTICO.
Se realizara el analisis por regresiéon lineal entre antibiéticos de igual principio
activo y de diferentes laboratorios, empleando el programa SPSS ver. 9 y se
elaboraran graficas de % de transmitancia contra logaritmo de la concentracién de

los antibidticos de los triplicados.
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DISENO EXPERIMENTAL.

MATERIAL.
Tubos de ensaye con tapa de rosca 13X100 Kimax
- Tubos de ensaye con tapa de rosca 18X150 Pyrex
Tubos de ensaye 13X100 Pyrex
Tubos de ensaye 18X150 Pyrex
Caijas Petri desechables 60 X 15 mm Syl, Laboratorios
Cajas Petri de cristal 90 X 15 mm Kimax, Pyrex
Pipetas Pateur
Bulbo para pipeta Pasteur
Pipetas graduadas de 0.1, 1, 2, 5, y 10 mL Pyrex
Matraz Erlenmeyer de 250 mL. con tapa de rosca Pyrex
Pipeta semiautomatica de 100 ulL Labsen Scientific Company
Pipeta semiautomatica graduable de 10 a 100 uL Labsen Scientific Company
Puntas plasticas para pipeta semiautomatica (100
pL)
Caja plastica para puntas de pipeta semiautomatica
esterilizable.

Gradillas de metal

Porta filtro esterilizable para membrana miliipore de Gelman Sciences
25 mm

Membranas milipore de 25 mm y poro de 0.22 Millipore

micras.

Jeringas desechables de 10 y 20 mL Medicraft, Plastipack
Mechero Fischer

Espatulas de acero inoxidable

Celdas para espectrofotémetro.

Porta objetos y cubreobjetos Coming

Perilia de hule

Algodén y gasa

Material de esterilizacién (papel, cinta adhesiva y

testigo)

EQUIPO.

Incubadora Riossa
Agitador para tubos de ensaye Vortex — Genie
Espectrofotémetro U.V. / Visible Perkin — Elmer
Balanza Analitica Mettler H80
Balanza Granataria Ohaus

Olla Express con barémetro Steele
Contador de colonias Solbat
Microscopio Zeiss
Refrigerador Philips
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REACTIVOS.

Peptona. Bioxon

Digerido pancreéatico de caselna Merck

Extracto de levadura Bioxon

Extracto de carme Bioxon

Dextrosa Merck

Agar Dibico

Agua destilada

Formaldehido Baker

Acido Sulfurico Baker

Benzal Benzal

Sulfato de Bario Baker

Dicloxacilina sédica polvo inyectable 500 mg Brispen, Posipen, Ditterolina
Ampicilina sédica polvo inyectable $00 mg Pentrexil, Binotal, Flamicina
Amoxicilina sddica polvo inyectable 500 mg Amoxil, Penamox.
SOLUCIONES.

Solucién salina isoténica PiSA
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DIAGRAMA DE FLUJO.

Siembra de 5 tubos inclinados de medio 1
con el m.o. de prueba para enriquecimiento.
incubar de 35 a 37 °C por 24 hs

——

Colecta y concentracién de los crecimientos
con 4 mL de S.5. 0.9%

Pesar 10 mg de antibiético y disolver en
10 mL se S.S. 0.9%
Concentracién de la solucién: 1 mg/mL

——

[ ]

Preparacion del inéculo de bacterias. 10-15
gotas/20 mL de medio de cultivo. Aproximar
al Tubo 4 del nefelometro (25% T)

Filtrar pasando por una membrana
millipore la solucién anterior.

X

s

Estandarizar el indculo. Alicuotas 1.5 mL con
0.075 mL de formalina 12%, lectura a 580
nm ajuste a 26% * 2% de transmitancia.

Diluir la solucién filtrada en S.S. 0.9%
segun las concentraciones de prueba
para cada antibi6tico.

X

L1

Adicionar a los tubos de la comida con las
diluciones del antibidtico de prueba, 0.1 mL
de inbculo estandasizado. Control Positivo
0.1 mL de indculo estandarizado + 0.1 mL
S8.5.0.9%

Inocular los tubos de la corrida (SmL de
medio de cultivo 1) con 0.1 mlL de cada
dilucién de prueba. Control Negativo 0.1
mL de dilucién de antibitico + 0.1 mL

S.5.0.9%

Leer turbidez de la corida de prueba y
determinar la CIM

Incubar las corrida y controles a 35 — 37

.

Inocular con 10 ul. por cada tubo que no
presente turbidez, una placa con medio 1y
sembrar en forma masiva. Controles positivo
y negativo sembrar 10 uL directo y de sus
diluciones a 1X107%, 1X10%, 1X10°

°C por 24 hs.

: S

Tomar alicuotas de 1.5 mL de cada tubo
de prueba y de los controles con 0.075
mL de formalina 12% homogenizar y
reposar 2 — 3 minutos.

X

Incubar las placas a 35 — 37 °C por 24 hs
!

Contar el nimero de colonias en las placas y
determinar la CBM

Leer la transmitancia de los tubos con
las allcuotas de la corrida y leer en et
espectrofotdmetro a 580 nm
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METODOS.

\. Preparacién de la solucién concentrada de bacterias.

a) Se realiza la resiembra de |la cepa bacteriana a emplear en medio de cultivo No.
1 para obtener un crecimiento enriquecido en tubos inclinados, empleando de 4 a
6 tubos estériles, estos se incuban a temperatura de 32 a 35° C por 24 hs, o bien
a la temperatura adecuada para el crecimiento de la bacteria inoculada.

b) Después de la incubacion se cosecha el crecimiento obtenido con solucion
salina estéril al 0.9%, colocando 4 mL de 1a solucién en un tubo con crecimiento,
con estos 4 mL se lava la superficie del agar con ayuda de una pipeta Pasteur
estéril por medio de succién y expuision de la solucién, una ves suspendido el
crecimiento en la solucioén se transvasa con la pipeta Pasteur a un segundo tubo, y
asi sucesivamente en los restantes, concentrando la solucién, del ultimo tubo en el
que se realizan los lavados se traspasa la solucion final concentrada a un tubo con

tapa de rosca esteéril.

1l. Preparacién del inéculo bacteriano.

a) Preparacién del blanco: Este se prepara colocando en un tubo de ensaye
18X150 con tapa de rosca 9 mL de medio de cultivo liquido No. 1 estéril, 1 mL de
solucion salina estéril al 0.9% y 0.5 mL de formalina la 12%. (Este puede
conservarse por dos dias en refrigeracién.)

b) Preparacion del indculo: En un tubo de ensaye con tapa de rosca de 18X150
con 20 mL de medio de cultivo liquido No. 1 estéril, se colocan con una pipeta

Pasteur aproximadamente 10 a 15 gotas de la solucién concentrada de bacterias
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de 24 hs y se agita fuertemente hasta homogenizar e! contenido. La cantidad de
gotas de la solucién concentrada va de acuerdo a la turbidez del contenido del
tubo, la cual se debe ajustar aproximadamente a! tubo No. 4 del nefelémetro de

Mac Farlan con una transmitancia cercana al 25%.

Ill. Estandarizacion del indculo:

a) Ajuste: Se ajusta el espectrofotémetro en transmitancia a una longitud de onda
de 580 nm en aire al 0% de transmitancia. Se ajusta nuevamente el
espectrofotdmetro con el blanco a la misma longitud de onda al 100% de
transmitancia.

b) Estandarizacion del in6culo: Se toma una alicuota de 1.5 mL del tubo con medio
de cultivo y bacterias a estandarizar y se coloca en un tubo de ensaye de 13X100,
se agregan 0.075 mL de formalina al 12%, se agita y se deja reposar de 1 a 2
min., se traspasa el contenido del tubo a una celda para espectrofotometro y se
lee en el aparato la transmitancia del medio con bacterias. Dependiendo de la
lectura de transmitancia obtenida se agrega medio de cultivo o solucién
concentrada de bacterias ai tubo a estandarizar hasta obtener una lectura de
transmitancia de 25% 2% leyéndose individualmente cada aproximacion y
repitiendo los pasos anteriores de la inactivacién con formalina al 12%.

c) El indculo estandarizado puede conservarse en refrigeracién mientras se

preparan las diluciones de los antibiéticos a emplearse.



IV. Preparacién de las diluciones de antibidtico.

a) Se destapa un vial de antibiético retirando el sello de metal y el tap6on de goma
del frasco, después se pesan aproximadamente 10 mg del antibidtico y se
depositan en un tubo de ensaye con tapa de rosca estéril cerca del mechero, se
le adicionan 10 mL de solucién salina 0.9% estéril disolviendo el antibidtico por
medio de agitacion. Quedando una solucién de concentracién de 1 mg/mL

b) La solucién de concentracion de 1 mg/mL es tomada con una jeringa de 10 mL
estéril y se filtra pasandola por un porta filtro estéril con membrana millipore de 25
mm y 0.22 micras, el filtrado se recibe al otro lado del porta filtro en un tubo con
tapa de rosca esteril.

c¢) Con la solucion anterior se realizan diluciones de esta ajustando a las
concentraciones que se requieran para cada antibidtico y cepa de bacterias,
empleando solucién salina estéril al 0.9%, los volimenes finales de las diluciones

de antibidticos son de 10mL.

V. Inoculacién de los tubos de prueba con el inéculo bacteriano estandarizado y
las diluciones de antibiético.

a) Se colocan en una gradilla tubos de ensaye con 5 mL de medio de cultivo
liquido No. 1 estérii como lo indica la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos para probar cada antibiético, y dos mas para los controles positivo y
negativo.

b) Cerca del mechero Fischer se colocan con una pipeta semiautomatica 0.1 mL

de cada dilucion del antibiético a probar en los tubos con medio de cultivo estéril
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de acuerdo a su etiqueta y su concentracion en la corrida de prueba y al control
negativo, al cual también se adicionan 0.1 mL de solucién salina estéril al 0.9%.

¢) A los tubos ya inoculados con las diluciones de los antibiéticos se agregan 0.1
mL de indculo de bacterias estandarizado por cada tubo de la corrida de prueba y
al control positivo, al cual también se adiciona 0.1 mL de soiucion salina.

d) Los tubos inoculados tanto con los antibiéticos como con el inéculo
estandarizado de bacterias se homogenizan por agitacién y se colocan en las
gradillas para ser incubados de 35-37°C por 24 hs.

e) Las diluciones de los antibidticos y la solucion concentrad? de bacterias puede
guardarse en refrigeracién hasta 7 dias o bien dependiendo de la estabilidad de

cada antibiético. (Las corridas de prueba se reatizan por triplicado)

VI. Lectura de la Turbidez.

a) Después de incubar las corridas de prueba, estas se leen utilizando una linea
negra como fondo o bien el paso de la luz a través de cada tubo observandose si
el crecimiento deja pasar o ver bien la linea claramente, ligeramente o que no se
observe ni la linea ni el paso de luz, considerandose respectivamente como sin
turbidez, ligeramente turbio y turbio los resultados obtenidos de 1a observacién.

b) Con los resultados obtenidos se determina la Concentracién Inhibitoria Minima
en las corridas de prueba siendo esta la concentracién del tubo siguiente al ultimo

tubo que presente ligera turbidez o bien el primer tubo claro de la corrida.



VIl. Siembra de placas para cada corrida de prueba.

a) Se etiquetan placas desechables con medio de cultivo No. 1 estéril que cubran
los tubos que no presentan turbidez visible de la corrida de antibidticos.

b) Se inocula cada placa con 10 ulL de suspension de cada tubo sin turbidez y se
extiende el indculo por siembra masiva en la superficie de la placa.

¢) Los controles positivo y negativo se siembran de igual manera al paso anterior.
Al control positivo se le realizan diluciones seriadas en solucién salina al 0.9%
colocando 0.1 mL en un tubo y diluyéndolo en 9.9 mL de solucion salina, de este
tubo se toman 0.1 mL y se colocan en otro tubo con 9.9 mL sé solucién salina, de
este segundo tubo se vuelven a tomar 0.1 mL y se colocan en un tercer tubo con
9.9 mL de solucién salina quedando las diluciones del control positivo
respectivamente de 1X10°%, 1X10° Y 1X10°,

d) De las diluciones del control positivo se toman respectivamente 10 pyL y se
siembran masivamente en sus respectivas placas de medio de cultivo estéril.

e) Las placas ya inoculadas se incuban de 35-37 °C por 24 hs (Las siembras se

realizan también por triplicado de a cuerdo a cada corrida de prueba)

VIil. Anélisis Espectrofotométrico.

a) De acuerdo al numero de tubos de cada corrida, se preparan tubos de ensaye
13x100 con 0.075 mL de formalina al 12%, tomando en cuenta también los
controles positivo y negativo, etiquetando cada tubo segun cormresponda a la

diluciéon de antibiético.
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b) Se toman alicuotas de 1.5 mL de cada tubo de las corridas de prueba y se van
colocando en su respectivo tubo de ensaye con formalina al 12%, se agita cada
tubo y se deja reposar de 2 a 3 minutos, para posteriormente leer la transmitancia
en el espectrofotometro ajustado con el blanco a 580 nm, al 100% de
transmitancia y se leen respectivamente cada corrida de prueba junto con sus

controles.?’
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RESULTADOS.

A) Dicloxacilinas.

[Microorganismo: S. aureus [% T Inéculo estandarizado: 24.9

]
[Dicloxacilina 1 ] |
[Ensays:1
C. [+] Clave Transmitancia Crecimi UF.C/mL.
(ug/m) (Turbidez) (%T) (Colonias)
0 urbio 3 3.8 incontable -
2 urtio B4, Incontable -
4 urblo K 85. Incontable -
€ urblo 97 Incontable -
urblo 7.2 Incontable -
20 LUig. Turbio 2 7 Incontable -
24 ig. Turbio 7.0 Incontable -
f 99.0 Incontable -
32 _ Negativo 1 99.3 incontable -
36 _Negativo 1 100.8 80 8000
40 Negativo 1 100.0 47 4700
Control (-} Negativo 1 1032
Control (+) Turbio 3 3.9
C+ 1X107
C+ 1X10°
C+ 1X107

Crecimi Clave Transsmitancia Crecimiento UF.C/mL
(Turbidez) (%T) (Colonias)
Turbio .7 Incontable -
Turbio tncontable -
Turbio g7. Incontable -
Turbio 97. Incontable -
Turbio 8. Incontable -
Lig. Turbio 97. Incontabie -
Lig. Turhio 96.4 Incontable -
AYE O L35 68 2 99. Incontable -
Negativo 99 Incontable -
Negativo 98.9 117 11700
_ Negativo 99.4 53 5300
3 ' i 030 —_Negativo _
Control (+) Turbio 3 3.7 Incontable
C+ 1X10° Incontable
C+ 1X10°_ 61
C+ 1X107 5
Ensayo: 3
[ Ci Clave T : Ci UfF.CmL
{ug/mt) (Turbidez) (%N ({Colonias)
0 Turbio 4.3 Incontable -
2 Turbio 86, incontable -
4 Turbio 7 2 Incontable -
[£ Turbio 3 99 incontabie -
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Corrida Dicloxacilina 1.

18 Turbio 3a_ 1 98. Incontable -
20 tig. Turbio 2 | 97.| incontable -
24 Lig Turbio 2 99, incontable -
[y e | TR SR S X Incontabla S
2 Negativo 1 100.! incontable -
38 ‘Negativo _ 1 1017 104 10400
40 Negativo 1 1013 A4 4400
Control (- 7 1049 — Negativo
Controd {+ Turblo 3 4.3 Incontable
C+ 1X10° Incontable
C+1X10° 58
C+1X10” []
i3 Y
Dicloxacilina 1
120
o 100
2
o 80
E e
E @bD.1.E1,
e 40 0D1.E2
R 20 mD.1.E3,
Log. Concentracién
=
[
P E
DD
o
=3
2
pen—atp Q
=3 ﬁ
=
=




l Microorganismo: S aureus | % T. Inéculo _estandarizado: 24.0 |
Dicloxacilina 2 [ ]

Clave Transmitancia Cracimiento UF.C/mL
(%) {Colonias)
46 Incontabile -
[:2) Incontable -
E 93. Incontable -
83. incontable -
101.0 Incontable -
2 100.0 incontable -
A RS AR 5 Incontable -
100.1 Incontable -
100.0 Incontable -
99.9 11 1100
100.3 14 1400
1004
46
C+1X10~
C+1X10™
C+1X10”
i
T
Ensayo. 2
C 6n Crecimi Clave Transmitancia Crecimiento UF.C/mL
(pg/mL) (Turbidez) ( ©
0 Turbio 4.9 Incontable -
12 Turbio 92 incontable -
14 Turbio 96. ncontable -
18 Turbio 96. ncontable -
18 Turbio 01. ncontable. -
20 Lig. Turbio 00. ncontable -
ey L o » 3 '--mr:ﬁx‘- P 00. ncontable -
28 Negativo 00. ncontable -
32 Negativo 00. ncontable -
38 Nogativo 00
40 Negativo 00
Control (-) Negativo 900.5
Control {+) Turbio 49
C+ 1X10
C+1X107
C+ 1X107
[Ensayo 3
C ? Creci Clave Transmitancia Crecimiento UF.C/mL
{pg/mi) (Turbidez) (%T) {Colonias]
0 Turbio 5.3 Incontable M
12 Turbio 5 Incontable -
4 Turbio 4. Incontable -
€ Turbio 00.0 Incontable -
8 Turbio 01.0 Incontable -
20 Lig. Turbio 0C Incontable -
T ,N..va,xmmu (g Petd 00 Incontable N
28 Negativo 100.2 Incontable -
{ 32 Negativo 00.2 Incomable -
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38 Negativo 1 1001 10 1000
40 Negativo. 1 100.2 18 1900
Control (-) Negativo 100.5 ativa
Control {+) Turbio 5.3 Incontable
[_—_c+1xi0°
C+1X10™
C+ 1X107
WA 1
AYFRea]
b
(-]
‘G
=
=
g
s mD.2.EA
[t OD2.E2
= mD2.E3
Log. Concentraciéon
wmwg: BERBIEMS
) U 1
! ‘ v !
L. |
Corrida Dicloxacilina 2.
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[Microorganismo: S, aureus

[% T. Inécuio estandarizado: 24.0

| Dicloxacilina 3

L1

En: : 1
|Ensoyolt e iave ; T UF.CImL
_(ng/ml) rbidez) (%) ©
[s] Turbio 49 incontable -
12 Turbio 98.7 incontable -
14 Turbio 98.0 Incontable -
16 Turbio 100. incontable -
8 Turbio 100.. Incontable -
20 Turbio 100.. Incontabie -
4 Turbio 100.4 Incontable -
28 . Turbio 100.3 Incontable -
o HETA ¢ i 100.3 incontable -
38 i 1 100.4 87 8700
40 ativo 1 100.5 40 4000
Control (-) ] 1 100.8 —_Negativo
Control {+) Turbio 3 4.9 Incontable
C+ 1X10 tncontable
C+1X10° 170
C+ 1X10" 8
S G | s
& A *: ¥ 3 23T
i G RIS Pt | IRV
[Erzayo: 2
C i Ci Clave i Creci UF.CJ/mL
(pg/ml) bidez] (%T) {Colonias)
(] Turbio 43 Incontable -
12 Turbio 95.1 Incontable -
14 Turbio 99.8 incontable -
16 Turbio 00. Incontabie -
18 Turbio 100. Incontable -
20 Turbio 00. Incontable -
24 urblo 00.4 incontable -
28 Lig. Turbio 2 100.4 Incontable -
BRI F M oot o 1003 Incontable -
36 Negativo 1 100.4 62 6200
40 Negativo 1 100.5 8 600
Control (-) Negativo q 900.7 ativo
Control (+) Turbic 3 4.3 incontable
C+ 11X Incontable
C+ 1X107 138
C+1X10” 9
Ensayo: 3
= ; o Clave [ UF.CImL
{pg/mL) (Turbidez) (%T) (c
0 Turbio 43 Incontable -
2 Turbio 7.0 Incontable -
4 Turbio 00. ncontable -
[ Turbio. 00. ncontabie -
18 Turbio 00.. ncontable -
20 Turbio 00. ncontable -
24 Turbio 0.4 ncontable -
28 Lig. Turbio 0.4 ncontable -
N Sammieri Y ERCB WA P fireey B 0.3 ncontable -
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6B ativo 1 100.4 ] -
40 _Negativo 1 1005 - _
Control (-] ativo 1 — :
| ___Control (+) o :
e AXI0S
C+ 1X10%°
Cr 1Xi0™

120

% Transmitancia

20...

100 |-
ol
60 )
40" p
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B) Ampicilinas.

[Microorganismo: M. Juteus

% _T. In6culo estandarizado: 26.0
|

| Ampicitina 1 |
Ensayo: 1
C i Ci Clave T C U.F.C/mL
(ug/mt) {% (C
] Turbio 4.3 Incontable -
0.5 Turbio 64, Incontabla -
1 Turbio 77. incontable -
15 Lig. Turbio 90.3 Incontable -
2 Lig. Turbio 96.4 incontable -
oy igcsarnn I AT plrtim oy 99.8 at 8100
3 Negativo 99.9 79 7900
35 Negativo 00.0 82 8200
4 Negativo 00.0 58 5600
45 Negativo 00.1 48 4600
5 i 00.0 43 4300
55 Negativo 00.0 30 3000
[ Negativo 00. 26 2600
6.5 Negativo 00, 21 2100
7 Negativo, 00, 8 1800
75 Negativo 00.2 0 1000
8 Negativo 00. 300
8.5 Negativo 00. 100
9 ativo 00. € [y
9.5 Negativo 00. 300
10 ativo 00. 100
CONTROL (-) ativo 100.7 N
CONTROL (+) Turbio 14.3 Incontabla
C+ 1X incontable
C+ 1X10° 47
C+ 1X107 2
[Eniayo.2
C Creci Clave Transmitancia Crecimiento U.F.C.AmL
(ng/mb) {Turbidez) (% Colonias)
) Turbio 13, ncontable -
Q.5 Turbio 67.3 ncontable -
1 Turbio 77.4 ncontable -
1.5 Lig. Turbio 2 tncontable -
2 Lig. Turbio 97.0 Incontable -
S G e e 005 % %0
3 ) .5 82 8200
as Negativo 100. 60 6000
4 ativo 00.2 58 5800
45 Negativo _ 00, 50 5000
5 Negativo 00. 44 4400
55 N ivo 00. 2 3200
8 Negativo 00, 4 2400
85 Negativo 100. 2300
7 Negativo 00.2 1500
75 egativo 00. 1200
8 Negativo 99.9 1000
8.5 Negativo 00, 1800
[] Negativo 00. 1500
9.5 Negativo 00. 1500
10 Negativo 01. 1300
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CONTROL(-) | Negativo 100.7 Negativo
CONTROL (+) Turbio 1341 Incontable
C+1X10~ Incontable.
C+ 1X107 43 -
C+ 1X107 4
[Ensayo:3
c Creci Clave T i C
{%T) (Colonias)
10.0 Incontable
65. Incontable
75.2 Incontable
0. Incontable
96.4 Incontable
$9.8 4
99.9
00 4
00. 57
00. A3
00. 39
00, 38
00.2 22
00.0 29
7 Negativo 100. 20
7.5 Negativo 00.3 14
8 Negativo 00, 17
8.5 00. 15
] Negativo' 00,4 10
8.5 alivo. 00, 17
10 Negativo .3 15
CONTROL (-) Nogativo 100.7 Negativo
CONTROL (+) Turbio 10.0 Incontable
C+ 1X10™ Incontable
C+ 1X10" 42
C+ 1X10" 5
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Microorganismo: M. Juteus | % T. Inéculo estandarizado: 24.3 |
ilina 2 | ]
|Ensayo: 1
C 2 Crecimi Clave T i Crecil U.F.C/mL
(pg/mb) (Turbidez) (%) (Colonias
0 TFurbio 3 20.7 Incontable -
1 Turbio 3 77 Incontable -
1.5 Lig. Turbio 2 4. 131 13100
» 95. 88 8600
25 Negativo 98. ) 8400
3 N 9a. 60 6000
35 Negativo 59, 56 5600
) Negativo 99. 40 4000
45 Negativo 00, 31 3100
5 Negativo 00. 29 2600
5.5 i 00. 24 2400
8 N 0 01, 27 2700
85 Negativo 00.4 27 2700
CONTROL (=) Negatr 100.3 Negativo
CONTROL (+) Turbi 20.7 incontable
C+ 1X Incontable
C+1X10° 38
C+ 1X107
Ensayo: 2
C i Crecit Clave i [+] U.F.C/mL
{ugimt) ___(Turbidez) (%) {Colonlas)
["] Turbio 17.7 Incontable -
1 Tusbio 76. Incontable -
1.5 Lig. Turbio 85. 110 11000
R T T Nepevor T AT o7. 5 6600
25 Negativo 97.7 106 10600
3 Negativo a9. 72 7200
3.5 Negativo 99, 87 6700
4 Negativo 99. 32 3200
4.5 Negativo 99. 28 2600
5 Negativo 100.5 26 2600
5.5 Negativo 100.7 27 2700
8 Negativo 89.9 31 3100
8.5 100.5 29 2900
CONTROL (-) N j 100.4 ativo
CONTROL. (+) Turbio 17.7 Inconiable
C+1X107 Incontable
C+ 1X107 38
C+ 1X107 2
< 2K 3
3
En 3
C C Clave Transmi Creci U.F.C/mL
(sg/ml) {Turbidez) (%7 {Colonias)
Q Turbio 17. Incontable -
1 Turbio 76. Incontable -
93. 117 11700
96. 93 9300
98.3 77 7700
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3 Negativo 99, 69 6900
3.5 Nogativo 98, 61 6100
4 Negativo 99, 36 3600
45 Negativo 100.1 30 3000
5 Negativo 95.4 32 3200
55 Negativo 100.0 33 3300
6 Negativo, 100.2 33 3300
65 ativo 100.1 3l 3100
CONTROL () Negativo 1004 ativo
CONTROL (+) Turblo 175 Incontable
C+ 1X107 incontable
C+ 1X10* 41
C+ 1X10" 0
23 eIy Tas B
el D QT
caM D T
Ampicilina 2
120
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Microorganismo: M. luteus [% T. Inéculo estandarizado: 24.3 |
Ampicilina 3 |
| Ensayo: 1
C ¢ Ci i Clave Transmitancia Crecimiento U.F.C/mL
(ng/mL) __(Turbidez) (% )
0 Turbio 20. Incontable -
1 Turbio 89. Incontable -
18 Lig Turbio 88. Incontable -
2 Lig. Turbio 00! 148 4600
2.5 Lig. Turbio 00. 139 13900
QEAEE 358 00. 91 9100
35 Negativa 00. 87 8700
4 N vo 0. 53 5300
45 Negativo . 87 6700
5 N f 83 5300
55 N 60 8000
6 Negativo 47 4700
6.5 N ivo 57 5700
CONTROL (-) Ni h 1 1014
CONTROL (+) Turbi 3 207
C+1X
C+1X10°
C+1X107
W A
| Ensayo: 2
C i Ci Clave i C U.F.C/mL
(pgiml) (Turbidez) (%D (Colonias)
0 Yurbio 17.7 Incontable el
1 Turbio 88.9 Incontable -
15 Lig. Tusbio 89.0 incontable -
2 Lig. Turbio 00. 118 1800
25 Lig. Turbio 00.! 120 2000
tay z e e 00, 104 0400
35 Negativo 00 82 8200
4 Negativo 101 66 6600
45 Negativo 1. 71 7100
5 Negativo 0. 68 8800
55 Negativo )0. 72 7200
6 Negativo 01. 50 5000
85 Negativo 01.0 83 8300
CONTROL (3 Negati 1 1014 Negativo_
CONTROL (+) Turbio 3 7.7 Incontable
C+1X107 incontable
C+ 1X10 36
C+ 1X10° 2
mpzw
|Ensayo: 3
Concentracion Crecimiento Clave Transmitancia Crecimiento U.F.C./mL
(ugfmL) (Turbidez) (% (Colonias
[1] Turbio 17. incontable -
1 Turbio 81, Incontable b4
15 Lig. Turblio 9. incontable -
2 Lig. Turbio 100.2 133 13300
25 Lig. Turbio 100.8 109 10900

70



102, 76 7600
3.5 100.9 4 3400
4 Negativo_ 100; 100
45 Negativo 101, : 7600
5 101, 100
55 T 101. B4 BA00
6 Negativo 101.0 48 4500
6.5 ivo 101.0 a8 4800
CONTROA {-) 1 101.4 Negativo
CONTROL (+) Turbio 3 175 incontable
C+ 1X10° Incontable
C+ 1X10” 41
C+ 1X107 0
CIMZ> S OTSIY
g CBM:<. ol X v
3
2
£
2
o SA3E1
o OA3E2
° WA3E3

Log.

[<]

oncentracién

71




C) Amoxicilinas.

Corrida Ampicilina 3.

[Microorganismo: M. luteus

[% T. Inéculo estandarizado: 25.4
]

Amoxicilina 1
| Ensayo: 1
Ci C Clave i Ci o U.F.C./mL
{ngimL) (Turbidez) (% (c )
[] Turbio 3 15. Incontable -
05 Turbio 3 47. Incontable -
1 Lig. Turbio 2 62. {ncontable -
74. incontable -
2 Negativo 81. Incontable -
25 i 88.€ Incontable -
3 N T 90.0 88 98800
35 N F 93.7 76 7600
4 N vo B4 48 4800
45 N VO 85, 24 2400
5 N tvo 96. 8 1800
CONTROL () Negativo 104.6 Negativo
CONTROL (+} Turbio 15.8 Incontable
C+ 1X10™ Incontable
C+ 1X10¥ 28
C+1X16" 7
% BT
NSt obeb
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| Ensayo: 2
C Ci Clave Ti i Ci U.F.C/mL
{ug/mL) (Turbidez) (% {Colonias)
[] Turbio 3 20. incontable -
0.5 Turblo 3 447 Incontable -
1 Lig_Turbio 2 63, Incontabie -
76.4 incontable -
2 83.4 Incontable -
25 Nagativo 90.€ incontable -
3 Negativo 82. 65 6500,
35 VO 88. 42 4200
4 Negativo 96. 59 5500
45 ) 94 28, 2800
5 ivo 99.0 11 1100
CONTROL (1) Negativo 104.9 __Negativo
CONTROL (+) Turbio 20.1 Incontable
C+1X10~ Incontable
C+1X107 21
C+1X10 5
HArp i

Starha st hs s a

En: : 3
C HON C Clave T i i Crecimi UF.C./mL
{ng/mi) (Turbidez) (%T) (Colonias)
1] Turbio 17 Incontable -
0.5 Turbio 48. incontable -
| 1 Lig. Turbio 686. Incontable -
LTI B v o SV v AR A 78. Incontable -
Negativo 89. Incontable -
25 Negativo 92 Incontable. -
3 N 92 72 7200
35 Negativo_ 92. 50 5600
4 Negativo 98. 36 3600
4.5 N ivo 86. 28 2800
5 Negativo 97.0 13 1300
CONTROL () Negativo 103.9 Negativo
CONTROL (+) Turbio 17.0 Incontable
C+1X10” Incontable
C+1X10° 30
C+ 1X107” [
v v
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Amoxicilina 1

K]
[3]
c
=
E
2]
E mAX1.E.1
= DAX1.E2
kS WAX1.E3
T 'TH
ALYV LG
Ty by L bl
z H .-
Corrida Amoxacilina 1.
[Microorganismo: M. luteus [% T. In6culo estandarizado: 25.5
{Amoxicitina 2 |
| Ensayo: 1
Concentracion Crecimiento Clave Transmitancia Crecimiento Uu.F.Cmi
(ng/mL) (Turbidez) (% (Colonias)
3] Turbio 3 164 Incontable -
0.5 Turbio 3 63.9 incontable -
s : 82, Incontable -
1.5 ativo 82 Incontable -
2 Negativo 93 Incontable -
2.5 ativo 97. Incontable -
3 Negativo 98.7 259 25900
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3.5 Negalivo 98.7 202 20200
4 Negativo 99.0 136 13600
4.5 ivo 100.5 53 5300
5 ativo 101.7 18 1900
CONTROL (-) ativo 105.4
CONTROL. (+) Turbio 168
C+1X10
C+1X10°
C+ 1X10"
| Ensayo: 2
C C Clave i C U.F.C/mL
(gml) (Turbidez) (% {Colonias)
1] Turbio 3 17.2 Incontable -
0.5 Turbio 3 80.€ Incontable -
3ie4 25 80. Incontable -
15 Negativo 34 Incontable -
2 Negativo )4, Incontable -
2.5 ivo 7. Incontabie -
3 Negativo 98, 262 26200
35 ; 98, 77 17700
4 ativo 99.4 6 9600
45 Negativo 101.7 7 6700
5 ativo 100.9 34 3400
CONTROL (-) i 105.9
CONTROL (4 Turbio 17.2
C+1X10™
C+1X10°
C+1X10"
| Ensayo. 3
C 9 Creck Clave i Ci U.F.C/mL
| {pg/mt) (Turbidez) % Colonias)
1] Turbio 3 9.1 ncontable -
0.5 Turbio 3 54.7 ncontable =
3 74. ncontabie -
5 ivo 53,6 ncontable -
2 Negativo B5. ncontable b
25 Negati 37.0 ncontable -
3 Negativo 58.4 238 3600
3.5 i 99.1 151 5100 i
4 Negativo 2 117 1700
45 ; 102.9 47 4700
5 Negativo 102.8 26 2600
CONTROL () 1058
CONTROL {+) Turbio 19.1 incontable
“C+ 1X10° Incontable
C+ 1X10” 42
C+ 1X10™ 1
Pokigs G g8 ¥ = utae



% Transmitancia

120-

Amoxacilina 2

010

Log. Concentracién

Corrida Amoxicilina 2.

WAX2.3.1
OAX2E2
WAX2.E3
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- RESULTADOS ESTADISTICOS.

1) Andlisis por regresion linear para binomios de antibiéticos (%T).

A) Analisis de regresién lineal por binomios para Dicloxacilinas. (%T).

doxaculina 1 & Dncloxa lina 3
Dicloxacilina 1 & Dicloxacilina 2 0.994
Dicloxacilina 3 & Dicloxacilina 2 0.998

Ampiculma T &Amplcmnaz 0998

Ampicilina 1 & Ampicilina 3 0.991
Ampicilina 2 & Ampicilina 3 0.992

C) Analisis de regresion lineal por binomios para Amoxicilinas (%T).

Amplcillna 2 & Aiclllna 1

2) Promedios de las CIM Y CBM de los antibiéticos.

o DICLOXACILINAS:

28 36
Ei 28 36
28 36
24 36
24 40
24 40

TESIS CON

T FALLA DE ORIGEN

32 36
1 32 36
4 32 36
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Se realizo el estudio comparativo por el método de regresion lineal entre los
diferentes laboratorios de cada antibiético, empleandose el programa SPSS
version 9; determinandose el coeficiente de correlacion (R) en base a los datos de
porcentaje de transmitancia de los multi ensayos en los antibidticos de prueba,
comparandose los binomios entre laboratorios y su comportamiento ante un rango
de concentraciones fijas y un mismo microorganismo de prueba. Asi mismo se
realizaron graficas de correlacién con curvas linearizadas de porcentaje de
transmitancia y logaritmo de la concentracién entre los triplicados, para cada
laboratorio de cada antibiético.

Por lo que de acuerdo a los coeficientes de correlacion se observo con un
intervalo de confianza del 95% que no existen diferencias significativas en el
comportamiento entre los binomios de los antibiéticos de los diferentes
laboratorios con el mismo principio activo; esto indica que ante un mismo rango de
concentraciones y un mismo microorganismo de prueba, el comportamiento entre
dos antibidticos es similar, 1o cual se corroboro en las graficas elaboradas de los
inter ensayos para cada antibidtico y laboratorio en particular, donde se observan
variaciones minimas entre los triplicados de acuerdo a las lecturas de
transmitancia realizadas.

Por otra parte en los valores de turbidez no hay variacion entre los triplicados de
cada laboratorio, comparados entre los otros con el mismo principio activo y para
cada antibidtico empleado; en los parametros correspondientes a la
determinacién de CIM, se observan variaciones de 1 a 2 diluciones entre los
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triplicados y entre los laboratorios de cada antibi6tico; lo anterior se contrasta con
la determinacién de la CBM, ia cual varia de la misma forma, también en un rango
de 1 a 2 diluciones de concentracion entre los triplicados y entre los laboratorios
de cada antibidtico, lo que indica que la actividad entre ellos es similar o que tiene
casi el mismo comportamiento a las concentraciones y ante los microorganismos

utilizados.

CONCLUSIONES.
De acuerdo a los coeficientes de correlacion determinados entre los antibiéticos de
los diferentes laboratorios con un mismo principio activo, se generan las siguientes
conclusiones para las penicilinas semisintéticas empleadas:
1) Para los antibidticos correspondientes a las dicloxacilinas; se presentan
minimas diferencias no significativas entre ellos respecto a su porcentaje de
transmitancia y rango de concentracién ante el mismo microorganismo de prueba
S. aureus.
2) Para los antibiéticos correspondientes a las ampicilinas; se presentan también
minimas diferencias no significativas entre ellos, respecto a sus porcentajes de
transmitancia y concentracién ante el mismo microorganismo de prueba M. luteus.
3) Para los antibidticos correspondientes a las amoxicilinas; se presentan

minimas diferencias ligeramente acentuadas pero no significativas entre ellos
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(respecto a los otros antibidticos), respecto a su porcentaje de transmitancia y
concentracién ante el mismo microorganismo de prueba M. luteus.

A lo correspondiente a las CIM y CBM, en la mayoria de los casos se concluye
que son similares para cada principio activo y sus laboratorios productores; con
una variacién 1 a 2 diluciones de concentracion de los antibifticos, ante los
microorganismos de prueba especificos, manifestando la gran similitud en su
comportamiento antimicrobiano o propiedades bactericidas y bacteriostaticas.

Por ultimo se concluye que el método de dilucién en tubo se puede emplear por
su sencillez como tamiz en 1a evaluacién y la comparacién de antibiéticos, en este
caso penicilinas semisintéticas, con el mismo principio activo pero elaborados por
diferentes laboratorios; ya que es capaz de encontrar diferencias entre ellos
cuando no existe un comportamiento antimicrobiano similar (Potencia
microbiolégica), en base a la determinacion del porcentaje de transmitancia, CIM y

CBM ante un rango de concentraciones y microorganismos de prueba especificos.
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SUGERENCIAS.
Segun lo observado durante la realizacién de este trabajo se sugiere manejar con
el mayor nivel de calidad los materiales, cepas y antibiéticos empleados, evitando
contaminaciones o mezclas entre los antibiéticos, lo cual genera variaciones en
los resultados de las determinaciones, y el retraso en el desarrollo metodoiégico.
También se recomienda para la determinacién de turbidez el empleo de un
turbidimetro, y que no quede sujeta a la observacién visual ya que es un poco
subjetiva y se somete a criterios de apreciacién personales, que no permiten en
ocasiones detectar reaimente diferencias entre los tubos de las corridas lo cual
afecta en los valores de determinacion de la CIM.
Asi mismo es recomendable para trabéjos posteriores el empleo de antibidticos y
cepas ATCC, empleandolos con el mismo método de dilucion en tubo; para que
después sus resultados sean usados para la comparacion entre los antibidticos
comerciales o de diferentes productores, para establecer asi sus valores o rangos

de CBM y CIM, en una forma aceptable y comparable.
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ANEXOS.

L PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
A) Medio de cultivo 1 para la prueba de potencia microbiolégica de antibiéticos

segun la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.?’

Peptona. 6.0g
Digerido Pancreatico de caseina. 409
Extracto de levaduras. 3.0g
Extracto de carme. 159
Glucosa. 1.0g
Agar. 15.09
Agua destilada. 1000.0 mL
pH después de esterilizacion. 6.6+0.1

B) Medio de cultivo Agar Soya Tripticaseina para conservacion de cepas.
Suspender 40 g del polvo en un litro de agua destilada. Si es necesario

calentar ligeramente hasta disolver. Distribuir y esterilizar a 121°C por 15 minutos.
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GLOSARIO.

Acido clavulanico. Inhibidor natural de betalactamasas, producido por
Streptomyces clavuligerus.

Anafilaxia. Aumento de ta sensibilidad del organismo a un antigeno, que
administrado antes provoco una reaccién normal.

Antiblosis. En contra o que se usa contra la vida.

Antiséptico. Agente que mata o inhibe a los microorganismos pero que no
es dafiino al tejido humano.

Atipico. Estado o condicién de no conformidad con un tipo. Celular. Signo
histolégico de malignizacién.

Colitis. Inflamacion del coién.

Colonia. Poblacién de células que crecen sobre un medio sélido
provenientes de una sola céiula.

Cuenta viable. Medicién de la concentracién de células vivas en una
poblacién microbiana.

Cultivo. Cepa o clase particular de un microorganismo que crece en un
medio de laboratorio.

Desbridacién. Dilatacion cruenta de una herida u orificio natural para
facilitar la salida de un cuerpo extrafio, cohibir una hemorragia, etc.

Eritema. Enrojecimiento de la piel, por congestion de capilares y
desaparece momentaneamente por la compresién.

Escarlatiniforme. Exantema parecido al de la escarlatina.
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Estéril. Libre de organismos vivos.

Esterilizacién. Tratamiento que consiste en dar muerte a todo organismo
vivo en un material.

Exacerbacién. Aumento o exageracién de la gravedad de un sintoma,
dolor, fiebre o de una enfermedad.

Exantema. Erupcion, mancha cutanea.

Flebitis. Inflamacién de una vena.

Habén. Elevacion cutanea aplanada, a veces pruriginosa.

Infeccidén. Desarrolio de un organismo dentro de un cuerpo.

Inhibicién. Que evita el desarrollo o funcién.

Macula. Lesion cutdnea que consiste en una mancha roja, no elevada y
desaparece por vitropresién. Maculopapula: Lesion de la piel combinada de
una macula con una papula.

Meteorismo. Distensién del abdomen por gases contenidos en el tubo
digestivo..

Monobactamico. Compuestos semejantes a las penicilinas, que solo
presentan en su estructura un anillo de tipo betalactamico ej. Aztreonam.
Mononucleosis. Presencia de un gran numero de leucocitos
mononucleares en la sangre.

Nefritis. Inflamacion renal.

Nefrotoxicidad. Accién toxica o de intoxicacién del rifién.
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Péapula. Elevacion eruptiva pequefia, sdlida y circunscrita de la piel que
termina en descamacion.

Patégeno. Organismo capaz de causar dafio a un huésped, el cual infecta.
Posologia. Parte de la terapéutica que se ocupa en las dosis o dosificacién.
Potencia Microbiolégica. Determinacion de la susceptibilidad de un
microorganismo ante un antibidtico determinado en el menor tiempo y
concentracién posible.

Probenecld. Derivado del acido benzoico , que inhibe el transporte tubular
renal de loa acidos grasos. Se emplea para tener niveles plasmaticos de
penicilina mas altos y persistentes.

Pruriginosa. Afeccion caracterizada con sensacion incitante a rascarse o
de picor violento y papulas.

Prurito. Sensacidn que incita a rascarse.

Quimioterapia. Tratamiento de una enfermedad infecciosa con sustancias
quimicas o antibidticos.

Septicemia. Estado morboso debido a la presencia de bacterias y sus
productos en sangre. ‘
Tamiz. Art. Separar, distinguir, seleccionar.

Urticaria. Erupcién cutidnea con papulas de limites netos, elevadas con
vértice aplanado acomparfiado de eritema y prurito.

Venoclisis. Inyeccion de liquidos en una vena.
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m. FOTOGRAFIAS.

Cepa de S. aureus en A.S.T Cepa de M. luteus en AS.T.

S. aureus y M. luteus en Solucién Salina.
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Ejemplo de diluciones de antibiético en solucién salina isoténica
para dicloxacilina 1

Observacién de turbidez para determinar CIM; comparando tubos de una corrida
de ampicilina 1 con sus controles positivos y negativos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Materiales empleados para la siembra en placas y determinacion de CBM.

Espectrofotometro y muestras para determinar % de transmitancia.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Ejemplo de controles positivo y negativo para amoxicilina 2.

Siembra en placa de control positivo en  Siembra en placa de control negativo en
dicloxacilina 1. dicloxacilina 1

TESIS CON %
FALLA DE QORIGEN




Placas de siembra de las diluciones del contro} positivo
a 1x107, 1x10° y 1x10°° para amoxicilina 1.

. ESQUEMA DEL METODO DE DILUCION EN TUBO.

é@@ggggggwmmn

25 125 62 0.4 ug!ml of antibiotic

Y e
ejelololelelel T ot

Esquema del método de diluciéon en tubo para determinar CIM y CBM. EI

esquema muestra una CIM en 3.1 ug/mL y una CBM en 6.2 ug/mL

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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V. DIAGRAMA DE PROCEDIMIENTO GENERAL.

No. Tubo. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11C- |12C+
Medio 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
m.o.. 01]/01({01701[(0.1{01({01({0.1]0.1]01 0 0.1
mL
Antibiético 101]01{01]01({01[/01]01]01/01]01} 0.1 0
Concentracion Depende de! rango de sensibilidad del antibi6tico.
pg/mL )
Volumen total | 5.2 I 5.2 [5.2 l5.2 IS.Z ,5.2 Ts.z ls.z |5.2 |5.2 52 '5.2: 10

U

Incubacion a 35 - 37° por 24 hs

U

Lectura de turbidez visual y % de transmitancia.

(CIM)

Sembrar 10 ulL de los tubos que no presenten turbidez en medio de cuitivo No 1
en forma masiva.

[l

Incubacién a 35 —37° por 24 hs

Lectura de cultivos determinando UFC/mL

(CBM)
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