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PRUEBA DE UN MICROMETCDO PARA CUANTIFICAR UN
ANTIMICROBIANG EN MUESTRAS MUY PEQUERNAS DE PLASMA ¥ LIGUIDO
CEFALORRAGUIDED DE NIROS RECIEN NACIDOS

I INTRODUCCION

Para hacer un uso racional y efactivo de los sntimicrobiscos,
us necesarlo conocer su origen, proplededes fisicas y quimices,
los efectos biaqimicua‘v finiolBgicus sobre el organismo gqus
los recibe, las propiedades farsacocinticas y ls sccifn misma
sobye microdrgsnismas petBgenos y sus efectos terspbuticos: g!‘
ra todo esto, en la prEctice médico-bioléigice se hecen estudiow

"in vitro® & "in viw",

Los estudios "in vitro® suastren le evectivided de las But-
tancias antimicroblenms contrs loa microorgenismos petdgenns
y los mstudios "in vivo® sirven para hacer le valorepibn for-
mecolfgica de estas sustancies. Los emtudios “in vivo" prime-
0 BE renlizpn en snimales y los reaultados se extrapolan ul
homhre, ya gue la experimentacifin en Este ssth limitade por
razones bticaw. (12, 13, %, 15, 28, 31)

As{ como =} compartamiento fermacolBoico y sl efecto tera-
plutico de loe entimicrobisnos varfsn en laa diferentes sspa

'c&ea davanimales y en el hombre, e¢s dt asperarae que en los



nifios cuyo metsholismo es diferente el de los adultos, también

sea distinta la farmacocinbtics de estas sustanciss. (5, 31)
11 ANTELEDENTES Y OB8JETIVOS

RNTECEDENTES

En farmscologla clinics existen varios mbtodos pare deter-
minar o cusntificsr sustencias sntimicroblenas en divefcua
1{quldos corporales como: suero, pleems, ligqulido cefalorragul
deo, orine, bilis, ete; estos métodos los podemos ciassificar

ens

a) Mitodos gquimicosn
b) MEtodos biolbgicos

a) MEtodos quimicos,.- Consisten en hacer rveeccionar sl en-
t;nicrohiano presents en lag muestras con sustancinss quiﬁicaa
y el prnducto ds este reaccifn se puede cusntificer por medlo
de mbtauow turbidométrigos, ledomftricos v otros méiodos espe-
 ciales gue mlgunas veces son semisutnmstizedos, Algunos de T

tos mhtodos por dar resyltados poco 60nf£nhlﬁa, han dsjaduvéni
ukllizoarse, Actunlmente se cuents con métodos r:ﬂluinmunuiégi
o8 gue son my exsctos, pero requisren de materisl muy cos~

toeo (13,38,39,40).

b) Métodos biplbgicos.- En estos mélodos se prumbsn las my—



astras can sl antimicrobiano frente a un microorganismo muy
sensible; entre gstos setén: el mBtodo de dilucifn seriads

an caldo y los métodos ds difusibn esn ager. (13,16).

M&tado de dilucibn ssriada en csldo.- Pera determinar la
concentracifn de un antimicrobiano en muestras liquidss ss
preparen dos sietemas con un mismo microorgenismoc ds prue-
ba: une serie da diluclones conocidms del antimicroblanc
(seris control) y otra con dilucionss del 1{quido corporsl
(sarim desconocida). En la serie control se datermiaarh iz
concentracifn inhibitoria minime (C. I. M.) dal antimicroe
biano contras el microorganismo de prusba, En la saris des-
conoclde ses obsaerve cu8l ws sl tubo en 8l gus ocurre ls
iﬁhibicién; 880 punto squivale a le concentracifin {nhinitp~
ria minima. Lo centlidad ds sntimicrobieno prosente en li
musstrs as goetarminsda multiplicendo 1o C, 1. M, obtenids
por al factor ds dilucifn de lo musatres. Este as un mbtodo
simpis y no requiers de aquipo especial, sin embargo se ha
ubéarvada gue no de resultedos reproductbles v es poco exac-

ta,

Mbtodo de difusidn en sgar.- €n forme gmnersl este métods
ss construye colocando sn cejan de patri una bess da medio .
de cultivo sblidn que servird como cape niveladors pers Lu';

difusibn del sntimicroblane nue oe colocsrd poatsriorrents;



sobre wsta base sg aplica una segunda cepa muy dalgada de
medio de cultivo inoculado con 8l germen de pruebs (que de~
be sar altsments susceptible), sobre ess ssgunds ceps 88 CO-
loca el antimicroblano en concentrecionss conocidas y decra-
clentes ya mea en cilindros matélicos (cubstas) o Smpregnado
en discos de papel filtro. La difusifn del antimicrobliane
desde la cubei® o sl pspal vaerlaréd aegun 18 concentracidn
del sntimicrobleno colocedo en torno a la fuente del wmismo
cilindro o dieco y, despuls de mantencr les csjas & tsmpara-
tura odecusds se obnerverén halos ds inhibicidn de taceho
proporcionzl a l» concentracifn de antimicrabianc; en esta
farma s construye uns linem de regrasién (curvs aatindari
que reprassnte los helos de inhiblcifin cue s» consigusn con

cadn une de las concantraclunes probadas,

Conatruido el sistsma de medida (curva ssténder) me podré
probaer, en condiciones simiinres, sl meterisl cuyo contenidn
en antimicrobiano se quisre dsterminar, midiendo el resulta-
do (hmlaa da inhibicibn) contra la curva esténdsr correspone

- dients (16),

En ol método de difusifin vartical de Mithison vy Splcer
(131), les soluciones conoclidas dal antim;:robinNQ vy las du
-~ las musatrss con el antimicroblana sa plpetesn deniro de tuw

bos capilares (3 mm de dibssire interno) qus cnnhsngaﬁ ung



columne de sger inoculado (2 a 3 cm); de este modo se obtienen

zonas de inhibicifn que se puedan medir longitudinslmente.

De los métodos sntes mencionsdss, el gque mbs se utiliza es
el de difusibn en places de agar, originalmente disefisdo por
Grove y Rendall (16) gque ha sido modificedo por muchos inves-
tigedores asequrando ls utilided de &ste m&todo biolfgico (14,
2, 3, 5, 6, 9, 10, 13, 18, 19, 22, 24, 25, 27, 28, 25, 3%,
36, 37, 41). '

En este w#iudio se probé un métoda blolfglco modificado pa-
ra micrombtodo con el gue se cuertifich en plasme y l{quido
cefalorraguideo de nifios recifén necidos un nuevo entimicrobis

no, la Sisomicine (Ver anexc A)
OBJETIVOS

El objetivo principsl de ests estudio fue prober un sftodo
vpafa cusntificer un entimicrobiano en mueairas ﬁuy #equeﬁau de
plaama y liqnida cefolorregquideo, obtenidas de nifios recién ne-~
cldos, a fin de cantribulr el conocimiento farmmcocinético de
antimicrobianos en nifins de bajo peso, en 2l caso psfticﬁlar_f"

2]l estudio ae yealizd con Sipomicina,



111 MATERIAL Y METODD
1) Ensayoc del wétodo

Al hacer los snswyos del mbtado, fue nacesaric tomsr en cusn
ts laos Poctorss qus podimn influir sn los resultados, para
controler las varisbles y reducir sl miniso lus srrormss; prin-
ciplamante ss tomd sn cusnta que se tanian que proceser mues-
tras con vnlﬁicnna wmuy pequefios utilizando un microm$todo qus

fusra prhctico, ssncille y reproducible,

Lu dascripcifn ganarsl de este micromftodn, ss musstre en
sl miguients parrafo y postariorments se cdetallerd al descrie-

bir ls construccibn del modelu esthnder.

So planal determinkr lz concentracibn de Sisomicina sn muss-
tras di plasma y quuldn cafalorraquides abtenidas ds nifos
recibn nacidos, modificsnds sl sictema da Grove v Rmndillk(16)
sn ol que e utilizen mysstres ds vollmenes nd menorss de
4 ml.; por allo es tuvn que modificar pears microm&tadb‘ya,qum
es tania que cuentificar gl sntimicroblano en mumstras mucho

menoree que 0,1 nl,

Les variacionss qua sa tuvisron que hscer para sl nicromkto-

do, Tusron les slgulsatas:



Para aplicar les soluclones conocidas de la Sisomicine y los
1fguidos corporales a les placas 8e sgar inoculadss con el
germen de prueba, se¢ utilizaron discos de papel filtro en ve:
de uear cilindros de acero inoxidsble (cubetas), dsbido a que
#6t08 presentan uns mayor dificultad en au manejo y edembs
por que estos deben llenerse con 0.6 ml, da musstra y de los
nifios no se pusden gbtener grandas vollmenas ds sangre o de

1{quido cefalorraguideo.

Las diluciones del antimicrobiano y las muestras problema,
88 impregnaraon & los discos utilizendo tubos capllares que
previamenty se celibrsron y msrceran para sceptsr un vollmen
de 0.02 ml, estns capilares =g uasron como micropipetas y tsm-

bifin para la toma y consarvacifn da les muestras.
2) Construccibn del madalo eathndar (Curve)

a) Praparascifn del microorgenismso de pruabs
Fundementalmente sste pasoc tuve por objeto obtener un can-
centrado de éaporas bacterianas (micruorqanisma da pruabe sen
eible a bajes conceatrsciones del antimicrobisna) pars inacu-
lar 81 sistems de sgar y logror un desarrollo uniforme. dendo

helos nitidos, no fastonadon ni dobles y qua fusren fhoiles

" da madir.



Para encontrar sl microorganismo da pruebs adecumdoc as tra-
bajb con diferontes cepas, generslmante suceptiblos a la Siag
micine, probandolas 2 bajss concemtraciaonee, hasta abtenwr
una cepa formadors de esporas., Este cepa fua una de -

Becillus subtilis,.

Ya teniendo sl microorganismc de prusbs ss obtuvo une suse~
penasién rica e¢n enporas, e&in formus bacilares y se calculf la

concantracibn éptima a que debfm usarse (Ver snexo B8).

b) Preperacifn de las cajus
Sa coloch en cajss de petri ds 100 X 10 me. une primars ca
pa de medio de cultivo & Tin de nivalar sl fondo de le caje

" (ceps niveladars) y una segunds con 8ocillus subtilis al

D.04 ¥ (caps inoculade),

€1 medic que ss utilizd fue Antibiotic medium No. 2 (DIFCO)
sjustendo sl pH a 8.1 (35), Con @l moadio de cultivo fungido
se preparsba un grupo de 16 cajes, msrcades prsviamaﬁta & 8y
bsee con una linas de color, vertisndo 10 ml. de uedio nutriti

vo @n cads una y dsjando qua splidificeras,

En 18 preparscifn de la eagunds caps, el medic de cultivo se
wsneib v una temparaturs de 55° G, pars agregar la auspansibn

ds esporas, sn seguidm oe distribuyerun & ml. Bn cads uns de



las cajas; estas con la segunras capa se dsjsban destapadas
durents 15 minutos sproximedamante con sl fin da eliminer el
exc#so ds humeded; lusgo se teparcn y se conservarcn en refri-

gerecibn (no mhs de 24 hs.) haste sl momento de usarlas,

¢) Preparacifn de las dilucionss dal sntimicrobiano para la
curva ssthndar

Las concentraciones conccidss dal antimicroblano para la
cyrva estfndar sa praparsron haciondo dilucionee s partir del
gsténdar primario de "Sulfato de Sinomicina® SCH 13475 (Late
55 53-147-1 Pot. 573 mcg/ml. ), tomendo en cuenta su potsncia
y nb su peso. Las concentracipones pmra sste sistema fuercn:
1, 2, 4, B y 16 mcg/ml, teniendo como punto de referencia (PR)

la concantracibn de & meg/ml,

En ls table No. 1 se muastra como se prepararon les solucio~

nes scupsss de la Sisomicina,

d) Conatruccifn de 1a curva esténdar »

Ds 16 cajaé preparadss como ya sa indich unral inciso ahta-y
rior, se destinaben & pars cade uns de las concontraciones co~-
nocidas, munoe paia 1a concentrwzcifn del punto ds infarencla
{PR) que se colocaba en todas las csjes sobre la 1inea de co-

lor previamente marcads.



" TABLA No. 1

4_PREPRRACIDN ‘DE SCLUCIONES RCUOSAS vE SISONICINA

Concentracionss para ls curve esténdar:

Selucidn Kadre (M)

1 2, & (PR}, B y 16 mcg/ml.

20 3. activos de Sisomicloa (34.8 mg,) + 20 wml, oa eguae*

1 000 meg/ml

Solucibn (I} 1.0 ml. de (M) + 9 ml. da agua®* 100 wmcg/ml
Solucifén: Frocedimiento Concentractfin Volumen Voluman
‘ an inicial final

meg/ml, (ml.) (ml.)
4 0,8 ml. de (I} + 4.2 ml. ds agum® 16 5 3
2 2.0 = ={1)+2.0.v = ¥ 8 b 2
3 2,8 * =*(2)+2.0 = » = L (PR) 4 3
L 1.0 7 .5 (3) + 1.0 » = = 2 2 1
5 1.0 (k) + 1.0 v @ 1 2 2

¢ Agua destilads. estéril
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Como am ghassrve en le figurs No. 1, en cade une de lss cajas
se colocaron cuetro discos de papel filtro (Schleicher 2 Shuell
740-E de 6.35 mm.); cdos da estos se impregnaron con un volumen
de 0.02 ml. de la solucifin del PR y otros dos se impregnaron
con un volumen igual de una de las soluciones de concentracifin

conocide.

Las solucionas ge splicaron s los ciscos utilizendo capile-
res (Dade B-4415-2A) previumentr selibrados y mercsdos para
utilizaree como micropipetes. 5e hece notar, gue en el momen-
to en que se colocabm el disco sobre la pleace de agar, &stw
se impregnabe inmedistaments con el volumen de lus soluciones,
de lo contrario el disco absorbis humedsd del medio nitriti-

vo y no acaptabs sl volumen total de le solucidn.

De mste forme quedaben pora 1o curve estBnder 32 discos im-
- pregnados con le soluclén de FR y € discos de cade una de lap .

acluciones de concentracibn conocida.

Daspués de haber hecho 1o anterior, las cajas se invirtie-
rort y 8e colocaron s temperaturs constante (37°c.) dursnte
16-18 ha. y posteriormente ss hizo le lectura de los halos

de inhibici6n logrados. (Ver las fotos 1y 2).



FIGURA 1

CURVA ESTANDAR MUESTRAS
1 pg/mi [ 2pgmi 1 8 pg/ml | 16 pg/mi ? ug/mi
(D 4 ), )
@ 1] ] @ @ @
£) {} { (D
5 ) d O & O
2 e @]
{ { ), A 0 O
@ D ) 0
@i o ¢ | @ @ @
2 ’ 4 1) ¢ 1
\ -
(D & 4} ()
e |0 | @
1, D 4),

O Concentracion madia de ta curva 4 pg/mi (PR}

& Concentraciones conocidas o muestras probiems




No. 1.-te fotogrefia musstra jos halos de snnibicidn

logragns nor la cancentracihn de fml, en

n curvn esthrdar gqop se bizn con sclucinnaes

an rlasas, slende el PR e & mog/ml.

Mo, 2.~ En vste folagrafis se muustrs 1o Forss en goe ae seafen

ioa balos gs inhibicifn loursdos.
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a) Lacturé de los valores de la curve estandar y correccifn

tisl sistema.

Las lecturss ss hicieron de 18 sigulenta forma: ceda una de
las cajas se colocl en un cusnts coloniss (DARKFIEL QUEBEC Ma-
dala 3330) y ss widlsrois loa haloz de inhibiciéin logrados por
lss moluciones dw concentracifn conocids con un varnier de uns
aproximacibn de 0.4 wm.; loe datos ue anotaron en tsblas para

despuks hecer laa correcciones. {(Ver tabls No., 2)

i f) Correccifn de les lscturas =~

En cads gruﬁn ;l 4 cejaw do uns misma concentracifn,se ob=~
tuvieron 8 valoras pare la concentracidn del PR y B valarss
de la concentracifn corraspondiente a ess grupo, da los cus-
lea sg celculd por ssparado la suma y 8l promedis, Ver tehls

Mo, 2.

Puras corragir todo el sistema, sa aobtuve ls suem total de
los 32 valores del PR y tambifn su promedioc total, sl que es
corpard coiv 83 promedio del PR pbtenido en cads uno de los
grupos de cajes pars laa concentraciones conocides y la dife-
rencis gue se obiuvo antre el PR totsl y s} de lon 8 valoras
de una concentracién ya fuars positive o nagative, ers ism
correccibn que debim hmcerss el valor promedic de les lmctu-

ras de lap concantracionss conocides por ajswplot
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Promedio totel del PR - 16.48 wm.

fromedio del PR obtenido del grupo de cajas pora
la cancentracifin de 1 mcg/ml. = 164671 wm.
Fsgtor de correccifn (Difersncis) = -0,.13 mm,

Vealor pf&m&diu dl los halnz de inhibicibn para la

concentracién de 1 mcg/ml, = 13,08 mm,
Faotor de corrececifn s «0,13 m=,
Valar carregido = 13,75 ma.

Cuendo el prosedio del PR obtenido en #l grupo de cajos de
cnncénSrncidn corovide are manor gue sl pramedio totel del PR,
entoncss @n vez de restarse el feactor de correccifn on sumaba
sl valor prowmedio ohtenlde en ezs concentracibn. (Ver lz tablwe

2 en la concentracifn de 2 y 8 mcp/ml.)

f) Trazo de la curva esténdar,
' Esta curve za trazd con los valores corregidos de los helos
de inhibicifn que s® obtuvieron en cede una de laa contentra-
ciones y con el promedip genersl del PR; teniéndeae os!{ cinco
puntas, que se inscribieron en papsl samilogaritmico de dos

ciclos, snoténdoss en lan shecises las lecturss de los halos

de inhibicién expresedos en mm, y en las ordenadss la concen-

tracifn del antimicrobieno en mog/mi.
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Pars obhtenar la 1fnwm de regresifin & fin de reslizer un tri—

z0 ractil{neo, se utilizaron las sigulentas f6rmulas:

Low 384 st’ £-L Para al punto bajo.

H = Je + 2d + ¢ -

Pare el punto alto.

Donde:

- Alihnlb de inhibleifn lagrado por la concentracifin menor
corocide, axpresads sn s (1 meg/ml). |

b = Al helo ds inhibicién logrado por ls congantreciéin ds
2 meg/eml, | '

¢ « Al halo de inhiblcifn lograda por la concantracifin de
4 meg/ml.

d = Al halo de inhibicibn logrado bor 1a concantrnclﬁn de
8 mep/ml,

" ®.a Al halo de inhibicifn lograde por luw concentrocibn de

16 meg/ ml,

Ye obtanidoa los valorea del punto bajo y el 8ltc 88 ins-~
criben y s {rezu le curve de regresifin (17, 21) Var table

k No, 2 y la gré&fica No. 1



TABLA Mo, 2
LECTUR& DE LOS VALDRES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA

SOLUCIONES ACUDSAS DE SISOMICINA

MEDID DE CULTIVO: PR 1 PR 2 PR 8 PR 16
Ant. Medium No, 2, pHe8.,1 16,708] 1.20] 16.30} .90} 16.20} 17.60| 16.40] 18.80
MICROORG. DE PRUEBA: | 16.80] 1.30] 16.46] 15.00] 16.00] 17.40] 16.40] 18.70
8. subtills sl U.G4 % 16.50} 13.70} 46.80{ 1u.80) 16.40( 17.70| 15.90| 19.00
DISCOS OE: ) 16,30} 13.50] 16.80} 15.30] 16.80} 17.50] 15.%90] 13.10
£.35 mm. de difstatzo. 17.00f .10] 16.50{ 15.20| 16.00( 17.60] 16.70} 18.50
CAPA NIVELADORA: 17.00] 13.90] 16.40} 1t.90] 15.90| 17.90] 16.70} 18.40
Con 10 ml. 16.20] 13.88{ 16.36] 15.20] 47.00] 18.10{ 17,00} 18.80
CAPA INDCULADA: 16.401 13.60] 16.30{ 14.90! 16.80} 17.70| 17.00| 74.70
Can & mi. SuMA 132.9%]111.10}131.80} 120.20{130.70 |141.50{ 132,00 |150.00
' PROMEDIO | 16.61| 13.88| 16.47| 15.02] 16.33] 17.68] 16.50] 18.75

correccion| -0.13] 13.75| +0.01] 15.03| +0.15] 17.83| -0.02] 18,73

- B = 13.75 L=38+2b+c-a=1381
2= b = 15,03 5 *
b~ (PR} © = 16.48

B = 17.83 He 28220 :Co8 4599
16- 8= 18.73 ! 3

SUMA TOTAL DEL PR ( 4 ) = 527.4
FROMEDIO.- TOTAL DEL PR ( 4 ) = 16.48



Conkwatrsain. del entimicrebiane on megimi

Llnx;n‘

lll!(l

T T 1 T ~f T T 1
u " 15 16 17 8 9

Hule de ‘uhlbni.‘n n mm,

Gréfica No, 1.- Curve seténdar da Sisomicine
con soluciones scudsms, de concentracibn - 1,
2, k(PR), 8 y 16 wcg/ml, (Curve bsje)




14

3) Verificecifn de la reproducibilided del modelo estfndar,
31 utilizer solventes orghnicos, (plasms y l{quido cefe-
lorraqui{deo).

Para obeervar si el modelo estbrmdar wre reproductible, se
prapard mesterial para curvas esténdsr en lms que se utilizé
plaema y 1{quido cefalorraquideo purw hacer les diluciones
u partir de la solucifn madre (6M de 1 000 mcg/ml) como se

muestra en las tables 3 y b4 ,

£l plasma o 1{quido cefelorraquideo que ss utillzsron para
hecer las diluciones se obtuvieron de diferentes sujetos y
furron probadas previesente contra sl microorgsnismo de prue-
be para abesrver qus no tuviernh activided contra fete vy lus-
go fusron sercledos y Filtrados con papsl filtro Millipore
(DAUP 047 00 25 ma. DA 0.65u Millipora) y guerdadas en cone

gelacifn hastu sl mowanto de userss,

Al observar gue es obsénisn curvas sstbndur semejentes se
procedifi w hacer le cuantificacifn del entimicrobiano. (Vl:

gr&ficas 2, 3, 4, v 5).

4) Mbtodo de adminiatropifin del antimicrobieno: dosis, via,
‘frecusncie vy toms de muestrae. 7
Se acuinistrf una dosls de Sisomlicine de & mg/kg/dia pox

vie intremusculer, repartiendoss en dos porclones pars apla-



TABLA No. 3

PREPARRCION DE SQLUCIONES DE SISOMICINA UTILIZANDO COMO SOLVENTE PLASMA

" Concentraciones psra las curvas ssthndar:

Curvs baja: 1, 2, & (PR), B y 16 mcg/ml.
Curva slta: 2, 4, 8 (PR}, 16 y 32 mcg/al.

Solucién ttadrs (M) 20 mg. sctivos dge Sisowicina (3%.8 mg.) + 20 ml. de agus* 1 000 mcg/ml.

Solucibn (1) 8.5 =), da (M) + 4.5 ml., da plesms 100 mog/ml.

8Solucibn:, : frocedimiento Concantrecibn Valumen Valumen
an inicisl finel

meg/ml, (mk.) (ml.2

1 0.8 ml, de (I} + 1.7 ml. de plaems. 32 2.5 1.3'

2 1.2 = % (1) + 1,2 ~ = . 16 2.4 1.0

2 T % (2) 5 14 ¢ " 8 (PR} 2.8 1.5

& 1.2 ® " {3) + 12 " . 4 (PR) 2.4 1.6

5 0.8 ° = (L4} + 0,8 ™ = - 2 1.6 Te1

5 g, o = (5«05 * = . R 1.0 1.0

* Agua destilads eatbril



TABLA No. &

PREPARACION DE SDLUCﬁQNES DE SIGOMICINA UTILIZANDO COMO SOLVENTE LIQUIDD CEFALORRAGUIDED

Cancantraciones para las curvas ssténdar:

Curvs baja:

1, 2, 4 (PRY, By 16

meg/ml.

© Curvs @lte: 2, &, B (PR), 16 y 32 Mcg/al.

- Solucifn Madrs (M)

20 mg, mctives ds Sisomicina (34.8 mg.) +

20 ml. ds egua“

1 000 mcg/ml.

Solucidn (DD 0.5 ml, da (M) + 4.,5ml, de L. C. R. 100 mcg/ml.

Solucifn: Procedimtianto Eoncentracién Volumen Volumen
en inicial finasl

mcg/ml. (ml.) {mi.)

1 0.8 wl, dg (I) + 1,7 ml, de L. C. R, 32 2.5 1.4

2 1.7 % (1) + 1,8 * " » 16 2.2 1.0

3 7.2 " % (2) + 1.2 % " . 8 (PR) 2.4 1.4

& 1.0 * % (3)+1,0 » = . 4 (PR) 2.9 1.3

5. 8.7 % * (&) +0.7 " 7 . 2 1.4 0.9

& .5 = ® (5) +05 = * . 1 1.0 1.0

* Agunm destiladgs estéril
L. €. A, = {{ouide cefelorraguidec
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cur;gq ung cada dote horas, dursntas un perfodo de diez dims
en nifioe qua deblan reunir las niguientes caracteristicas:
racién nscidos y qus por su estedo de salud smaritaban ser
tratados con Sisomicina seg(n el criterio de loa pediztras,
ye qus sl microorganiemo ceusal de la anfermsdad sole era
asnsible & este antimicroblano y ademés gque durents sl trs-
temisnto no sw les adwinistrara ningln otro. Estes estudio
ss hizo an veints nifios cuya edsd fue de tres s vaintisiste
dies (Sx=4.9) y su peso ds 1 800 g, a 3 750 g, (Sx=lb3), ep
camados en la seccién de naonatologis de la unidad 503 dal

Hospital General de México de 1la 5. 5. A,

fare daterminer los ﬁivelen de la Sisomicina en plesma, se
tomaron wueatras de sengre eh le slgulente forme: antes de la
iniciscibn del tratamiento (mueatra pravia); a is primers ho-
ra. El segundo dia y alyterceru, lne muestres se tomaron inme
diaetemente anten de la dosis matutina (previas) y una hors
despuése de la inyeccibn,

Tembién se tomuron muestres da 1{quido cafalorraquiden pa-
ra determinar g1 nivel de Sisomicina, ubtgnianQuse solamente
dos suestras por puncifn lumbar (método obligsdo en el diag-

‘nﬁgtica de procesus infecciosos de reclén necidos); la prime~
ra mupatrs se tomb entes del tratemlento y ntra une hora des-

_pubs de la primers inyeccién del tercer dia.
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Para la toms y ronservacifn de las muestras, s= utilizaron
capilares heparinizaedos (Dede B-4L15-2a ). Pars la cbtencibn
de plaswma se tomaban musstras de sangre, tomandase ésts por
puncién con microlancetws astérilea (B8-D Microlesnce No. 419).
Las muestras de liguido cefalorrequidec se obtuvieron por
puncilin lumbar hecha por los padistras,

De cada una de las mueetras tsnto de plasme cowmo de 1{quido
cafalorraquiden, sa obtuvieron de tree a cuatro capilareé lons
gue se ssllarcn per uno de sus extremos.

Las muontros de sangre se cantrifugaron en micrncentrffuga
pera 1g obtencibn del pleeme y en seguicda asa mantuvieran en
congelacifn, lo mimeo gus lzz muestrss de 1{quido cefalorra-
qufdes haata el momento en gue se ibs 8 cuentificar =1 phti-

microblang,

5) Cumntificecibn dei sntimlicrablsno.

Cada vez que se ten{e que determinar lo concentracifn ds
la Sisomicina en el suers y 1fquido cefalorrsquidse de los
nifios, se preparsbe todo el materlal necessrio pura usarlo
fresco. La‘cuantificnciﬁn gse hac{s utilizando dos ajetemas
" con difzrentes rangos de cosnentracifn para construlr dos
curves estindar; u;; hajes (1-16 meg/ml) y otra slse (2u32’
mog/ml), Ver fotes 3 y 4y las grAfican 2, 3, 4 y 5, con
él fin de gfectusr la lactura en aguells curve an la due

el halo de inhibicién de loa problemss fuers més paracldo L



Na. 3,- tn asts fotografis se muestran los hslos de inhibicibn
logrados en la curve ssthndsr de concentraciones bejse

nscha con soluciones an plasmn,

No, L.- En meta Yotografls se suestran ios halps ge iohiblcibn
logrados ma lp curve estindar e concenttecionan altss

natha con scluniongs 8n pinsmp,



. Comcantraciin dal. wntimisrohians on mog/mi

LLLl(l
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1

5

“Y " Y L] T L § X Y
13 14 15 16 17 18 19 20
Huls de inbikicdin en mm, .

Brﬁﬂcu Mo. 2.~ Curva esténdes de Sisowicins
cun soluciones en plasma, tznm ‘L8 lactura dnl
tujeto s~3. (Curva baja). '




CLECTURA DE LO5 VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA

MEDIC OE CULTIVO:

Ant, Madium No. 2, pHa8.1

MICROCRG. DE PRUEBA:

8. pubtills al O.04 %

DISCOS DE:

6.35 mm. de difmstro.

CAPR NIVELADDRA
Con 10 =1,

CAPA INOCULADA:
fon &L ml.

DAYDS CORRESPONDIENTES A LR GRAFICA Mo. 2

(CURVR BAJR)

SDLUCIDNES DE SISUMICINA EN PLASMA

SUMA
PROMEDIO

PR

1

PR

2

PR

PR

16

16.90

1640

16.80

15.10

16.50

19.00

16.70

18.70

17.00

13.70

165.20

15.60

16.90

17.70

17.00

19.70

16.70

13,50

16.80

14,90

16.80

17.70

16.60

18 .gn

16.70

14.10

17.00

15.60

16.80

17,70

16.60

15.10

16.70

Th,00

16,80

15.70

16.80

17.90

16.60

18.00

16.70

1%.20

17.00

15.30

16.80

17.60

17.00

19.40

17.20

13 .an

15,90

15.80

16.00

17,20

16.70

19.00

17.20

1h .00

16,30

15,00

16.00

17.20

17.00

19.20

135,10

112.10

134.50

123.90

132.60

142,00

134,20

152.00

16.88

e 01

16.81

15.37

16.57

17.75

16.77

19.00

CORREDCION] -0.42

® 13,89
= 15,52
= 15,76
u 17,94 .
= 18.99

13.89

~0.05

15.32

i?.g“

-n. 01

18,99

H o=

3a ¢+ 20+~ @

38 v 2

5

4+ € -

5

+0.19

= 1“;01

= 19,16

SUMA TOTAL DEL PR ( &4 ) = 536.40
PROMEDIO TOTAL DEL PR { & ) = 16.76
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Gréfica Ma. 3. Curva ssténder da Sisomicing

con scluciones an'pleses, de concantraciones

2,h,8(PR}, 16 y 32 mcg/ml. (Curva slta),




DATOS CORRESPOMDIENTES A LA GRAFICA Ne. 3

LECTURA DE LOS VALURES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECUION DEL SISTEMA
(CURVA ALTR)

SOLUCIONES OF. SISOMICINA EN PLASMA

MEDIG DE CULTIVD: ' PR | PR | 4 PR | 16 PR | 32
Ant. Mediux-Mo. 2, pH = 8.1 17,90} .60/ 17.80{ 16.40] 17.90! <8.90] 17.60 | 19.90
MICROORG. DE PRUEBA: , 19.80] 1450 1.70] 16.50] 17.90] 18.72 | 17.70] 15.80
8. subtilis =) 0,04 % 17.70| 14.80] 17.90 | 16.60 | 17.60| 18,00/ 17.80 | 19.70
DISCOS DE: 17.70| .70 17.80] 16.50 | 17.60] 18.80 | 17.80 | 18.80
6.35 ma. de difmetro. 17.90] .70} 17.60] 16.40{ 17.70] 8.80| 17.901 20.00
CAPA NIVELADORA: 17,5 | 14,60 | 17.60] 16,30 17.80] 19.0r | 17.50] 20.00
Con 12 =l : 47.6G1{ 14.80| 17.90| 16.40] 17.40| 18.90 17.80 19.80
CARA INOCULADA: . | 17.69] 14.80] 17.50] 16.40| 17,90 18.50 | 17.7G] 19.90
Con & ml. , SUMA 142.10 111750 1142.20 [131.50 |141.80 [151.00 |142.20 |158.98
PROMEDID | 17.78 14.68 | 17.77] 16.43 | 17.72] 18.87 | 17.77] 19.86
COSRECCION| -0.01! 14.67] -0.02] 16.471] +0.03| 18,90 -0.02 | 15.84

2= s = 1h,67

o b 16.41 Le-2222D3+C-8 _ 4 g,
8- (PR) c = 17.75 3

16~ d » 18,50 Ha-28t2drtc-8 | ogp7
32- 8 = 19.84 £

SUMA TOTAL DEL PR ( 8 ) = 568.30
PROMEDID TOTAL DEL PR ( 8 ) = 17.75



Concomtradiaa dol amimicralians on g Wi
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Hule de lnhiklslos on mm.

S,rﬁ'ncn Mo, k.- Curva ssténdar de Sisomicina
con soluciones en 1L.C.A. pars las lacturas
del sujeto §-3. (Curve baja).




DATOS CORRESPONDIENTES A LA GRAFICA No. &

LECTURA OE LOS VALDRES OE LA CURVA ESTANGAR Y CORRECCION OEL SISTEMA

HEDID DE CULTIVD:

" Ant, Medium No. 2, pH = 8.1

MICROBRG. DE PRUEBA:
B. subtilis al O.04 %
DISCOS DE:

‘£.35 mm. de difimatro,
CAPA NIVELADORA:

Con 10 ml,

CABA INGCULADA:

Con 4 @i,

4=

2=

{PR)
B

16~

b=
Cu
g=

(CURBA BAJAR)

SDLUCIONES DE SISOMICINA EN L. E. R.

PR 1 PR £ { e | B PR | 16
16.00} 13.70{ 16.80 | 15,40 | 17.00 ] 57.50 | 16.20| 19,30
16.00{ 13.40/ 16.80{ 16,70 17.08| 18.40} 16.50{ 18.30
16,80 14,00 16.70 | 15.90} 16.40! 17.70 15.90] 18.70
16,80 16.90{ 16.20 | 15,00} 46.70| 17.70{ 16.50| 18,70
16.90| 16,40 16.20 | 14.60{ 16.40| 17.50| 16.40| 19.00
16,60 14.40| 16.50 | 15.00 | 16.00 | 17.90{ 16.70} 19,00
16.30} 13.70} 16.00} 14.90] 16.60] 17.50] 16.20) 18.00
16.30| 14,00 16.00{ .90 15.90 ] 16,90 | 16.40] 18.70
SUMA 131.70 {114.60 [131.20 [120.40 132,00 J441.10 |130.80 {149.70
PROMEDID | 16,461 13.95] 16.40] 15.05 | 16.5C | 17.63 | 16.35] 18.74
CORRECCION] -B.0b4| 13.91| +0.02 | 15.07 | -0.08 | 17.55 | +0.07] 18.78
13,91
15.07 La 38+ 2bﬁ+ c -8 _  13.90
16,42 2
17.55 K= 3g + 2d ; £E-8% _ 18.79
18,78

SUMA TOTAL DE PR ( 4 ) = 525,70
PROMEDIO TOTAL DEL PR ( 4 ) = 16.42
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. Gréfica Ko. 5,~ Cyrvs ssthndar de Simomicine
. con soluclionss de L.C.R, de concantracibn
-2, b, B(PR), 16 y 32 mcg/ml, (Curve slta).




- DRTGS CORRESPONDIENTES A LA GRAFICA No. 5

LECTURA DE LOS VALDRES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA

MEDIO DE CULTIVO:

Ant. Madiwm No. 2, pH = 8.1
MICROCRG. DE PRUEBA:

B, subtilism al 0,04%
DISCOS OT:

€.35 mn. de difmatro,

CAPA NIVELADORA:

Con 12 wl.

CAPA INOCULADA:

Can & ml,

2- a
[ b
B8~ (PR) C
16- d
32~ [

(CURVA BLTA)

SOLUCIONES DE SISOMICINA EN L. C. R.

SUMR
PROMED1D

FR

2

PR

4

PR

16

PR

32

17.20

16 .60

17.30

16.20

16.50

18.50

17 .20

19.70

17.30

14 .90

17.30

16,10

17.20

18.60

17.40

15.70

17.30

15.00

17.40

15.90

17.40

18.40

16.30

19.40

17.20

.70

17.40

15.30

17.40

18.40

17.10

19.90

15.50

14.80

17.20

16.30

17.20

18.80

17.30

19.70

16,90

14,60

17.40

16,30

16.90

18.80

17.40

19.70

17.40

14 .90

17.20

15.50

17.30

18,50

17.40

19.80

417440

14.80

17.30

16.00

17.20

18.40

17.20

19.80

137.80

118.30

138,56

128.60

137.50

8,40

137.90

157.70

17.20

k.78

17.31

16.07

17.18

18.55

17“23

19.71

LORARECCION] +0.03

1 .81
15,99
17.23
18.68
13.71

16 .81

-0.08

15.9%

+0 -05

168.60

.00

19.71

H=

SUMA TOTAL DEL PR ( 8 ) = 551.5
PROMEDIO TOTAL DEL PR -( 8 ) = 17.23

38 ¢« 2b + 0~ @

3g + 2d + ¢ -~ B8

5

5

= 14.78

= 19.75
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al de la concentrecifn media de la curve esténder y no recu~
rrir.a hacer diluciones de le muestra coma en el método de

Grove y Rendsll,

En cads una de lus cejes con muestrs probleme se media e)
halo de inhibigibn logrsdo (dos datos) y tembién el lograeds
por el PR (dos datos), como se muestre en ls tsbla No. 5 dal

ceno No. 3 gue se snexs pars ejemplificer.

Eatos datos tembién se corrigieron de la mismz forma en .

gque se hlzo pars los datos de la curva estlnder,

Los valores de los halos de inhibicibn logrados por las
muestras problems de plesma, ys corregidos, se interpolshen
en 1la curva de regresifin adecusde (buje o alta), pars deter-

mingr 1 nivel de Sisomicina,

Los resultados as{ obtsnidos ae concentroron en una tuth
(teble Mo, 6) trezéndose une curve de sbaoreibn y wxoracifn.

.de lo Sispminina (Ver s gréfica No. 6).

) Para la conatrdccién de esta curvs se calculf le medis de
~ lop detos obtenidos en cada uno de los casos y tembifn sy desw

viacibn esténdar. (17, 21).




SUJETO S-3
PR = 16.76

‘1Bt

~-

°

SISOMICINA

0OSIS _6,5 mg/12 h.

M = Muestra

S = Suma

TABLA No. 5 .

SCH

P = Promedia

13475

NIVELES €N _PLASMA Y L. €. R.

C = Correccibn

5 A = Sin activided | . |gcturs =~ = N0 88 pude medir

PR M-0

sntes

PR M-1

1 h.

PR M-2

3 hs,

PR M-3

5 hs.

PR M-b

8 ha.

16.90} S R

16.60 | 14.00

16.50 | 13.70

16.80 1*.00

16.40 1 13.20

16.70] S A

16.00 | 13.70

16.90 | 14,70

16.90 13.20

17.00 { 13,10

33.60] 5 A

32.60 | 27.70

33.40 | 28.40

33.70 26.20

33.40 | 26.30

16.80] S A

16.301 13.85

16.70 | 14,20

16.85 13,10

16.70 | 13,15

~G04] S5 A

+0,46 | 1h.31

+0.06 | 16,26

-0.,09  13.01

+0.06 | 13.21

Sin actividad

1.2 ‘cg/ml‘

1.15 meg/ml,

Menos de
1 mcg/ml,

ds
1 meg/ml,

Menos

PR M5

12 hs.

PR M-6

antes

PR =7

1 he

PR M-8

antas

PR M9

1 h.

16,70 12.00

16.40

12,30

16.60 | 12.30

16.50 12,50

16,80 | 14,00

15.80} 11.70

16.00 | 11.50

16.80 | 12.30

- 12.60

16.80 § 15,60

33,501 23.70

32,40 23.60

33.40 | 24.60

16.50 25.10

33.60 1 29.60

16,75 1 11.85

16,201 11.90

16.70 | 12,30

16.50 iZ2.55

i0.B80 | 14,80

+0.01 1 11.86

+0,56 | 12.46

+0,06 | 12,36

+0.26 12.81

-0.06 1 14,76

Menos ds
1 mcg/ml.

Manos da

1 mcg/mi.

da
1 mcg/ml.

Manos

Manos de

1 meg/ml.

1.5 meg/ml,

LIGUIOG CEFALORRAQUIDED bé ha. dospubs

PR M0 PR M-1
) anten 48 hs,
16,00 & A [16.80] 13,50
16,701 5 A 116,70 13.60
32,701 S A [33,50¢ 27.10
16,357 S A 116,751 13.5%
+0.11 & A [+0,011 13.56
Msnos de

Sin mctividad

1 mog/ml.

da inlcisdo sl

tratamiento




RLEW TAOOS DL LA CLTERMINACION DL LOB WIVELES [N PLASHA DE LA SISOMICINA En KIROS RECIEN NACIOUS

Laso PRINCA DIA SEGURDD DIA TERCLR DI
1 ters 3 horea 5 hores 8 horus 12 horse oravia I hors Previe 1 _hora
= Iz E 3 lz b 3 IZ x .: X lz = .2 L3 ll x Iz x -2
R R E A R R R R OO R e R R R IR R R T X
r o | e ] s | sz [Q0 Lo [ G ] o (<00, | o [0} s 00 1 oues | 00 ouasfvso | 2z
3 laes | e | zwo | woo | nzo ] v [0 1 0.as 1602 ) 02s ﬂ;:g, 0.15] 3,30 | 10,83 ‘;:2. 0.25) 2.9 | 7.4
oo e e [0 Loas b voo 108 1 aies [0, 1 s Qo1 ausf 26| 6o 3] ousloioe | s.0e
s | ree |26 ] vos | e 0 o [0 ) 0 (400 os ] v wes) vs | s ] 01 naasfeon | s
¢ lorao ! amives) ool vos| 1o “’,:g. 0.3 [€30, | vas ‘;:‘5’ 0.25] 3.0 f1rs6 | 0| 025} 2,00 | 2.28
7 Jaos ) nse ] s | oo | neof oo {2 ) o [$Q0 1 0 O] oazsf s faza | 45 L naasfss | osume
s w0 | 289 ) 165 | 2,721 105 | w10 | 10| 100 <;:g_ 0,23 ] 1.30] 169} 4,20 :;-65 %:g. 0,85 8,20 | .68
s | vos | sen] v 2| nos ] vso |08 L oas (00, | o] wso] nes]soe e | ras| 2iof 280 ) T
w o] zes) wes] sel el v <3:2. o.rs 300, 1 0.8 ‘3:'5’. 0.25] 1,70 2.89 ‘;:’s’. o.2s] 3,50 | 12,28
NI EXCR PR SRR KR S RUR SYRTI RN R TR S R ‘;:2. o.rs| 25 | 552 ‘(‘,:g. 0.25] 2,00 { %00
u | reo e (90 Lo <;:g_ o.2s {0 1 s ‘;:g. 0.25 | 90, 1 ouzsf em | zes | 001 o.asf o | v
B faoo | e G5 o %;g. LR MO I KT LU I ETE M n.23] 137] 187 Qo) vazsfve |
wo ren e [0, o | nes| zase [ o [0 o [ G0 | amsfeasofzoas | BLL ool o | eine
s Q0 | s [0 | oaas [0, ] oazs {00 f o |Gl Lo {400 ] mas] 2o ) sas | QAL nasiae | duoe
TN R IRNYS IERTE IR TN SO R R A R R T R ST ER S RS VAR I ERTE IR
v e e ] reod wse {08 T oas 10 T oas [ Lo (40 L nas]ran) e ] -} - ) -
1w Las | awol ssolaest o - TS Loas {90 Toas {001 ous) umf s} 00| nees| s s
NS FRR IPKY R RVE PRTR ERTE ERTE DA KX DL ERT DO IR ERU RS Il IR FEE XD
R R PR XY XN RECRIREI RRE PRI DR KRS A R HRRLY ETNCY G I R BR TR
s (e0.6s (92,3 {26000 [82,22 {19068 (28000 |ino | eare Jansee | soo fazan ] wazfenisz 16508 | 1008 | 66078055 [ sk
LI X .5 3,93 58 0,50 D.2 269 95 2,60
ol | A 6365 M6z 123,214 100,00 19376 20 | | mss.0
50 | o9 o.60 0,63 6.1 0,00 2.2 1o B 0.2

* Valor sstitreria dsco u las sussiras que

TABLA No. 6

contenisn esnca ce 1 mg/al de Sizamicing




GRAFICA No. ©

-
P
-
-
e
s
-




18

Para determinacién del nivel de Sisomicine en Hguido
cefalarraquides se procedif de igual menmrs que con las
muastfas de plesma, pero los detos de los halos de inhibi-
cifn logrados se interpolsron en le curve estbndor que se
hacie utilizendo 1f{quido cefrlorraquideo como solvente pa-
ra hecer lss soluciones de concentracibn conoclide, (Ver

tabla b y gréfices 4 y 5 ).

Ve 1os datpe obtenidos del nivel de Sisomicing en lfquido -
cefalorrequidea no ss obtuvo una curva de shsorcibn y excree-

cifn debido 2 que solerente ee tenfen dos musstres da zcsga

uns de los cesos.
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{0} RESULTADOS

Les curves estbndar hechas con soluciones conocidses de
Sisamicing en les que se utilizé como solvente egus, plesma
y liguldo cefalorraquidesc sen reproducibles. Por emplesrse
un método biolBgico estandarizado se consider§, que el micrg
mbtodo probado eas Otil para determinar concentraciones da un
antimicroblano en volimenes de 03,02 ml. de muestre con un
1imite de confilabilidad del 95 %, por lo que se procedifi a
determingr los niveles en plasma y liquide cefalorraquiden
ge 1o Sisomicina en nifios recifin nacidos, cuyas rasultados
se muestran en seguida.

£n le teble Nno, & se muestran los niveles hemfticos ex~
 presocdos comn promedioc de veinte cesos y sy desviscibn es-
thndar. Se cbeerva en le curva de sbsorciln y excresibn de
la Sieomicine (Ver grhfica do. 6) gque ls consentracibn mi-
xime en pleams fue de 2.0 meg/ml. y fue encontrada uns hors
despufis de splicer ls inymcokbn;en sequida hubo un descanso
prulatino. En todos los wasos se encontrf nue despufs de do-
ce horas todavis se aprecicba pctividad del antimicrobléuu,
que por ser fats sleepre menor de 1 weg/ml, ae les dio un
valor arbitierio de 0.5 mcg/ml, y por esta razbn, ls desvie-

- c16n esténdar de este punto no se presenta.

Durante el primer‘dia da tratamientn:e;"promedin de lo

concentracifn hemtica fue de 2,03 mcy/ml, pero en dos ce- o




20

sos se encontraron concentraciones mbximes de 2.60 meg/ml
{caso 14) y 3.60 mcg/ml (csso 20), une hora despufs de lu pri-

mers agministracifn de ls Sisomicina.

En el segundo dis, ls concentraclfin promedio encontrpde
@ lm hora fue de 2.49 mog/ml pero al igual gue en el primerr
die tembién se encontraron velores altoa; uno de b.50 mocg/ml
(casp 14), y otro de %.30 mcg/ml (ceso 20) Ver tabla No. B
que a la hors del primer dis heblen tenido 2.6 mua/m) y 3.6

mcg/ml respectivemente,

Durante el tercer die, 2l valor promedioc de gisomicina
en suero fue de 2.6 meg/ml en la primers hors; sin amburgﬁ
tembién se sncontraron casos gue mostraron niveles hembti--
cua altos; al-due habla tenido un nivel hembticu de L,30
mog/ml (caso 20) el segunde d{ag el tercer die tuvo un ni; -
vel de 3.9 mgg/ml, pero hay que hacer noter que eets nifp
fue el de peno mes alto (3750 gra.); otro nifio que no ha-
bfs mostradn niveles hembticos altos en ainguna acasién,

@) tercer dins presentabs un nivel hemfitico de 4.7 wig/ml

{esso 1) sungue au‘paan fut de 1800 gr.

Los rosultados del nivel de Sisomicine en 1{quido re-
falurraquluan'funrnn loa sigulentes: no hubo activided en
les myestras previses, en todng les susoiras dal tercer dfs .

pe encontrf un nivel wenor de 1 meg/ml.
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v COMENTARIGS ¥ CONCLUSIONES

Como se phserve en los resultedos obienidoe, ae puede de-
cir que el micromftodo probedo pare cusntificer un antimicfp-
bimho en mugstras muy pequefias es satisfactorio OGtil y spli~
" ceble @ la prhctice elempre y cumsnde se controlen las varie- B

bles mencionadas Bl describlyr sl mbtodo,

Eastz micrométodo probsdo tiene le ventajs de reslizer du-

- terminaciones de concentracifin de antimicrobieno que en‘ciere
tos cesps nos pueda praporcionar diferencics minimaps comp son
fracciones de microgramu, El empleo de correcclones estadiat&
’cau, ectandariza los errores propios de un sistema bioléoico,
por no Tequerir de materisl costoso  y comalicado, ss acceel~

“ble o cuelguier leborstorio.

Este micrambtodo nos gcrmihiq cuuntif&car‘el nivel en piqg
ma v licuido cefeiarrsguides de ls Sisomicine en niﬁ@s recifén
necidoa, consicerfndose éﬁtn de gran importencia ye que se
contribuys ol conoelmiento de la farmecocinftica dé gate nupe -
vo sntimicrobleno de emplio cspectro cue tiene larventaja e
ser (it4} 2n el tratemiento de infecciores en los cunles ne
lo #on ofros entimicrobienos, Las ceracter{sticas que debian
reanic estos hiﬁnn para sar tratagos con Sieomicing, determing

ron gue ol nimera de easpn fuers solo de uveipte,




VI RESUMEN

Se describe la prugba de un micromBtodo para csuntificar
un antimicrobiang en muestras muy peguefias de plasme y
1{quido cefalerraquidec, de 20 ninos recifn nacidos gque pre-
sentaben cusdroe infecciosos severns que ameritabsn el trats
miehto con sntimicrobianos, de los cusles ase ascaglaronnagué
1los cuyo microorgonismo cousel de ls infeccifin era sensible
8 ls Sisomicine y no hubleran sido tratados con antimicrebie

nod.,

El método utilizado pors determinnr a8l nival en plesme y
Mautdo cefalorrsquides, fue una modificecibn pare micromé-
todo del método biclégico de Grove y Hendall con el fin de

trebafzr con mugstras de volGmenes de 0,02 mi,

Se prabb le reproducibiliced de mete micromfitodo sl hae
car curves msthndar con soluciones conocidas de la Sisomi-
“eging utilizando como solvente el sismo gue el de lao mués-

tras (plasma o 1l{quids calslorraquiden).

Los resultados ocbtenidos se analizaron sacad{éticsmenté
obteniéndoss poro ceds unn de lus casos 1» =adie y su desvie-

~cibn esténdor, construyendo una cuive de obeorcifn y exorE
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eion de le Sisomicina, contribuyendo sal sl conocimiento

farmacocinético de antlmicrnhianua‘en nifos recién nocidos.
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VIl ANEXOD

ANEXD A.~ SISOMAIGINA

£s5 un nugva antimicrabieno del grupo de los eminoglucbei-
dos, sislado de la fermentecifn producide por une nueva enpy
cie de un actinomicete del género Micromonospora, llemsda -

Micrt wnospora inyoensis, descrite por primera vez por

Weinstein =t al, en 1970 (45).

ta fArmule estereoquimica de lo Sisomicine se muestra en

la figure 1A (7).

Eate entimicrobianc es preducido como un elemento simple,
suy sleilor 8 la Gentamicing 015 un companente del complein

de Gentamicing (Cy.s Cpy20) (4h).

‘Los estudios ™in vitro¥ de este eminogluchsido muestran
que sy espectro antimicrublano Ea.ﬁlmllar 8l de las Mentani~-
cina, pero g8 mhe sctivo gue agquel, porticularmente dahre
esﬁeciea de Peeudomonae aeruginoss v Proteus indol puaitivor

(4, B, 20, 32, 43, b, 45),

hraptu pRra Paeudnmnnaa, lss haoterias resistenten u la

Gentaminina, generalmente tenblén son ranistenten o la -



»su;omc‘auﬁt :

FIGURA 1A
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Sisomicina. Algunos estudios comporntivos entre la Sisomicina
y la Gentamicina, han mastrado que la primers éa de dos 8 cule~
‘tro veces mha sfectiva y gue su dosis letal media (LDSD) en
rates, ratones y'cubayna fug del 50% sl 75% menor que la re-

portada para gentumicina,

También se hen hecho estudice para conocer su toxicided,.
observandose que es mbs vestibulo téxics en gatas que en co-
 beyos y que ea tan nefrat6xica como la gentamicina en per§os,

pero mhs nefrotéxice en rates y gstos, (42),
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ANEXD B

Preparecion del Microorganismo de prusba.

Previe verificecifn de lo pureza del Bacillus subtllla,aé

- inoculeron dos cajas de petri con medio nutritive (entibiotic
medium No. 1 Difco), éetes cejes con inoculo mesivo, se manty
vieron a 37°C durante 24 hrs. y con =ag pf!mer cultivo ge ino
cularon dog hotelles de Roux qgue contenian 300 ml. de medio

nutritivo cede una (Sntibiotic mecium No. 1 Difco).

Remaviendo el cultivo de les cejss de petri con 10 m). de
solusifn saline estéril, procurando recoger ls mayor centidad
posible, se prepsrl une suspencifin de bacteriss que se repar
ti6 uni?crmemente en la superficie del medio nuiritivo de las

botelles de Roux.

Las botellas se mentuvieron s 37°C durente una semane pa-
re ﬂar luger & le esporulecifn. b1l cultivo se cosechS de lap
_ botolios de Roux con 30 ml. de scus destileds estéril,'paaén—
do el pgcductu a tusos con tapln de rooce eaterllizedos; £stop
gz coulocsban en un baﬁﬁ ge sgue & temperatura de ESDC, QuIErie
te 30 minutos, despufs sz centrifugsran a 3 00D Tph. durnnte

15 minutes, eliminando el sobrenadente, y se le egregd nueve~
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mente agua destlleda estirll; el tubo se agito y se coloco

:"’1‘

'y otre vez 8 65“8; el proceso de celentemiento y lavado se hi-
zo tres veces y despufe solamente se centrifugd y eliminf el
sobrenadante restituyendo el egus las veces que fue héaesa-
rio hesta observer que quedara completamente 1{mpide. Ya ob-
tenido &l concentrado de sEporas, Be CONGETVO BN refrigera-

cifn a una temperature de k-BOC; para su uso posterior.

Para determinar la concentracibn e la que debia userse
¢l concentrado de esporas, se probaron difsrentes dilucio-
nea & pertir del concentrade original, (Ver tabls No. 1 8)
preparendose dos cajes de petr!l con une primera cepa {(cepe
niveledora) de 10 ml., de medio nutritivo (Antiblatic Mecium
MNo. 2 Usfea), pore cade unn de laa concentreciones de espo-
TES ; probar; ye sclidificadn éstm, ee vertia le sequnda ca-
pa (cepe inoculeds) de & ml. de medio nutritivo y la concen-
tracibn de esporas, tratando g revolverla perfactamentj,cun
el medio Pundido a uno temperatura de 60 & 65°C. Cuando la
aegundu cepa se solidificl, las celes se mahtdvieran s 37%
erents'l& hrs. y se determind ls concentracifn de esporas
atecusdn; le seleccibn do fata concentrecidn se hizo obser-

vande las cajas gue presentaran un dessrrollo uniforme,



Prncedimientu psara determinar ls concentraciﬁn
de esporas originsl de B. subtllis

Suapenclaones de 88poras:

a la,qué debe utilizarse el concentrado
(Microorgsnismo de pruebs)

100 %

A Concentraedo de espores original
I 0.5 ml. de (&) + 4.5 ml. de mgua destilsds estéril 10 %
II 0.5 ml. de (I} + 4.5 ml, de asgus destilada sstbril 1%

Canceﬁtracinnes a Volumen neceserio pare 00 ml, Volumen necesario pers 8 ml, de
probar: de geloss gelosa (para 2 cejas)
0.5 % 5 ml. de (1) g4 ml. (1)
é‘a % 4 mi. de (I} U.32 mk. (I)
0.3 % 3 ml, de (I} 0.26 ml. (I}
Be2 ' % 2 ml. de (I) 0.16 ml. (I)_
9.1 % 40 ml. de (II) 0.8 wl. (IT)
8.05 % 5 ml. ce (II) 0.6 ml. (1D

TABLA No. 18




1.

2.

’.

9.

i,

28

BIBLIOGRAFIA

Anderaon, T. G., and Troyanosky, 1960, Antiblotic testing by
the disk method, Antibivt, Amny. 1959-1960:587-595,

Bawer, A. W., st al. 1966. Antiblotic suceptibility testing by
:tandarizud single disk wethod. Amer, J, Clin. Pethol. 45:493-
96.

Bennet, J. V., J, L. Brodgie, E. J. Bannsr, snd W. H. Birchy,
1966. Glmplifisd, sccurnts method for antibiotic essay of
clinical apecimana. Appl. Microbioi, 14:170-177.

Banveniste, 2., snd J. Devies, 1973, Btructurs-fActivity
relstionahips smong ths eminoglynoside sntibiotics: role of
hidroxil and amino groups. Antimicraob. Ag, Chesgther. L:402-409.

Cansady, G. 1966, Plasas volums studiea in low blrthweight
infants, Pedistr. 35:1020-1027.

Chang, M. J., &t al, 1975, Ksnamycin snd Gentamicin tresatwont
of neonatal sepsis end Meningitle. Pedietr, 56:696~699,

Cooper, 0. J., R. 5, Jaret, snd H. Resmonn, 1971, Structurs of
Sigomicin unsaturated ssinoglycosids antibiotic Prom
Micromanpspors invoensis, Cham, Commoun, 1971:285-286,

Crowe, C, C, and £. Senders. 1973, Sisonmicin: svalustion in v}
tro snd comparason with Gentemicin and Tobramycin., Antimicrob,

Ag. Chemother, 3:26-28.

Davies, M. W., and T. R. Stant. 197!, Oick plete method of
microbiological antibiotic ssuay, 1, Fectors influsncing
variabliiity and =rror. Appl. Microblol, 22:659-865,

Ericsson, H, M,, and J. 0, Sharris, 1971. Antiblotic sensivity
tasting: report of an interostlonsl collasborative study. Actm

Pathnl, Micrepiol. Scand. (Suppl., 8. ) 217:64.



29

". Gala, €. F., ot al. 1972, The moleculer besis of antiblotic
action, Jnhn Wiley and Sons. London, 456,

12, Garrod, L. P., H, P. Lembart, and F, O’Grady. 1973, Antibiotic
and Chsmotherspy. Fourth ed, Churchill Livingatans, £dimburgh.
Ska.

13. Gaven, T, L., H. W, McFedden Jr., and E. L. Chaztlie. 1971,
Antimicrobisl suceptibility testing. Amarican Soclety of
Clinical Pathologists, Inc., Chicego Illinois, 2hb,

[ Goodman, L, S., v &, Bilman, 1974, Bases fsr=mcolligicas da ia
- Terapbutice, Ga. sd. Nusva Editorial Interamericans, 5. A, da
C. V. México, 1972,

15. Goth, A, 1973. Farwecologis Mbdica, &a. ad., Intarsmaricens.
N “Iica- 7180

16. Grove, 0. G,, ond Rendall. 1955, Auwasy sathods of antiblotics:
a8 laboratory asnual. Medicasl Encyclopedis, Inc, Ness York.,

17. Hill, 8. R. 1965, Priciplos de eatsdistice mddica, Sa. ed,
*£1 Ateneq®, Buenos Alrss. 365,

18. Howard, J. 8., and G, H. McCrecken, Jr. 1975, Pharwacelogical
eveluntion of Asikecin in neonates. Antimicrob. Ag. Chemgther, -
8:86-90,

14. Houward, J. B., and G, H, McCrecken., 1975, Reappeirsusl of
Hanemycln usage in neonstea. Padistr, 86:949-956,

S
20.  Hyanms, M. 5., Simberkaff, snd J. J. Rahal Jr. 1973, In vive
bectericidal effactivensss of four asinoglycoslide antiblutlct.
nntinicrob..ﬂg‘ Chemother, 3:87-%4,

21, Ipasn, J., Fligl P., fiencroft’s. intraduction to Blogetedistics
Sscond ed. A. Harper Internationsl Edition. 185-189,

22.  WKlein, J. D., M. Harrschel, R. M, Theraken., st al. 1971. Ganta-
wicin in aaricus nsonstal infectione: Ahsortian, skcration end
clinicel results in 25 casse. ), Infaci, Dis. 126:5224.



23.

24,

25.

26.

28,

29,

30,

3‘.

32,

33..

30

Levison, M, E£., and 0. Keye, 1974, In vivo comperason of four
smingglycoside antiblotics: Sisomicin, Gentamicin, Tobramycin
and BB-K8. fpfimicrob. Ag. Chemathar. 5:667-669.

Libermrm, O, F., J. Fitzgerald, and R. G. Robertsen, 1974,
Rapid uisk test detarmining Clindamycin setum levels,
Antimicrgb, Ag. Chamother, 5:438-461,

Lund, M, €., D. 3, Blezesvic, and J. M. Matsen, 1973, Rapid
Gentamicin bioasssy using 8 multiple-antiblotic-resistant

strain of Klebsislle pnaumoniae, Antimicrob. Ag, Chemother.
&:569-573.

Mantsl. N. 1951, Rapid stimation of standard srrore of maane
for small samples, Aser, Stal. 5:26-27,

McCrackan, G. H, Jr., and Jonea L. G, 1970. Gentamicin in ihe
naonatal pslod. Am. J. Dis, Child, 120:52L,

McCracken, G, H., weet H. R., Horton, L. J. 1971, Urinarie
axcretion of Gentamicin in the nsonatel period. 1. Infgct,
Din 123:257-262.,

McCracken, G, H. Jr., 0. F. Chrone, H. L., Thomus, 1971,
Pharmacologic svaluation of Gentamicin in newborn infents.
3, Infact, Dim, 124:8214.

Meyers, F. H,, E. Joustz, and A, Golflan. 1968. Review of
madical pharmacology. Lange. Medical Publicetions. Cmlifornis.
692,

Kunnery, A. 4., Riley H. 0. 1969, Gentamicin: Clinical and
Leboratory studiss in snfants and children. J, Infect. Dis.
119: 460464,

D'Hara, Ke, M. Bonn, mnd Mitsuhasshi, 1974, Enzimatis inactiva
tion of @ naw sminoglycoside sntibintic Sisomicin by rosiatant
straine of Pssudgmgnas seruginosa. Antimicrob, Ag. Chamother.

5:558~561.

Pratt, W. 8, 1973. Fundemantalas of Chemotherapy. Oxford
University Presas, New York. 332.



.

35.

36.

37.

38,

39,

0.

“1.

L2,

L3,

31

Riley, H. D., T. Rublio, Hinz W, st al., 1571. Clinical snd
laboratory sveluation af gentemicin in enfants and children.
ds Infact, Dis, 124:5236.

Rodriguez, V., G. P. Bodey, M. Vsldiviseo, and R. Fuld. 1975.
Clinical pharmecology of sisomicin. Antimicrob, Ag. Chewmathar,
7:38-k1,

Sabeth, L. 0., und T, Toftegeard, 1974, Rapid microassays Tor
Clindemycin and Gentamicin when present together and the
sffect of pH and of sach on the becterial sctivity of ths
other, Antimierob, Ag. Chemother, 6:54-59,

Simon, H, J,, and E, 3. Yin, 1970, Microbiossasy of antimicro-
biel sgents. Appl, Microbiol., 19:573-579,

Emith, D. H., B. Von Dtto, A. L. Smith, 1372, A rapid chemical
essay for gentemicin, N, Engl. J. Pad, 286:564,

Setth, A, L., 1. R. Ressmbarg, D. H. Bmith, B. B. Emsrson.
1975. Enzimatic microsscay of chloramphenicoel, Pedistr. Res.
9:3L5,

Stevens, P., L, §. Young, snd W, L. Hewitt. 1975, lmproved
acetilating rpdicsnzymatic aesay of Amikacin, Tobramicin, mnd
Sisomicin in sarum, Antimicrob, Ag, Chemother, 7:375-376.

Stroy, S. A, 1969, Modified sicroblologicel asssy for rspld
patimation of entiblotic concantrations in humsn sers. Appl,

Hicrabigl, 18131-3b,

Wagman, G. H., R, T. Taeta, snd J. A, Marquaz. 1970. Antiniotic
6640 11, fermentation, isoletion, and propsrties. J, fntipizka
211555-558, ,

Waltz, J. 5. 1973. Interraletionship batwssn diek and tube
dilution gansivity &tcet for sminaglycosids antiblotlice:
Gantamicin, Kanamycin, Sisamicin, snd Tobramyein. Antimicrob,
Ag. Champther, 4:bG5-454,



Uk,

45,

32

waitz, J. A., £, L. Hosa, Jr., £. M. Odan, and M. J. Weinatein,
1970, Antiblotic 6640, » new broed-spsctrum amiiicglycoside
antibiotic. J, Antibiot, 23:559-.565.

Weinatein, M, J., J. R, Merquez. R, 7. Testa, G. H. Wagesn,
E. M. oden, and J. R. Walre, 1970, Antibiotic 6540, a now

micrnmono:puru-producad aminoglycoside antiblotic, ), Ankibipt.
23:551-554,




	Portada
	Contenido
	I. Introducción
	II. Antecedentes y Objetivos
	III. Material y Método
	IV. Resultados
	V. Comentarios y Conclusiones
	VI. Resumen
	VII. Anexo
	Bibliografía



