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PRUEBA DE UN MICROHCTOOO PARA CUANTIFICAR UN 

ANTIHIGROBIANO EN MUESTRAS MUY PEQUEÑAS DE fil.ASMA V LI~UIOO 

CEFALORRAQ.IIDEO DE NIÑOS REC:IEN NACIDOS 

I INTROOUCCION 

Para hacer un uao racional y eractivo de loa entlmicrobiano•. 

as neceeario conocer au ol'igfll, proplllrdedH fbicH y qublicn, 

loa efectos bloqtmlcoA y f1a1ol6gico• aobrt1 al organ11111D qu11 

loa recibe, lae propiadadaa raraacocln6tlcaa y la 11ec16n at ... 

sobr• lldcrtJórgan1Blll01J p~t6genoa y aua afectua tar-.:i•utlcoa; P.! 

re tc~o aato, en la prict1ca "6dico-b1ol6g1cc ae h11een ••tudioa 

•1n vitro• • •1n vivo•. 

Loa entudios •in vitroe ~otran la el'ectividad 119 las aus

tanc1aa antilldcroblanae contra lea ndcroorgan1111110a pat6g!l!lloe 

v lo• aatud!os •1n viva• alrven psra hacer le valoraF16n fa:r-

mt1~1:1l6gica de estas auetanc1aa. Loa 1t•tud1oa •in vivo• pri111a

ro se reellxsn en anl•alaa v loe reaultldoe ea extrapolan al 

hombre, ya que la exper1mentaci6n en 'ate seti llllitlld• por 

rnone• 6t1c••· (12, 13, 14, 15, 28, 31) 

Aa{ como el COll!pOrtamlento f ermacol69ico Y ftl af •cto tara• 

pfut1co de loa ent11dc:rob1unoa varían an la• diferentes •BP!. 

ciaa de animales y en el hombre, ea d~ napararse qu& en los 
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niftoa cuyo metabolil!llllD es diferente el da loe adultos, t11111bl6n 

51!tB distinta la fsnascocil'litica de est•a sustancias. (5, 31) 

11 ANTEf;fDEN1'ES Y OBJETIVOS 

f.NTECEDENTES 

En fal"lllacologia cl{nlca existen ver1oa !llf!todos pare dater

lllinar o cuant1Ucar sustunclaa entimic?:oblan11& en dlvuaas 

l{quidoe corporales coso: suero, plasme, liquido cefalorraqui 

deo, orina, bUie, ateo; estos 1116todos los pode1110s clasificer 

en: 

a) Hitodoo quimicos 

b) Hitodoa b1ol.6gicaa 

•> H6todos qulmlcoa.- Conahlten en hacer i·eeccioner al en

timicrobiano prttsante en les 1111.1eatraa con suatanc1ea qui~icsa 

y el producto de este raacc16n se puede cuantificar por llM!!dio 

de alrtoúo~ turb1ó~tr1c~~. !~trlcaa ~ otros mf!todoa espe

ciales que alguneB vecce aon sem1eutomat1zados, Algunoo de es• 
toe m6todoa por dar reeuitedoe poco confimbleo, han d!tjado de 

ut111zaree. A~tuullnente se cuenta con m6todo4 redlo1nmunol6gi 

coa que aon inv.y exactoe, pero requieran de material muy cos

toso (13,38,39,40). 

b) Hhodos b1ol6gicoa.- En eotos métodos se prueban lae mu-
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$8tras con •l antimicrobiano rrente a un mtcroorganiemo muy 

aonalbl•; entre estos ost&n: al mlitodo da diluc16n seriada 

en caldo y los m'todos de diruu16n an agor. (13,16). 

H6tado d• d1luci6n oarieda en caldo.- Pera dotal"lllinor la 

concentraci6n de un ontimlcrobiano en moeatraa 11quida1 ea 

pr•paran dos 11etamoa con un miomo m1croorgan1a1DO d• prue

ba: un• aerie de dllucioneu conocidas d•l anti•icrobieno 

C1arla control) V otra con dlluc1onse del liquido corporal 

(ear1e daaconocida). En la aeria control oe detert11iner' la 

concantrac16n 1nhibltor1a minlma (C. l. H.) del antimlcro~ 

blano contra el microorganiPIO de prueba. En la nar1ü J~e

conocida ea obaarva cu6l as al tubo en e1 qua ocurra le 

1nh1b1c16n¡ eso punto aqulvele o ln concontrac16n 1nhibit_q

ria ~1n1mu. Ln cuntlded de untlmicrobiuno pruuente an lb 

muaatra ea dotermin6de multipllcondo lo c. l. H. obtenida 

por el rector d• diluc16n da l& ll'll.lnutra. Esto en un m&tod~ 

e1mpla y no requ1ere de equipo oepoclal, sin smburgo so ha 

obadrvQdO que no au renultadoa reproduc1blon v es poco exac

to. 

H6tockl da dtfua16n 1n egar.~ En rol11l8 general este m6todo 

s• conutruye colocando en cejna d1t patri una base dn medio . 

de cultivo s6lldo que aerv1rá como cope n1valadora pare la 

dirua16n dal ontimicrobinno qua se colocurá poateriorrrenta; 
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sobre esta baoe ea aplica une segunde cepa lllUV delgada da 

medio de cultivo inoculado con el QQflllen de prueba (que da

ba ser altamente sueceptlbla), eobra aaa aegunda cape se co

loca el ant1~1crob1ano en concantrec1onea conocidas y dacr•

c1entes ve eoe en cillndroe matálicoe (cubatas) o i•pragnada 

en dlacaa da papel r11tra. Le d1fua16n del ant1•1crobiano 

deod• la cubeta o al papal variar& aegun la concantrac16n 

del ent1mictob1ano coloc8rlo en torno s lo ruante qel mielllD 

eilindro o dleco y, deapu~e de mentenor le~ cejas e tempera~ 

tura adecuado oe obeervarén helee de 1nhib1c16n da ta~aflo 

proporc1on~! a le concentrec16n o= ent1m1crob1ano; en eata 

rorme su conotruy• une llnea da ragraa16n (curve aatánder) 

que reprenenta loa halos d• 1nh1b1c16n que tid conalguan con 

cada une dw lnn conc1111trac1onue Prtlbadae. 

Construido al aiutamo da IM'ldida (curve aotnndur) so podrn 

probor, en condicionea a1111il11re11 1 el 11\lterial cu~o contunldn 

en enti~lcn>biano ea quiere detarmlnur, midiendo al rasulta

da (hel?a da 1nh1bici6n) .contra 111 curva antfmtlar corraapon

disnta ( 16) • 

En el método da difue16n v1rtical da Hithiaon y Splcer 

(13), lea aoluc1onea conocldao d•l entim1crobionQ y loe da 

les 111uaetres con el ont11dcrobhmo su plpntean c.1im1:ro da tu

boe capiler•t (3 mw da diÍliletro interno) que contengan una 
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colu111na da agar inoculado (2 a 3 cm); de esta moda se obtienen 

zonas de 1nhib1ci6n que se puedan medir longitudinalmente. 

Da los m6todoe antes menc1onadr.s, el que m~s ae utiliza ea 

el de difua16n en placas de egar, originalmente dieenedo por 

Grave y Rendall (16) que h~ sido modificado por muchos inves

tigadores asegurando le utilidad de 6ste m'todo b1ol6gico (1, 

2, 3, s. 6, 9, 10, n, 1a, 19, 22, 21i, 2s, 21, 2e, 29, :n, J4 

36, 37, 41). 

En este e•tudio se prob6 un m~tado b1ol6gico modi1'ic5do pa

re m1crom&todo con el que se cui;;nt11'1cÓ en plasma y liquido 

cefalorraquídeo de ninoa rsci~n nacidas un nuevo ontlmiorabi! 

no, lo Siaomicine (Ver enexo A) 

OBJETIVOS 

El objetivo principal de eote estudio fue probar un ;;;hodo 

para cuantificar un ent1m1crobiano en 111Ueotres muy paquense de 

plaama y liquido ce1'olorraqu1deo, obten1dae de niRoe rec16n ne

c1doe, a fin de contribuir el conocimiento fa:rmacacin,tico dB 

ant1m1cxob1anos en nin~s de bajo peso, en el caeo part1culer 

el estudio ee realiz6 con 51aam1cina. 



111 KATERIAL V 1-CTODO 

1) Ensayo d•l ~todo 

Al hac•r loa ane19Yo1 d•l m6tudo, rua n1c•sario tomar en cu•!l 

ta loa rectores qua pod1an influir en loa r•aultad.ow, para 

controlar la• var1•bl•• y ru1uc1r Ml m{n111a lg1 erroraa; prin

c1pls!Mlnte e• tom6 9r1 cuanta que ae ten1an qu• praca1er muaa

tra1 con volW..nea lilllY p1quano1 ut111zendo un microm•todo qua 

ruara pr6ct1co, aanc1llo y r1produc1bl•. 

L• d1111crlpc16n g•••"rlil d• aste m1crom6todo, 119 MUeatr11 11n 

el a1gu1enta parrara v poater1&1'111anta ae detallar& al daecr1• 

b1r lo conetrucc16n del 11110dc1o eat,nder. 

Se plan16 detarm1n•r la conocntrac16n da S1soin1e1na en 1lllUlla

traa d• pleama y liquido cefelorrequldao abten1dee de n1no1 

rec16n nacido•, irod1ricando el e1~tama de Grava y R111ndall (16) 

an el que ae ut111zen myestrn• de volG~tn•a nó lflenorce d• 

~ ml.; por allo •• tuvo que modificar pera m1crométodo y• que: 

•• tanta que cuantificar al entimicrob11no en -.iaatrea mucho 

llMlnores que 0.1 ml. 

Lea ver1acian•• qua am tuvturon qua hocer para al micro"'6to· 

do, fueron lea e1gu1entaa1 
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Pare aplicar les soluciones conocidae de la Sieomicina y loe 

liqu~doe corporales e les placea ~e ager inoculadas con el 

gennen de pruebe, se utilizaron discos da papel filtro en vez 

de ueer c1lindro1 de acero inoxidable (cubeteo), debido e que 

estos presenten une mayor dificultad en eu manejo y edlil1fléd 

por que estos deben ll80arae con 0.6 ml. da muestre y do loe 

niftos no ea puedan obtener grendae volGmonee de sangre o de 

liquido cerelorrequ{deo. 

Lee diluciones del ent1m1crob1eno y lee 111Ueetree probl8111Br 

ae impregnaron e loe diacoe utilizando tubos capilares que 

previemant~ se calibraron y aarceron pare aceptar un volúmun 

de 0.02 ml. estos cepileree se usaron como mlcropipetas y tett

b16n pare le tome y conenrvec16n de lee muestrea. 

2) Conatrucc16n del modelo eet&ndar (Curve) 

e) Preperac16n dol m1crt'lorgen18lll0 da prueba 

funde~entelmente esto paao tuvo por objeto obtener un con

centrado de eeporae bectorienea {m1croorgen19JllO de pruabe sen 

sible e bojee concltfttracionoe del antimicrobiano) pare inocu

lar el eietems de eoer y 109ro; un du&arrollo uniformu.dendo 

halaa nttidoe, no rostonadoa n1 doblo& y quo ruaren r6c1lee 

de medir. 



8 

Para encontrar sl ~icroorgan18lll0 de pruebe ad1cuado ae tra

bej6 con dir&rantee cepaa, generolmente eucaptiblea a la Slag 

111c1no, probándola• e bajas concMtrac1onaa, hasta obtener 

un• cape for~adora da eeporee. Eeta cape fue una de 

B!!.!;.!llua eubtil1a. 

Ya tenlendo el m1croorgcn!&lil0_ de prueba ea obtuvo una eua

pena16n rice en aoporaa, sin forr11ea bacilares y ea calcul6 la 

concantr8c16n óptima a qua debla uaaraa {Ver anexo B). 

b) Preparac16n da las cejas 

S• coloc6 en cajee do petrl da 100 X 10 111111, une pr111t9ra es 
pe de medio d~ cultivo a fin de nivolar el fondo dfl le caja 

(cap• niveladora) y une eegunda con Bacill~! eubt111a al 

D.04 % (cape inoculada). 

El medio qua ea ut111z6 rue Antlbiotic mad1u• Ho. 2 (OlFCO) 

ajuatanda al pH o a.1 CJS). Con el madlo de cultiva fundido 

BU prepareba un grupo d~ 16 cajei!t .• morcnoaa previBJ11enta 11111 au 

beee con una linee de color, vertiendo 10 ml. di u~dio nutrit! 

va an ceda una y dsjenJo qu• BOlidlricera. 

En le preparac16n do la eagunda capa, eJ JJ1Cdio de cultivo ee 

•&nej6 e uno temperatura de ssº c. para agregar la auapanai6n 

de esporas, en seguida se d1str1buyaz.:m 4 ml. en coda una eta 
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lea cajas; estas con le eegunña cape se dajaban deetapadea 

duran~• 15 minutos aproximadamente con el f 1n da ali~1nar al 

•xc•eo da hUll!ledad; luago •e t~paron y ea coneerveron en refri

gerac16n (no m&e de 24 he.) hasta el 110manto de usarlas. 

c) Proparec16n dB le~ dilur::lonao del ar1ti•icrcblano para la 

curva Ht,nder 

Lea concantrac1onea conocida• del antimicrobiano pare la 

curva est6ndar ea prepararon hecionda dilucionoe M par.t1r dtll 

••t6ndar primario de -sulfato de S1eom1c1na• SCH 13475 (Lota 

55 53-147-1 Pot. 573 111eg/Ml. ), tomando en cuanta au potencie 

y no au paeo. Lee concentrac1onaa pare esto a1eta111a ruaron; 

1, 2, 41 B y 16 11eg/ml. teniendo como punto da refarancim (PR) 

la cancantrac16n da 4 mcg/ml. 

En le table No. 1 H 111Uaatra como ae prapereron ha aolucio• 

nea acuosas de la Siaomic1na. 

d) Conatrucc16n de ln curva eat6ndar 

D• 16 cajas praoeredns como ya aa 1nd1c6 on el inciso ante

rior, ea dastinaben 4 para cada una de leo concontrncionea co

noc1des, munae pera lo concentr•~16n del punto de referencia 

(PR) que se calocebs en todon las cejas sobre le 11naa da co

lor prevlemante marcada. 



TABLA No. 1 

PREPARACION DE SOLUCIONES ACUOS~S ~E SJSOHICINA 

Ccncentracioneu pare la curve estfindar: 

1, 2, i. {PR), 8 y 16 mcg/ml. 

Soluc16~ Kadrs (H) 
Soluc16r. (I) 

20 tng. activos de S1som1c1na (34.8 mg.) + 20 ml. Ga egua• 
1.0 ml. de (H) + 9 ml. da egue• 

Solución: Procedimiento Conc.entrec16n Volumen 
en inicial 

mcg/ml. (ml.) 

~ --
1 a.a ml. de (l) + 4.2 ml. da eguev 16 5 

2 2.0 • ª (1) + 2.0 • .. "' B 4 

3 2.~ • .. {2) + 2.0 • a • 4 (PR) 4 -- 4 1.0 " " (3) + '!.O • • " 2 2 

5 1.0 • • (4) + 1.0 " • .. 1 2 

• Ague deetilada estfir11 

1 000 mcg/ml 
100 iacg/ml 

Volumen 
final 
{ml.) 

3 

2 

3 

1 

2 

\'. 



10 

Como ae observa en la figura No. 1, en cede una de lea cajas 

se colocaron custro diseca de papel filtro (Schleicher a Shuell 

740-E de 6.35 nvn.)¡ cioe de eatae ae irnpregnat'on con un volumen 

de 0.02 ml. de le soluci6n del PR y otros dos se impregnare" 

con un volumen igual de una de lee soluciones de concentraci6n 

conocida. 

Lua aolucionas ee aplicaron a loa Giacoe utilizando csp1l9~ 

rea (Oade B-4415-2A) previament~ ~olibrados y marcedoa pare 

utilizarse como •1cropipetas. Se hace notar, que en el momen

to en que ae colocaba el disco sabre la placa de ager, 6ste 

ee impregnaba inmedi~tamente con el volumen de laa eolucionea, 

de lo contrario el dieco abeorble humedad del medio nitriti

vo y no aceptaba el volumen total de la aoluc16n. 

De eot• forme quedaban pore la curva eot6ndar 32 discos im

pregnados con le eotuc16n CT! PR y e diocoo de ceda una de lao 

soluciones de conc~ntreci6n conocida. 

Daapu6s de haber hecho lo anterior, lae cajas ae invlrtle

~ott y se colocaron a temperntura constante (37°C.) durante 

16-18 ha. y poateriormente ae hizo la lectura de los halos 

de 1nhib1c16n logrsdoe. (Ver laa fotos 1 y 2). 
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No~ 1.-Lu fcto9rr·t'fa ..,.1u~;~trn Jo~~ 11aloH. t!e 1nnUd:.ión 

lnqr:JGn:-~ ~!or la conCE!ntrdc.i6n oe 1 1'lt:g/ml, oo 

l~ curv11 esthrdar tJ•;n se hi1r1 ean solucionoa 

'*º· 2.- En estsi f;Jtografin ai; !T11.a1etr11 111 for"<HI an qu!l se mert11m 

loa t>aloii llfl \n~•ltJid.ón ln,;r..i;Jo~, 
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a) Lectura d• loa valoreo da la curva estándar y correcci6n 

11•1 a1Btam•. 

Leq lecturas au hicieron de la siguianta forme: cada una da 

lea cajas se caloc6 en un cuenta colonia• (DARKFIEL QUEBEC ~.a

dela 3330) v a;¡¡¡ ;nid1ar::i;i loe ha>lll!I. CS• 1nhib1c16n logrados por 

lea aolucianes rl• concentraci6n conocida con un vernier d• unn 

aproK1maci6n d• 0.1 ..i.¡ loe datos ea anoteron en tablea para 

d•epu6a hacer lea corraccionaa. (Ver tabla No. 2) 

' f) Corr•cc16n d• las lecturas 

tn cada grupo d• I+ cejas 1fo una raiama concantraci6n, Gl8 ob

tuviaron a valoree para la concentrac16n d•l PR y a valorea 

da la concentrac16n corraepondiante a ae• grupo, de loa cua• 

las as calcul6 por separado la ouma y al prcll$d1o1 Ver teble 

No. 2. 

Para corrag1r todo el sistema, as obtuvo la &Ulll8 total de 

loa 32 valorea del PR y también su promedio total, el qus a• 

coi;par6 C!ilv .:i;l · promi3d1a del PR obtenido en cndn uno de los 

grupoa de cajas pare las cuncantrec1onaa conocidse y la d1ra

r•ncia que se obtuvo entre al PR tot~l y al de loa a valoras 

da una conc•ntraci6n ya fuera poaitivo o nmgat1va. are l• 

correcc16n qua dob{e hecaram al valor promedio de les lactu

raa de lM concantroc1onoe co\'iot.ides p¡;r ej:a111phH 
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Promedio total del PR 

Promedio del PR obtenido del Qrupo de cajee pora 

la concentrac16n d• 1 mcg/ml. 

Factor de correcci6n (Diferenci•) 

Valor promedio da loa hilo~ de 1nh1bic16n para la 

concentrac16n de 1 ncg/ml. 

Factor de correcc16n 

Valor corngido 

• 16.li8 mm. 

.. 16.61 ... 

.. -0.13 111111. 

... 13.DB 1111. 

• -0.13 lllGla 

• 13.75 •• 

Cuando el pro•edio del PR obtenido en el grupo de cajas de 

conceotrac16n conocida era 1119nor que el promedio total del PR, 

entonc=s ;m vez de rHtarae el factor de correcc16n ee aUlllaba 

al valor pro111edlo obtenido en esa eoncentraoi6n. (Ver l& tebl• 

2 en la concentrac16n de 2 y 8 mcg/ml.) 

f) Trazo de la curv1 eotlnder. 

Esta curva ee traz6 con loa vslarem corregidDB de loa helou 

de tnh1bic16n que ae obtuvieron en cada una de loa concentra

clonee y con el promediQ general del PR¡ teniAndoaa oai cinco 

puntaa, que oa tnocr~b1eron en pap~l aam1lagoritm1co da doa 

clcloe, snot6ndoee en loa obecls~a las locturna de los halos 

da 1nh1bici6n expreoados en 1m1, y en lau ordenndes la concan

trec16n del ent1m1crab1eno en mcg/ml, 
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Para obtener la llmr• de regresi6n 1 fin de re1llzer un tra

zo r~ctll!neo, 85 utilizaron 118 siguiente& r6:rmulea: 

L • 
:31 + 2b + e - e 

5 

H ,. Je + 2d + e - a 

Donde: 

Para el punto baja. 

Para el punto alto. 

• • Al halo de 1r.t\1bic16n logrado por la concentr1cl6n llMl!nor 

conoc1d1, expre51da en .. (1 mcg/ml). 

b • Al halo d• 1nh1b1c16n logrwdo por 11 concantraci6n da 

e • Al halo de 1nh!b~ci6n logrado por la concantraci6n de 

4 111cg/111l. 

d • Al halo de 1nhib1c16n logrado por la concentreci6n da 

a mcg/ml. 

n • Al halo da 1nh1bic16n logrado por lu concentrac16n de 

16 mcg/ ml. 

Va obten1doa loa valorea d•l punto bajo y el ttlto se ina

criben y se trazu le curva de regrea16n ( 17, 21) Ver tabla 

No. 2 y la gr6f'tca No. 1 



TABLA No. 2 

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANOAR V CORRECCION DEL SISTEMA 

MEDIO DE CULTIVO: 
Ant. Hedium No. 2, pH-S.1 
MICROORG. OE PRUEBA: 
§.• subtilis el 0.04 % 
DISCOS DE: 
6.35 1111111. ~• d1álllfat~o. 

CAPA NIVELADORA: 
Con 10 l'lll. 

CAPA INOCULADA: 
Can 4 ml. 

SOLUCIONES ACUOSAS DE SISOMICINA 

SUMA 

PROMEDIO 

CORRECCION 

PR 

16.70 

16.80 

16.50 

16,30 

17.00 

17.00 

16.20 

16.~{I 

132.90 

16.61 

-o.n 

1 PR 

14.20 16.30 

14.30 16.40 

13.70 16.80 

13.50 16.80 

14.10 16.50 

13.90 16.40 

13.80 16.30 

13.60 16.30 

111.10 131.60 

13.86 16.47 

13.75 +0.01 

2 PR 8 
14.130 16.20 17.60 

15.00 16.00 17.40 

14.80 16.40 17.70 

15.30 16.40 17.50 

15.20 16.00 17.60 

14.90 15.90 17.90 

15.20 17.00 18.10 

14.90 16.80 17.70 

120.20 130.70 141.50 -
15.02 16.33 17.68 

15.03 +0.15 17.83 

-
PR 16 

16.40 18.BO 

16.40 16.70 

15.90 19.00 

15.90 19.10 

16.70 18.50 

16.70 18.40 

17.00 18.80 

17.00 1'.;i. 70 

132.00 150.00 

16.50 18.75 

-0.02 18.73 
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Gr6t1ca Na. 1.~ Curv• ••tinder de 51IKJ'lit1ne 
con M>lucion•• llCiUoaaa, dt concantrac16n 1, 
2, r.CPR), 8 y 16 .co/•l. (Curva baja) 
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3) Verificaci6n de la reproducibilidad del lllOdalo eat6ndar, 

al ut111zer aolventaa org6nicoe 1 (plaama y líquido cefa

lorraqu!deo). 

Para observar s1 el 11110delo eatindar ara reproducible, ae 

prepar6 •ater1al para curvas eat&ndar en laa que ee ut1liz6 

plaama y liquido cefalorraQt>ideo p~r• hacer lea diluciones 

u partir de la eoluci6n •adre (SH de 1 000 1111Cg/•l) COlllO se 

11Ueatra en las tablan 3 y 4 • 

El plasma o liquido cefolorrequideo que se utilizaron para 

hacer lae diluciones ee obtuvieron de diferentes sujatoa y 

fueron prtibadea previ891!nte contra el 111croorgan1aino de prue

ba para obeer.vwi- qu11 no tuvhr111n actividad contra 6ete y lue

go fueron inezcladoa y filtrados con papel filtro Hlllipore 

(DAUP Olt7 00 25 ea. DA 0.65u Hlll1pora) y guerdlldoa en con

gelaC'i6n haata al ll!IOaento de uo1r1M1, 

Al obaervor que 811 otnlnian curvas eat6ndar a11Ujantl!S se 

proced16 • hacer la cuant1f1cac16n del antilllicrobiana. (Var 

gr6flcao 2, ) 1 4, y 5). 

4) H&todo dft arlndn1atrac16n del antilllicrob1imo: doo1s, via, 

frecuencia y toma de llltlleotraa. 

Se aia1olstr6 una doa1a da S1aolll!c1na da 4 lllJ/kg/d{a por 

vh 1rttretfl'll.lscular, repnrtiendose l!!n dos porclonae paro apl).• 



TABLA No. 3 

PREPARACION DE SOLUCIONES DE SISOMICINA UTILIZANDO COMO SOLVENTE PLASHA 

Concsntrlfcicmas oara .las curves eatlmdar: 

Curva baja: 1, 2 1 4 (PR) 1 B y 16 mcg/~l. 
Curve slte: 2,1 4, 8 (PR}, 16 y 32 111cg/ml. 

Soluc16r. t~edra (M) 
Soluc16n (I) 

20 mg. activos de S1somic1na (34.8 mg.) 
0.5 1111. da {M) 

+ 20 ml. da agua• 
+ 4.5 ml. da pleama 

Soluc16n:. Proced1miento Concantrec16n Valumen 
en inicial 

mcg/nil. (ml.) 

-
1 o.a ml. de (!) + 1.7 ml. da plaama. 32 2.5 

2 1.2 • • (1) + 1.2 • • • 16 2.4 
-~ 

;. 1.i. " • (2) + 1.4 • .. • 8 {PR) 2.B 

4 1.2 .. • (J) + 1.2 " • • 4 (PR) 2.4 

5 o.a .. .. (4) + o.a " .. .. 2 '1.6 

6 o.s " .. {5) + 0.5 • • • 1 1.0 

• Agua destilada estéril 

1 000 D1Cg/111l. 
100 mcg/ml. 

Volumen 
final 
(ml.J 

1.3 

1.0 

1.s 

1.6 

1.1 

1.0 



TABLA Na. 4 

PREPARACION DE SOLUCiONES DE SISOMICINA UTILIZANDO COMO SOLVENTE LIQUIDO CEFALORRAQUIOEO 

Cancantracionas pera las curvas estándar: 

Curva baja: 1, 2, 4 (PR}, 8 y 16 mcg/ml. 
Cur~a elte: 2, 4, 8 (PR), 16 y 32 Hcg/ml. 

So1uc16n Madre (") 
Soluc16n (I) 

20 Al9· activQs da S1a~m1c1na (34.6 rng.) + 20 ml. de egua• 1 000 mcg/ml. 
0.5 ml. de {H) + 4.5 ml. de L. c. R. 100 mcg/ml. 

Soluc16n: Procedimiento Concentrec16n Volumen Volumen 
en !niciel final 

mcg/ml. (ml.) (ml.) 

1 0.6 lill. de (l) + 1.7 ml. dB l. C. R. 32 2.5 1.4 

2 1.1 .. • (1) t 1.1 • " • 16 2.2 1.0 

.} 1.2 .. .. (2) ... 1.2 • • . 8 (PR) 2.4 1.4 

.. 1.0 .. .. en • 1:0 • " • 4 (PR) 2.0 1.3 

e: 0.7 • • (4) + 0.7 .. .. • 2 1.4 0.9 

o.s " • (5) + o.s .. • "' i 1 1.0 1.0 

• Agua.deatilade estéril 
L. c. n • • ~iqu1do cafelorraquidaD 
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cerl_e~ une csdn doca horl!IB, durante un pn!odo de diez diH 

en ninoe qcn debien r1unir lee o1gu1antaa caracter!eticea: 

recién nacidos y qua por eu estado de salud &11111r1tabon ••r 

tretedoe con Siao•icina ea~ún el criterio da los p1di1trae, 

ye qua al •1croorgoniol!ltl ceueel de le enrermedad sola ere 

aensible • esta entimicrobiano y ad1iMe que durenta el tra

tamiento no ee lee adm1n1otrera ningún otro. Eete estudio 

•• hizo en veinte niftoa cuya edad rue de tres a ve1nt1s1eta 

dlea (Sxc4,9) y eu paee da l 800 g, a J 750 g. (Sx•443), en 

ca•adoe en le aecc16n de neonetolog!e de la unidad 303 del 

Hospital General da Milxico de la s. S. A. 

Pare determiner loe niveles de la Sisomicina en plasmo, se 

tomaron ír.Uestrae da ssngre en le elguiente fort11a: antas de lq 

1n1ciac16n del tratamiento (mueatra previa)¡ a le primera ho

ra. El ae9undo die y el tercero, lmi 1111,urntree ee tomuron 1Jllá.! 

dietemente anteo de le doeio matutina (previee) y unn hora 

daepu6e de la 1nyecc16n. 

Tembi~n ae tomaron mueetree da liquido cafalorrequ{deo pa

re determinar el nivel de Sieomicina, obteniendoee solamente 

dos lllUeatres por punci6n lumbar (rn6todo oblig&do en el dieg

n6etico de proceeoe 1nreccioaou de recién necidoe); lo pr1•ew 

re muestra se tot16 anteu del tretem1ento y otra une hora des

pués de le primera 1nyecc16n del tercer d!A. 
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Pera la toma y ~onaerveci6n de las 11ueatraa, ea utilizaron 

capilares heparinizados (Oade B-4415-2• ). Pare la obtenci6n 

da plao~e oe tomaban 111Ueatras de sangre, tomándose ~ata por 

punc16n con microlencetae eetkrilaa (B-0 Hlcrolence No. 419). 

Las muestree de liq~Ldo cefslorraquldao se obtuvieron por 

punc16n lumbar hecha por los pediatras. 

De cada una de lee 1111Jeatrus tanto de plss11a como de líquido 

cefelorruqu!deo, es obtuvieron de tree a cuatro capilares loa 

que ae sellaren por uno de eue extremo&. 

Lee mi..:eetrao de enngre se centrifugaron en microcentr!fug~ 

para la obtenci6n del plmema y en seguiGo e~ mantuvieran en 

congelllci6n, lo 11iamo que l::a lllUastres de liquido cefalorra

qu{deo heota el momento en que ee ibn a cugnt1ficsr el onti

m1crobieno. 

5) Cuunt1f1caci6n del unt1micrnb!eno. 

Cada vez que se ten!o que determinar b concentrac16n d11 

la Siaomicima en el suero y l!quido cefalonuqu{d~o d!! las 

niMoa, ee prsp~rnba todo el m~terial necesario pera usarlo 

freeco. La cuant1ficnci6n se hacia utilizando doa aiatemaa 

con dif::.rentes rer.goa de l.':'l.\~r:entr11ci6n para conairulr dos 
"':' 

~urvne eeiindur; una bajo (1-16 mcg/ml) y otra nl~e (2~3?. 

mcg/ml), Ver fotos 3 y 4 y laa gr67iaae 2, 3 1 4 y 5, con 

el fin de nfectuar l~ lectura en aquella curva en la que 

el t<olo de 1nhibic16n dm loa problemso fuus más pa1•ec1do 
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No. 3.- t.n e~tB fotoi;¡r11r!11 ~11 m1rnatr11n loa holee de 1nh1bic16n 

lograaon en l~ curvo est,nder de concentraclonwe bejna 

nsche con 1oluc1o~ea en plasmo, 

No. L.- En ~BtA rotoyraf!n ae ·~~5tr0n loR h11loo ae lnhibicl6n 

logrndos µ~ lA curv6 ost6ndar dn cancantrecionen altna 
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Gdrlca No. 2.- Curva eaténd1,1 d• Si•o•1c1na 

con aol.ucionaa en pl111111e, pr,r~ "'ª l:.ctura d•l 
aujeto S-3. (Curva baja). 



DATOS CORRESPONDIENTES A L~ GRAFICA No. 2 

LECTURA DE LOS VALORES OE LA CURVA ESTANOAR V CORRECCION DEL SISTEMA 
(CURVA BAJA) 

MEDIO ot CUtTIVO: 
Ant. HadtUlll No. z, pHooa.1 
HICROORG. DE PRUEBA: 

!!• &~btilia al 0.04 ~ 

O!SCOS DE: 
6.35 11111. de diámetro. 

CAPA NlVELAOORA 
Con 10 llll. 

CAPA INOCULADA: 
Can 4 ral. 

1a 

2-

SOLUCIONES DE SISOHICINA EN PLASMA 

SUMA 

PROMEDIO 
CORRECCION 

.... 13.e~ 

b .. 15.J.2 

PR 1 PR 2 PR 

16.90 14.40 16.80 15.10 16.50 
17.00 1'.70 16.90 15.60 16.90 

16.70 13.90 16.80 14.90 16.80 
16.70 11o.10 17.00 15.60 16.80 
16.70 11J.DD 16.&0 15.70 16.80 
16.70 14.20 17.00 15.)0 16.60 

17.20 13.80 16.90 15.80 16.00 

17.20 14.00 16.30 15.00 16.DO 

135.10 112.10 1)4.50 123.00 132.60 

16.88 11t.a1 16.81 15.37 16.57 

-D.12 13.89 -o.os 15.32 +0.19 

L .. Ja Ll.!t..:!:..f:....:...!.. ,. 1l+.01 
5 

4- CPR) e s 11'.>.76 
H • ..l.!...;~ 2d + e - a 

5 B- d • 17.'Jft. 

16- a "' 18.99 

- 19.14 

SUMA TOTAL DEL PR ( ~ ) • 5)6.40 
PROMEDIO TOTAL OEL PR ( 4 ) • 16.76 

a 
19.00 
17.70 

17.?0 
17.'JO 
17.90 
17.60 

11.20 
17.20 

142.00 

17.75 

17.91+ 

PR 16 

16.70 18.70 
17.00 19.70 

16.60 18.90 
16.60 15'.10 
16.60 18.00 

11.00 19.ft(\ 
16.70 19.DD 

17.00 19.20 
131+,20 152.00 

16.77 19.00 

-0.01 18.99 
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Gr,fic• No. J.- Curv• eatind~~ d• Slao•lcin• 
can scluclon•• .n'pl•a-.. d• cotiCuntracion•a 
2,1,,a(PR), 16 v J2 co/111. (Curva •lb). 



DATOS CORRESPONDIENTES A LA GRAtICA No. 3 

LECTl..fiA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANOAR Y CORRECCION DEL SISTEHA 
(CURVA ALTA) 

HE:OIO DE CULTIVO: 

Ant. HediUl{,~o. 2, pH = a.1 
MICROORG. DE PRUEBA: 

~- ~.!.! el o.o~ % 
DISCOS DE: 

6.35 mm. de diámstro. 
CAPA NIVEL~DORA: 

Con 12 m}. 

CAllA INOCULADA: 
Con 4 ml. 

2-
lt-· 

SOLUCIONES Of. SISOMICINA EN PLASMA 

SIJ4A 

PROMEDIO 

C0:1RECCION 

I! .. 14 .67 

PR 2 

17.90 14.60 

17~80 14.50 

17.70 14.80 

17~7n 14.70 

17.90 14.70 --17.-.:..\:: 14.60 --
'17.60 14.80 

...,.17.60 i 14.80 

142.10 117.50 

17.?l:i 14~68 

-0.01 14.67 

PR 4 

17.80 16.40 

14.70 16.50 

17.90 16.60 

17.80 16.50 
17.60 16.40 

í7.60 16.30 

17.90 16.40 

17.90 16.40 

142.20 131.50 

11.n 16.43 

-0.02 16.41 

PR 

11.90 

17.90 

17.60 

17.60 

17.70 

17.80 

17.40 

1?.90 

141.80 

17.72 

+0.03 

b .. 16.41 L .. 3a + 2b + e - • .. 14 .94 

. 8- (PR) e '" 17.75 5 

16- d .. 18.90 H • _l!....:!:._?d + e - a .. 20.07 
.32- lil .. 19.84 s 

SUHA TOTAL DEL PR ( 8 ) • 568.30 

PROl-EOIO TOTAL DEL PR ( 8 ) • 17.7~ 

16 PR 

'iS.90 17.bll 

18.7;'!' 17.70 

19.00 i 17.80 

18.80 17.80 

11.80 17.90 

19.or. 17.90 

18.90 17.80 

18.90 17.70 

151.00 142.20 

18.87 17.77 

18.90 -0.02 

32 

19.90 

19.SD 

19.70 

18.80 

20.00 
20.00 

19.80 

19.90 

158.90 

19.86 

19.84 
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Gr•r1c1 No. ~.- Curva eat6nd1r d• S1eomlc1n• 
con 1olucion1e cm \.~C.R. par• la• lectura• 
d•l euj1ta 5-l. (Curva baja). 



DATOS CORRESPONOIENTES A LA GRAFICA No. 4 

f.ECTURA DE LOS VALORES OE LA CURVA E5TANCAR V CO'RRECCION DEL SISTEMA 

(CURSA BAJA) 

MEDID DE CULTIVO} 
Ant. Had1um No. 2, pH s 8.1 
MICROORG. OE PRUEBA: 

g. subtil!s el 0.04 ~ 
OISCOS DE: 

6 •. 35 mm. ds óifi111etro. 
CAPA NIVELADORA: 
Con 10 ml. 

CAPA INOCULADA: 
Con 4 ml. 

1-

2-

SOLUCIONES DE SISOMICINA EN L, C. R. 

SIJl4A 

PROfo\EDIO 

CORRECCION 

e• 13.91 

b .. 1~.,07 

PR 
16.00 

16.00 
16.80 
1G.SO 

16.90 

16.60 
16.30 

16 • .30 

131. 70 
ili.46 

-0.04 

L ,. 

-
1 PR i; Pt~ 

13.10 16.80 15.ltO 17.00 

13.40 16.80 14.70 17.00 

14.00 16.70 . 15.90 16.40 
14.00 16.20 15.00 16.70 
14.40 16.20 14.60 16.40 

14.40 16.50 15.00 16.00 

13.70 16.00 14.90 16.60 

v •• oo 16.00 14.90 15.90 

111.60 131.20 120.40 132.00 

13.95 16.40 15.0S 16.SC 

13.91 i·0.02 15.07 -o.os 

Je + 2h + e - a 1J.90 
.... • 

4- (PR) C• 16~42 
.,, 

a- d• '17.55 K • Je + 2d + e - a 18.79 5 • 
16- 8"' 18.78 

SUMA TOTAL DE; PR ( 4 ) • 525.70 
PROMEDIO TOTAL OEL PR ( 4 ) • 16.42 

8 

)'?.so 
16.40 

17.70 
17.70 
17.50 

17.90 

17 .. 50 

16.90 

141.10 

17.63 

17.55 

PR 16 

16.20 19.JO 

16.50 16 • .30 

15.90 18.70 

16.50 16.70 
16.40 19.00 

16.70 19.00 

16.20 18.00 
16.40 18.70 

130.80 149.70 

16.35 18.71 

+0.07 18.?8 
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Gráfica Mo. 5.- C1.1rva l!etánd•r do Shom1c1na 

con 1oluc1on111 d• L.C.R. d• r::oncantracl6n 

2, f., 8(PRJ, 16 v 32 mcg/•l. (Curva •lta). 



DATOS CORRESPONqlENTES A LA GRAfICA No. 5 

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANOAR V CORRECCION DEL SISTEHA 

(CURVA ALTA) 

MEDIO DE CULTIVO: 
Ant. HBdil.1111 No. 23 pH - 8.1 
MICROORG. DE PRUEBA: 

.!!· subt111a al o.04% 
DISCOS OC; 

6.35 mm. da diámetro. 
CAPA NIVELADORA: 
Con 12 ml. 
CAPA INOCULADA: 

SOLUCIONES DE SISOHICINA EN L. C. R. 

PR 2 PR 4 

17.20 14.60 11.:m 16.20 
17.30 , ... so 17.30 16•'l0 
17.30 15.00 17.40 15.90 
17.20 11t.70 17.40 15.'30 

15.90 14.80 17.20 16.JO 
16.90 14.60 17.ftO 16.30 
17.40 14.90 17.20 15.90 
17.40 14.80 17.30 16.00 

PR 16 

16.90 18.50 

17.20 16.60 
17.40 18.40 
17 .40 18.40 

17.20 18.80 
16.90 18.80 
17.30 18.50 

17.20 18.40 

PR 
17.20 
17.40 

16.90 
17.10 

17.JO 
17.40 

17.40 

17.20 
Con 4 ml. SUMA 

PROME.:OliJ 
CORRECCION 

137 .60 118.30 138.50 128.60 1.37 .50 11t8.40 137.90 

2-
4-

a .. 14.81 

b .. 15.99 

8- (PR} e • 17.23 

16-

32-
d - 18.60 
... 19.71 

17.20 

+0.03 

L"' 

H .. 

14.78 17.31 16.07 17.18 

14.81 -o.os 15.9'3 +O.OS 

3a + 2b + e - e 

5 

3e + 2d + e - e 

5 

• 14.78 

• 19.75 

SUMA TOTAL OEL PR ( 8 ) D 551.5 

PROMEDIO TO"fAL DEL PR ( B ) • 17.23 

18.55 17~23 

18.60 o.oc 

)2 

19.70 
19.70 
19.40 
19.90 

19.70 

19.70 
19.80 

19.80 

157.70 

19.71 

19.71 
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al de la concentrsci6n media de la curva est6ndar y no recu

rrir .a hacer diluciones de la muestra como en el m~todo de 

lir~v• y Rendall. 

En coda una de las cajea con muestra problema se medie el 

halo de 1nh!bic16n logrado (dos detos) y temb16n el logrado 

por el PR (dos datoe), como se muestro en la tabla No. 5 del 

CBBO No. J que se enex• para ejempll t'icer. 

Eotoe datos t81!'1b1~n se corrigieron de le mioma forma en 

que ee hlzo para loe datos de la curva eet6ndar. 

Loe valoree de lo~ halos de 1nh1bic16n logrados por laa 

muestras problema de plasmo, ya corregidos, et interpolaban 

en ln curva de regres16n adecuoda (baje o alta), para deter

minar t?l nivel de 51som1c1na. 

Loo teaultadoe ao{ obtenidos Be concentraron en una tubl• 

(tebla No. 6) traz&ndosc una curva de ebeorc16n y 'excree16n 

de la S1somio1na (Ver la gr&ficn No. 6). 

Pare la conatrucc16n de esta curva se calcul6 la media de 

lon detoe obtenidoo en cada uno de los casos y tlillllb16n au deaw 

vleci6n est&ndar. (17, 21). 



TABLA rio. 5 

SISOMICINA SCH 13475 

SUJETO ~ DOSIS 6.5 mg/12 h. NIVELES EN PLASMA V L. C. R. 

PR ~ 16.76 H = Hueetre s • Sume p R Promedio e a Co~recci6n 
5 A • Sin ect1v1ded L ª Lectura - • No ee ~udP ~ed!r 

s 
p 

e 

L 

s 
p 

e 

L 

s 
p 

e 

L 

PR H-0 PR H-1 PR H-2 PR H-3 PR H-4 
entes 1 h. J ha. 5 ha. 8 he. 

16.90 s A 16.60 14.00 16.50 13. 70 16.80 1::' ·ºº 16.40 13.20 

16.70 s A i6.00 13.70 16.90 14. 70 16.90 13.20 17.00 13.10 

:n.60 5 A 32.60 27.70 33.40 28.40 33.70 26.20 33.40 26.30 

16.80 S A 16 .:m 13.85 16.70 14.20 16.85 13.10 16.70 13.15 

-0.04 S A +0.46 14.31 +0.06 14.26 -0.09 13.01 +0.06 13.21 

Henoe de Heno e de 
Sin actividad 1.2 •cg/1111. 1.15 mcg/ml. 1 111cg/ml. 1 mcg/ml. 

PR H-5 PR H-6 PR H-7 PR H-6 PR H-9 
12 hs. entee 1 h. entes 1 h. 

16.70 12.00 16.40 12.:Jü i6.60 12.30 16.50 12.50 16.BO 14.00 

15.60 11.70 16.00 11.50 16.80 12.30 - 12.60 16.80 15.60 

:u.so 23.70 32.40 23.80 33.40 24.60 16.50 25.10 .33.60 29.60 --
16.75 11.85 16.20 11.90 16.70 12.30 16.50 i2.55 'iÍl.80 '14.80 

+0.01 11.86 ~a.56 12.t.6 +0.06 12 ,36 +0.26 12.01 -0.04 14.76 
Henos du Manos de Menor; da Menos de 

1 m'cg/ml. 1 meg/ml. 1 mcg/ml. 1 mcg/1111. 1. 5 mcg/1111. 
---.. .. 

Liqu1Uü CEFALORRAQUIOEO 48 he. daapu6a da 1n1c1ado al tratem1ento 

PR H-0 PR M-1 
entes 118 hs. 

16,00 s A 16.80 13.50 

'16. 70 s A 16.70 13.60 

32.70 5 A 33,,50 :!7.10 

16.35 s A 16.75 13.55 

+0.41 5 A +0.01 13.56 

Henoe de 
Sin actividad 1 mcg/ml. 
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Pera determinac16n del nivel de biaom1c1na en líquido 

cefalsrrequ!deo se proced16 de igual menara que con las 

muestras de plasma, pero loa datos de los halos de inhib1-

ci6n logrados se interpolaron en le curva eat,ndnr que ee 

hacia ut111z~ndo 1lqu1do cefalorraqu{deo como solvente pa

ra hacer lee soluciones de concentrec16n conocida. (Ver 

table 4 y gróficae 4 y 5 ). 

ue loe datos obtenidos del nivel de Siaomicina en liquido 

cefelorrequídeo no se obtuvo una cul'Vlil de abaorci6n y excre

ci6n debido 11 que eoh:r.ante ee ten!en don muentrH dn cs(t¡¡¡ 

uno de los caeoa. 
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IV RESULTADOS 

Las curves estfsndar hachee con eoluciones conoci.dee de 

Sleomicina en las que ae ut111.z6 como solvente egue, pl5ema 

v liquido cefalorraquideo son repro~uciblee. Por emplearse 

un método biol6gico estandarizado se conoider6, que el micrQ 

método probado oo Útil par~ determinar concentraciones de un 

antlmicroblano en volúmenes do 0,02 ml. de muestre con un 

11~1te de conflabllidad del 95 %, por lo que ao procedl6 a 

ctetermlnar loa niveles en plasma y liquido cafalorrnquiden 

de lo 51somlc1na en nlftos recién nacidos, cuyo& resultados 

se muestren er. seguida. 

En la table No. 6 sil mueet:ren 1011 niveles hem(sticoa ex

preoodos como promedio de veinte c1u1oe y tsu desvieci6n ee

t6ndar. Se observa en la curvo de ebeorci6n y excreo16n de 

la S1eomlcina (Ve:r g:r6fics i'lo. 6) que le concentreci6n mlt

xime en plaema fue de 2.0 incg/ml. y fue encontrada une hora 

deapu6s de aplicar le inyecot6n¡en seguida hubo un descenso 

paulatino. En todos loa ~aoe se encontr6 ~ue despu6a de do

ce horus todev!e ae apreciaba nctividod del antimicrobiano, 

que por eer 6ata siempre menor de 1 mcg/ml. se les dio un 

valor arbi trer1o dii0.5 mcg/ml. y por aeta raz6n 1 le deov1e

c16n eat6ndar de este punta no ee preaenta. 

Ournnte el primer día de tratílmientr. el promedio de la 

concentrac16n hem~tica fue de 2.03 mcg/ml, pero en doe oa• 
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sos se encontraron concentrac1onas mbimee de 2.60 mcg/mJ. 

(caso 14) y 3a60 mcg/Ml (caso 20), una hora deepu6e de la pr1-

raera administraci6n de la 51eom1~1na. 

En el 1egundo die, la cnncentrac16n promedio encontrMda 

e la hora fue de 2.49 mcg/ml pero al igual que en el primer 

dia taab1in se encontraron valorea altos¡ uno de 4.50 mcg/ml 

(caso 14), y otra de 4.30 111.Cg/ml (coso 20) Ver tabla No. 6 -

que o la hora del prime1' dio hablen tenido 2.6 111c:g/llll y 3.6 

mcg/ml respectivamente. 

Durante el tercer die, el velar promedio de Siaomicine 

en suero fUft de 2.6 mcg/ml en le psimera hora; sin embargo 

tambihn ae encontraron canos que mostraron niveles hcm6t1-

cae altea; el que hab!a tenido un nivel heml'lti.co de 4.30 

mcg/ml (caso 20) el segundo día; el tercer dis tuvo un ni

vel de J.9 mcg/ml, paro hay que hace; noter que eet: n1no 

fut! el de peso mas alta (3750 grs.)¡ otro n1no qua no ha

bfe tnautrudo niveles hem6ticoa t11ltou en ninguna ocaai6n, 

el tercer d!a preeentnbn un nivel hem6t1co de 4.7 nrug/ml 

{caeo 1) aunque su pcoo fue de 1800 gr. 

Los r1<:oultadol'I del nivel de s1so111!cln11 en liquido ca

ralorraquldeo fueron loa uigul!lntaa: no hubo actividad en 

l<J& muestran previas, en todua llls mw:rntra1> óel tercer d{u 

oe encontr6 wn nivel menor de 1 mcg/ml. 



21 

V COMENTARIOS Y CONCLUSIONES 

Como se obaerve en lou reaultodos ob~en1doe, se puede dn

c1r que el m1cl'11Nitodo probado pare cuant1f1car un ont1m1cro

b1e~o en muootros 1111.1y pequeMao es eet1Gfector1o útil y epl1-

cable e le p1·fictice siempre y cuando oe controlen les var1ia

b1es manc1onada& al deacribir Rl m~todo, 

Eate micrométodo probada tiene la ventaja de reaiizer dú~ 

terminae1onea de ccncentract6n de ant1m1crob1eno que en cier

tos casos noo pueda proporcionar d1ferenc1ae m1nimaa· como non 

fracciones de m1crogramo. El empleo de correcclonee estedíeti 

cae, eetand1nirn loe t!l'"roreo prop1oo de un sistema biol6gico; 

por no rcqu11r1r de m;¡tel'i.1.'ll costoso y cof!IPHcado • ea acceai

ble n cualquier -leborct.Dr,l,ct. 

Eat.e !'A1cromfi todo nos pcrtl\1 tfo cuan ti f!.ctir el nivel en ple! 

:iia y lí11uido cefa'-orraqu!deo dn la Si aomic1titt nn nrnos rec16n 

nac1doa • conaioudndoau lrnta di! gran importancia ya que se 

contriouye ul conocimiento de la fnrmccoc1n6tica de aste nue

vo antim1crob1eno de &mplio ~apectro uue tiene la ventaja de 

ser (1t;U. ~n el trll!tumientc da :l.nfecc1011es en ltrn cunle~ no 

lo aon otroa anUm1crob1rinmi. loo cr.rrncteriot1cna que ctebhn 

reuni 't e!lton n111oo para oer tret.~dos con Si ¡¡omlcino, determln..!! 

ron que P.1 m'.Jmt'lra de c~uon funrn solo de vr.1nt11. 
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Se describe la prueba de un microm6todo pare cauntif1car 

un ant1m1crob1ano en muestrea muy pequeñas de plabma y 

l1qu1do cefal~rraqu!deo • de 20 ni.nos recUn nacidos que pre

sentaban cuadros infecciosos severna que ameritaban el trat_!!. 

miento con ont1m1crobianoo, de loa cuales se eecogieron_!l_Qu~ 

llos cuyo m1croorgnn1smo causal de lo 1nfecci6n aro aenoibla 

a la Sieomicina y no hubiernn alda trutsdan con unt1m1crcb1o 

noa. 

El l!Últodo utilizado poro dctel"f'!l1nor el nivel en plftame y 

liquido cefalorraquid~o. fue una mod1f1caci6n para mlcrom'

todo del m6todo bicl6gico de Grave y Randall con el fin de 

trebaj~r r.on llll~~otraa de volGmeneo de 0.02 ml. 

Se prob6 111 reproducibllirled de nate m1crom6todo &l ha

cer curvao estlmdnr con aolucionell conocidas de la Siaoml• 

cina ut111Zal"\dD como aolvente el r,¡iflmo qua el de laa mues

tres (plasma o l{qu1do cefalorraquideo). 

Loe resultadoa obtenido& ae unolizqron 2atna!aticamente 

obteniénd!rnll pzira ceda unn de lus casca lÍ(l l!l'3dia y su deavia

c16n estándar, construyendo una fü.iflri/1 de abaarc16n v excri??-
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ción de la 5ieam1clna, contribuyendo as{ Al conocimiento 

fermoc:ticin,tico da antimicroblonoe en nl~oa recifin nacidos. 



VI! ANEXO 

At4EXO A.- SISDH!CINA 

Es un nuevo antimicrobisno del grupo de los am1nogluc6ei

dos, alelado do le fermenteci6n producida por une nueva eep.! 

cie da un ectlnomicets del género Hicromonospore, llamada -

Hich ..onoapora in')'.oe!1!.!!1 daecr1 ti'! por primera vez por 

Weinetein et al, en 1970 (45). 

Lo f6rmule eatereoquirnica de lo Sioomicine ue muestra en 

la figura 1A (7). 

Esta ant1m1crob1ano es producido ccll'IO un elemento e1mple, 

!l:IUY similor a la Gentamic1na C19 un componente del complejc 

de Gent11111icina (C18, c1,2C) (44). 

Loe estudios "in vi ha• de este eminogluc691do 11ueatra11 

que eu espectro ont1~1crob1eno ea ólm1lar el de le aent0m1-

c1na, pero éa m6s activo qua aquel, particularmente eohre 

eepeciee de Peeudomones ceruginoso y Proteua indol poo1t1vo 

(4, ª• 20, 32, 4J, 44, 45). 

li:xepto pf.lrfl Pseudomonaa, las bnoteriue reaietenten a la 

Gentam1c1na, generalmente tambi~n sun reaiatenten o la 
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Sisom1r:1na. Algunos eatudioe comp;!rntivos entre la Sieomicina 

y la G.entamicina, h•n mostrado que 111 primera ee de doe a cua

tro ve.ces mfie efectiva y que eu doeis letal medie (L050> en 

r~taa, ratones y cobayoo fue del 50% al ?'!H. •enor que le re

portada pera 9enttimic1na. 

TembUn se han hecho estudios pnre conocpr su toxicidad, 

obeervendoee que ea más veetibulo t6xica en gatos que en co

bayos y que ea.tan nefrot6xica como la gentam1c1na en perros, 

pero más nefrot6xica en ratas y gatos. (42). 

·,' 
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ANEXO O 

Pre?arecion del Microorganismo de prueba. 

Previa verificaci6n de lo pureza del Sac1llus subtilie,ae 

inocularon doa cajas de petri con medio nutritivo (antibiotic 

medium No. 1 Difco), éntea cejes con inoculo masivo, ae mant,!;!_ 

vieron e 3?°C durante 24 hrs. y con P-Se primer cultivo ee in.e, 

cularon dos botelhrn de Roux que contenhn 300 ml. de medio 

nutritivo cada una (~ntibiotic meéium No. 1 Difco). 

Removiendo el cultivo de lea cejao de petri con 10 ml. de 

soluci6n anlina eathr11, procurando recoger la mayor cantidad 

posible, oe prepar6 una irnepenc.:16n de bacterl!!B que se repll!. 

t16 unirormeNunte en la euperricie del medio nutritivo de los 

botellas de Roux. 

Lea botellas ae mantuvieron a 37°C durante una semane pa

re dar lugar a le esporulac16n. t..1 eul ti 110 ee coaech6 de .tao 

botulloo de ~oux con 30 ml. de eguo destiledt estiril 1 pasan

do el producto a tu:1oa con tup6n de roocu ester1l1zedoo; ~~toa 

ue colocaban en un bal'io de agu11 a temperatura de 65°C, durm1-

te 30 minutos, deopu&e n~ centrifugaran a 3 ººº rpm. durllt'lte 

15 mlnutoa, eliminando el sotJrenadente, y ee le ag1•eg6 nuev&-
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aien.te agua destilada estf!ril; el tubo se ag1 to y se coloco 

'· ;;jj otra vpz a 6s0 c ¡ el procHo de calentamiento y latlado se hi-

zo tres veceo y despuh solamente se centr1fug6 y el1min6 el 

aobrenadsnte restituyendo el egua las veceo que fue nesasa

rio hasta observar que quedare complntamente l!mp1do. Va ob-

tenido el concentrado de esporas, se conservo en refr1gers

c16n a una temperatura de 4-sºc; para su uso poete~ior. 

Pare determinar la concentraci6n e le que debia usarse 

el concentrado de eaporaa, se probaron diferentes d1luc1o

nee o partir del concentrado original, (Ver tabla No. 1 B) 

preparandoae dos caj11a de petrl con une pr1111ero cepa (cape 

niveladora) de 10 ml. de medio nutritivo (Ant1biot1c Hedtl.1!11 

No. 2 01.fco), para cadn unn de lee concentraciones de esp?

res a probar; ya aolidi ficadll ht11, ee vert1a le aegunda ca

pa (cepo 1noculcda) da 4 ml. de medio nutritivo y la caneen-

trec16n de eeporos, tratando. ót! rnvolvertG perhctarr.ent'"' crm 

el medio fundido e uno temperatura de 60 a 65°C. ~uando la 

aegundo cape se aol1d1fic6, los cejes ne mantuvieron o J7°c 

durent:-: l8 itrs. y se tleterm1n6 la concentrac16n de esporas 

adecuado; la selecc16n éc lrnt~ cancentrsc16n !U! hizo obser-

vendo loe cojas que presontaren un deaerrollo uniforme. 



Pr-oced1m1.ento para ceterminar le cancentrec16n a le que debe utilizarse el concentrado 
de espo:res original de !!_ • .!!:.!:lll:!! (H1croorgan1emo de prueba) 

5uapenc1onea de asparas~ 

A 
I 
II 

ConcentrBdo de esporas original 
o.s ml. de (~) + 4.5 al. de agua destilada estéril 
0.5 ml. de (!) + 4.5 ml. de egue destilada est6r11 

100 ~ 
10 % 

1 % 

-
Concentraciones e Volume:m necesario pa:N2 100 ml. VolU111en necesario pera B ml. de 

probar: de gelosa geloss (pera 2 cejas) 

o.s " 5 ml. de (!) 0.4 ml. {I) 

a.4 % 4 ml. de (!) o.32 ml. (I) 

a.3 " 3 1111. de (I) o.2r. ml. (I) 

0.2 % 2 lll.. de (!) 0.16 ml. (I) 

0.1 % 10 1111. de (II) o.a •l. (II) 

o.os " 5 ml. c!e CII) o.r. 111. (II) 

TABLA No. 18 
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