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INTRODUCCION

En afos recientes se han sintebizado derivados del acide

nalidixico, danominados 4-quinolonas o fluorquinolonas,
entra las cuxles za pusden mencionar a: refloxacing,
ciprofloxacina, afloxacina, atc. Todas ellaz pPrasentan

caracterizticaz similarez =n cuanto a su  estructura y a zu

actividad antimicrobiana (1).

La pefloxacina (acido etil-1 fluoro Blmetil-4 piperazinil-1)
7 oxo- 4 dihidroe-}i, 4 quinoleina-3 carboxilice) as una de la=z
riuevas quinolonas gue, & las dosiz terapduticas ejerce urma accidn
bactericida por inhibicidn ezpacifica de la replicacidn del  ADN
bacterians, por madio de una interaccion con la  sub-unidad
de 1la ADN gitasa rasponsable de la organizacisn topoldgica del
ADN bacterianc (1), Ez importante hacer notar Aue esta
inhibicidrn 25 10 veces mis pobente qua la del dcido oxalinico Yy

100 veces mas potente que la del Acido rmelidixicoe (3).

La amplia cobzriura antimicroebiana de la pefloxacina le ha
pernitido =er utilizada en distintoz =studioz en infecciones de
diferentes zistemas organicoz vy de diztinta masnitud, con pocos

zfectos colaterales y resultados alantadores.

El poliametol sulfonato d= sedic (SPS) as un anticoagulante

que inhibz la  actividad bacteriama de la sangre, For lo que



ze uta Qeneralmente en hemocultives. Cuande se presenta  una
pequzfa cantidad de microorganizmos en la muestra sarguirnes, <l
useo d2] polianetolsul forats de =zaodieo permite ura mnejor

recupsracidn de esztos aorganismnos

El SPS también tiere la caractsristica de inhibir la  accidn

antimicrobziarna de algunos antibidticos, =ntre ellos estan los

aminoglucosidos, tale=z como: g=ntamicina, kamamicina, amikacina,
Aun no se conoce la sccion del polianetolsul fonato d= zodic sobre

las quinoclonas.

Con el fin de daterminar variaciones en la accidm
bactaricida de la pefloxacina en diversas condiciornes, en aste
astudio se efectuaron diversas pruebaz, las cualez fusron:
daterminar el =fecto d=l SPS sobre la pafloxacina vy amikacina
utilizande dos diferantes metodologlaz: dilucidn en tubo vy
técnica ar microplacas asi éoma biqenaa;o, determinacién de la
concertracidn mirima inhibitoria Y concentracion minima

bactericida y curva de nuerte para pefloxacina,



PEFLOXACINA

HISTORIA

La quimioterapia antibacteriana enpezd =on las
sulfonamidaz durante la década de los 30's. Durante 1las cinco
décadas siguiantes hubo canmbioz en les tipoz de infegcidn
ancontrados, azi{ como una alta zuscertibilidad bacteriama a  los
agentes antimicrobianos, lo cual estimuléd una bdsqueda progresiva
de antibidticos de amplia espactro [ue Proporcionaran
alternativas terapéuticas bmés activas., En  #zta busqueda se
encontrd la penicilina G durante loz 40's, =zeguida por la
aritromicina, tetraciclina y varcomicina en la década sigulente.
Las panicilinaz  antiestafilochccicas vy las cazfalosporinas
apareciaron duranta leoz 60's, al incrementarse la frecusncia de
las infeccionasz intrahozpitalarias producidas por estafilococos y

microorganismoz fGram negatives (1).

En ezta migma diécada, Lescher y col. (1962) descubrieron el
&dcide nalidixice que a3z el precursor de laz  4-quinolonac.
Caswualnenta (3) descubrid durante  la sintesis de la
clorojquina Qque el &cido nalidixico presentaba actividad contra
las bacterias Gram negativas. Sin embargo, sa anconitrd que habia
baja concentracién del mismo tanto en suaro como =n  tejidos &
conzecuencia da que ze presenta enlacs con  las proteinas  del

organismo; ademds de qua la concentracidbn mirama  irhibitoria
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(MIC) era de 4 a 16 moa/ml, lo cual limitaba la wbilidad del
4cido ralidixico an ¢l tratamiento de las infscciones =zizhémicas

1, 3) .

£l desarrollo de laz 4-quinclonas proar=zsd  lentamente, asl
pugs  shlo el acido oxalinico y la cirowxazina fueren las  4-
quinoclonas introducidaz durarte los 79°'s, teniende como baze =l
4cido rmalidixico. El progreso en el desarrolla de las quinolonas

s& di¢d con la introduccidn de fluor en &l ndcleo basico (3.

En 1981 empezarom u aparscer publicaciones =

obra un grupc de
quinolonas, las fluorcguinolonas, que,in vitreo eran mucho was

activaz y presentabary un espactro de accidn mucho méz  amplios

entre & ventajaz enconbtranosz: aparicidn de recicstaencia poco
fracuents; taxicidad potencial y  efectos  secundarios poco
zignificativos., Pueds utilizarsze an Anfeccionzs  wrinarias v

rosibilidad de su ampleo en infexciones respiratorias, sicténicas

y otras; metabolizacidon enbrs el 60 vy Zeyun  preparado. El

nimaro  de  nueves preparados dezcritos en el momznto  actuwal es
superior a 25. tas mzjor astudiadaz O norfloxacina,
ciprofloxacing, 2OORAT NG, ofloxacing, pafloxacing v

amifloxacina (3.

Se redinen bajo la dencninscidn de gquirmlonaz, preparados que

comparten un ndcles 4-quinolona vy un sustituyente carboxilade en



posicidn 3., Lacs se&is fluorquinoleonas antes mencionadas cowmparten
entre =1 un atomo de fldor, un anillo de piperacina (8-flGor-7-
pPiparacino-4 quinoln:na-J-carbeila'da) y un carborc en posicidén 8,
excepto la enoxacina., Se diferencian entre si por los radicales
unidas &l 1-N de la quinoleona y al qrups piperacina. A pesar de
las diferencias quimico-~estructurales se ha convenido en la
denominacién gerdrica de guinoclonas ¢ 4-guinolonas para todos los
preparades  (3). Tambiém se= les conocs como andlogos del Acide
malidixico por haber sido la primera sustancia descubi=zrta y como
inhibidoras da la girasa, atendiendo a su mecanismo de accidn que

es comin,

Estructuras de algunas quinolonas:
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Mecanismo v blanco de accién

Laz quirclonas zon praparados de accitn bactericida rapida
(4) . El blanco de acciém del &cido nalidixico y, probablemente
de todas las aquirolonas, es la ADN girasa (topaizomzrasa  II)

descubierta por Gellert et al en 1975 en Escherichia coli. La

funcidn « principal de =2zta enzima bactariana ez mantenar el
superenrrollamiento del ADN (S). Para explicar el modo de
aczidn  sugerido =zcbre el ADN cromozédmice bacteriana se hard una

somera descripcidn de como dste se astructura em la bacteriz vy de

las caracteristicas de la ADN giracsa.

a) Cromozoma bacterianc.

Lag bacterias tignem un sole cromosomas due es una gran
molécula circular cerrada, constituida por una doble rcadena de
ADN arrollada en espiral. En Escherichis cgli tiene una longitud
de 1.3 mcin. Ezta molélcula debe ubicarse en el interior de una
estructura de 2 mcm K 1 mcm, dimensiones de la pared del
colibacilo, En 1974, Weorcel sefialaba que, =21 ADN ze plagaba de
wna manera organizada (3), =n unaz 65 regionsz topoldgicanenta

indepandizntez 1llamadaz dominioz zobre una estructura central

(core) de ARN. Er  una segunda faze &1 ADN se condensa o
compac=ta poOr retcrcimientc, denminio a Jdominio ( azas de
zuparenrollamiente). Ezte retorcimiarts o szupersnrallamiento

tiene lugar =2n sentido contrario a la direccidn en qusz las hebras



del ADN estdn erroclladaz en su forma linexl, de ahi Que  se
denomine 9iros negativos. £l hamero de yetorcimientos o
supzrenrol lamientos introducidos 2n cada dowinio &s de unos 400,
Los dominios dal cramosoma se supgrentollan simultarea parc
sepatradamante; para Jus esto pueda ocurrir, la moléculs de ADN seo
corta tranzitoriamente a nivel de los dominios (se producen dos
cortez, wno en cada hebra cowplementaria, =zeparados por cuatro
patres  de bases). El corte escalonado de las dos habras da  come
resultade que en loz extremss de les cortes la hgbras astén
separadas. Cuando el supersnrollamierto ha  tarminade tos
extremos de los dominios se engarzan, hebra a hebra, vy s&

restablece la contimuidad de 1a molécula de ADN.

b)Y ADN giraza bactariana.

La ADN girasa o topoizomerasa II ez la enzima que

@
B

encaraa  de mantenar en las bacterias el  suparenrollamisnte  del
ADN cromosdmico. S= conocen dos topoizomerazas Ia I v la II. La
topoisomerasa I e3td codificada por btop A. La topoisomerasa II o
ADN girasza de Esgherichia ¢gli consta d= cuatro subunidades (3),
dos subunidades A de 105,000 daltones codifizadas por el gan  qyr
A tantes pal A) vy dos B de 95,000 daltores codificadas por &l gen

gyr B l(antes gow .

taz  suburidades A cortan, dominio a dominio, cada tebra de

ADN.. El AIN d2 cada dominic z= superenrclla negativamente gor



azgidn de las subumidadez B, 3aztandos moléculas de ATP.
Finalmente, cada dominioc as conveniaents y ordenadamente =ellado
con 21 del dominio. vecine por las subunidadez A que antes los

separaroh.

S& postula que las 4-quinolonas actdar previmiendo la accidén
firal de sellado que las subunidadez A de la ADN-girasa r=alizan
et los cortez que  kablan hacho antes de imiciarse el
zuperentollanianto. Ez probable que la accién bactericida esté
er  ralacion con 1oz cortez & ravel del cromozoma bacteriano; ya

que se ha sefalado que loz extremos sueltos de los cortes del ALN

actuarian como sefal inductora d2 la produccion de exonucleazas

aue provecarian la muerte bactzriana.

Las aQuinolonas inhiben especificamente la furncien de lasz
subunidades A. La cumaricing vy nevebiecina inhiben la funcidn de
las subunidades B. La actividad d= las quinolonas es
antagenizada por la rifampicina vy el cloramfericol {(salvo para
la ciprofloxacina y ofloxacina) lo cual sugisre que de alguna
manara podria  tener ralacidon también con la sintesis protéica
(31.

c) Toxicidad selectiva de las 4-quinolonas.

El ADN cromesétmico d= las célulaz humanas =25 similar en su
estructura v conposicibn &l ADN bactariana, aunque 1=
organizacidn ez diferente (3). Cada uno d2 los 46 =zromozamas

tiere tambi&n que condensarse, va que la longitud total del ADN



de los cromosomas del nliclec suma unos 18% cns y el tamafo medic
de las células humanag es de 10 mcﬁ. En la reduccicn interviene
una topoisomerasa Il parecida a la ADN-girasa bacteriana. Esta
topoisomarasa II actda en la primera faze de la reduccidr, consta
s¢lo  de dos subunidadez de 172.000 daltons y es poczo sensible a
la acecidn de las 4-guinclonasi la topoisomerasa II bacteriana es
aproxinadamente 100 veces mas sersible a la  inhibicidn Por
ciprofloxacina v ofloxacina qua la correspondiente topoisomerasa

11 de las cilulas =ucarictaz {6).

Actividad antibacteriana

Las 4-quinolonas tienen wuna 3ran cantidad de elementoz
ectructurales en comits y no 23 sorprendsnte que  tengan efectos
similares scobre las bacterias; aunque eaes importante mencionar
que hay marcadas diferencias an actividad emn relacidn a la desis
del antibidtico (9)., Esztos antibidticos zon bactericidas, Perc
existz unm aspacto curioseo en su accidnm, vy es aue mientras  las
bacterias se estan muriendo comienzan a elongarse anormalmente
formando largez filamentos (7)., En  consecuencia. la muerte
bacteriana por laz 4-quinelonas no puadz car  determinada  gor
densidad dptica pues cada medida apenas refleja cambio en la masa
bacteriana, lo cual, debido a la accidén de éste antibiético sobre
la =zintesis dz ADN, estd raramznte ceparado de la viabilidad

bacteriana. Ademaz  se dzbe btener sumo cuidado cuando

w




determina la concentracién minima inhibitoria de las 4-
quinolonas por el métods de dilucidn an  caldo, especialmente

cuarde se wutilizan indculoz grande

porque =l aumento en la
turtridez del calde puede interpretarse  cowne multiplicacién

bacteriana (7).

fluoroquinolonas won preparadss muy  acthivos. Inhitwer

las anterobacterias con concentracionss de 0,02-1.0 mag/ml

tlaz capaz de enterchtacterias méz sensible:z al dcide malidixico
"

raquizren 2 mcg/ml}. Las mdz activaz zorn la ciproflosacing v la

ofloxacina. Su espactro d= actividad ez nuy amplic, alcanzard: &

la mayoria de bacteriaz Grsm reaativaz v pogitivaz aerobiat I3

facultativas. Su efizacia menor  zabre laz tacteriaz

anaerobisz, cobrs alouros bacilos Gram negastives o fermentadorss
Y sobre algunaz de laz micocbacteriaz "atifpicaz". La achivided

sobre los estreptococes varta =n loz diztin

premparadon .
ofloxacina K ciprofle acina con activag incluso zobre
Streptocogcus faecalis (concentrasidén  minims  irdabitoria, 2

msa/nl) (61,

La concentracidn bactericida mirima e lez flucrquinolonas
para cnzi todesz laz bachteriaz zensiblez es d2 doz a oche vetes la
de la corczntracidn inhitndora mivama. Loz pH o anfericres o 5
dizmirmiyen la sficacia de =ctos preparados, que ez 4ptima a pH 7

8 (11,

Laz d-quinclornas sor

rprezantan arie



caracteriztica curiosa y &3 que cuando ze prusban  sobre una
variedad de concentraciones usands un intervalo sinpls de tisnpo,

la proporcidn de backerias que sobreviven al tratamiento

mpre
sigue wura respuesta bifidzica perque £ztos  antibidticos muestran
ura concentracidn zencilla midz bactericida, de tal forma que las
concentraciones maz  Frandes o mas peduefas  que  dstas causan

mencs muerte bacteriana, Exizte una concentracidn de antibidtico

{4-quinolonas) en la que ce observa un

mas bactericida, en
esta fase hay una inhkibicidn progresiva da la sintesiz de ADN, la
cual induce un efecto bactericida; en concentraciones menoraes se
determina un efecto bacteriostiatico y en  concentraciones mas
altas ccurre une segunda  fase =n la que el antibidtico se vuelve

Frogresivamente mencs bactericida (8).

Interaccionas de las 4—quinolbnas
a) Con ign=s.

Aurnque la presercia de zusro ne tienz efacto zignificative
an la actividad antibacteriara de las 4=quinolanraz, loz
antibidticos =on mucho menoz activoz en orina Qque en medics
rnutritivos, La causa puedsz & que la orina tienz uma, alta
concentracién de magnesio (7) y el cambic en el pH wurinario

provoca variaciones en la actividad de las 4-quinolanaz.

La orina no 2= el unice medio fizioldgico en el que o1 pH

pusde  variar. El pH del esputo en infecciones del aparato

11



respiratoric y de la médula dsex 2n ostaomielitis puede ser
significativamente nerwr al pH neubro, por lo que se dabe valorar
la variacion en la potencia de las 4-quinglonas para dsterninar
si puaden ser utilizadas en el tratamiento de laz infeccionesz
antes mencionadas.

Hay otraz consideracionss terapduticas con respecto a las
interaccicnesz de laz $-quinolonas con magnezic. HYFfken, Fleming
y Shentag (9) encontraron que cuande las fldorquinolonas  zran
administradas por via oral simultaneaments con antidcidoz Aque
contenian magnezio y aluminio, la abzorcidn de las 4-quinolonas
hacia la sangre astaba considerablamente dizmirmida. HYfflen at
al sugirid que come 21 magnszio antagonizaba con laz quinolonas
al actuar sobre laz bactarias, un fandmeno similar podia ocurrir
en 103 humanos; tambidn sugirid qua el aluminic podia ser 3}
responsable. Esta ultima aseveracidn parecz sor corracta  pues
mas tardz se =ancontrd qua un antiicido contenienda zélo
aluminio también reducla considerablements la absorcidn de 1la

pefloxacina 19).

Ez probable qua el antagonizmna de las 4-quinclopas con los
metalaes polivalentes ocurra debido & la formacidm de  complejos
qQue zon menos capaces de interaccionar com las bacterias, que el
antibiético libre y quiza complejoz simi}ares puadan alterar la
absorcién de las 4-gquinclonas en el tracto gastrointestinal

hunanco (91,

12



b)Y Interaccionez de l;s 4-quinolon;s con otros antibacterianos.
Aurque las 4-auinolonas son usadas gepmeralmertes cono agenrtas
antibacteriancs wnicoz, ham sido utilizados cada wvex mnas en
combinacidn con otros antibacterianos para ampliar su  espectro
antimicrobiano, particularments en pacientez neutropénicos y para
evitar el surgimiento de microorganismo resistentes a las 4-

qQuirolonas durante la terapis.

Obviamente, 2]l segunds antibacteriano utilizado junto con la
flusrquirolona o debe prasentar antagonismo. E=ztudios an
concaentracidn mintma inhibittoria parecen indicar que ocurre una
requefia  interaccidn entre las 4-quinclonaz y otros antibidticos
(11). Sin  embargeo, MIC zé4lo dax  informacids acsrca de la
inhibicidén d la wmultiplicacién bacteriana vy "o Frovae

informacidn del proceco de destruccidn bactariana (7).

Sea ha encontrado que tanto 21 cloranfenicol (irnhibider de
la sintezis de proteinas) como la rifampicina lirhibidor de la
sintesis de RNA), ejercen un efectc antagonista =obre la
actividad bactaricida de las 4-quinolonasz; autiquie 1o paracen

afectar zu actividad bacteriostatica (10),

Loz aminwgluchszidos tambidn son inhibidores de la cintesis
protéica y antagonizan la actividad bactaricidad de las 4~

quinclonas, Por el contrario, una concentracién sub-irhibitoria

del D-amirnoglucdsido, tobramicina (9.4mca/ml), as capaz de

13



amentar la actividad bactericida de %0 mcg/ml  de acido

malidixico y de 0.15 mcg/ml de pefloxacina (10).

La combinacidie ae una d-quinclona y un ami&oglucosido parece
serr particularmente ventajoza daebido & que se 'aumenta la
actividad bactericida de la 4-guinolona y puede ser Gtil an el
tratanmiento de pacientaes qua prezenten mencscabe en su sistena
inming. Por otro lado, el uszo de inhibidores de la sintezis de
RNA v proteinas (con excepcidn de los aminoglucdsidos) junto con

“las 4=-quinolonaz, no e acorzejable por =u  antagoniemo an la

actividad bactericida (7).

Resistancia’

Las 4-quinalonas son raramante afectadas por la resistencia
mediada por plasmidos, lo cual es poco usual entre los  agentes
antibacterianoz, y auizd por esta razdn la reziztzncia clinica a
las 4-quinclonas es mucho menor gue la axistente en otro grupo de

agentes antibidticos vy quimioterapéuticos (103.

El Gnico mzcanismo conocido de resistencia adquirida es  1la
mutacieon en los genes cromosdmicos. Loz gem=z= de Escherichia
coli <cuyas mutecionzs pueder alterar la sensibilidad & las 4-
quinoclonas zon: ayr A (nal A) altera la subunidad A de la ADN
giraza, afacta & todas las quinolonas y ez la mutacidén que da
lugar a mayor grado de reczistencia; nal B, reduce la
permeabilidad de  la membrana externa para algunaz  quineleonaz

(2,91,
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Se csabe poco mcerca de la recistencia a las fluorquinolonaz.
Para el acido nalid}xico la resi;tencia qua es afactada por la
subunidad A ocurre en un =alo paszo y oo una  frecuencia muy
baja vy afecta a teodas lags guinolonazs a2l hache de que las
fluorquinolonas saan tan activas hace qQue, por ejemplo, a nivzl
de entaercbactarias no zea significativa (2), ya que las czpas

nutadas ze irhiben con conecertracionszs que son aum atequibles con

dosis terapituticas, Sin  eambargo, en estudios in yitre, las
bacterias saleccionadas por sy resistencia a una dJde las

fluorquinolanas son merons sersibles a las otras v 3& ha descrito
ura  mutecién ezpontanea de baja frecuencia, en wun =0lo paso Qque

afortunadamente se seleccicna con dificultad (5,11).

Farmacocinédtica

Todas las fluorguinolonas son sustancias de bajo  pesa
molacular Qqu= te ceracterizan per su excalente asbzorcidn oral vy
con unra biodizponibilidad entre el S0-934. Desputz de dosis de
400-603 mg por via oral las concentraciones séricas mds bajas se
ebtienan con ciprofloxacina, 3mcg/mls con ofloxacina se alecanzan

hagta lmcg/ml.

La cirrofloxacina, anoxacina v pefloxacina pusdan
administrarse también por via parenteral {intravenosa)l ; las
concantracianez séricas que s2 conziguen sorm  similares a laz

obtenidaz tras administracidn oral (4, 12), La fijacidn a las

1S



proteinas séricas es del J30%,

La distribuzidn en loz difersntes  1liquidoes orgdnicez es
axcalentea, di funde a LCR, 1liquide Frlaural, peritoneal,
prostatico, secrecidn bronquial y esputos y hay buzna penetracién
intracelular. En saliva, lidgrimas, esputoz v =m la leche materna
se han sefialado concentraciones zuperiorzs al 50X de la del suero
asi comoAcoﬂcentracxones zlevadas en el ligquide amnidtico y en el
cordén umbilical. Difurnden bien an los exudados i1nflamatorios

t4).

La biotransformacion de las fluorgquinolonas suale ser
discreta, an norfloxacinag y ciprofloxacinae se han descrito  hasta
cais metabolitos, algunos con actividad antibacteriana;
ofloxacina apanas se metaboliza (12). La excracidn se hace
fundamartalmente a través de rifidn. La =liminacidn en forma
activa de 1la dosis administrada es dei 987, para ofloxacing,
superior al S0% para ciprofloxacina y entre el 30-40% para
paflo;acina, cori  concentraciones de sustanzia activa an  rifion
supericrez & 100 veces la d2l suero (4), Las alteracicrnes de la

funcidn renal ratardan la eliminacidm urivaria (12),

La excrecidn por bheces varla segin 21  preparade: Para
ofloxacina e3 de 3.9% de la dosis administrada y del 30X para

pafloxacina y ciproflexacina.

La vida unedia de las fluaorquinclomas ze evalua antre 3-8

16



foras segin el preparado: 3-4 hrs. para norfloxacina v
ciprofloxacina, /-7 para enoxacin; y ofloxacina y hasta 3 horas
para pefloxacina (4)3 hay variaciones significativas de wn
paciente a otro. La prolongada vida madia de las fluorquinolonas

permite intervales de administracidn antre 8 y 12 horas.

Efactos adversos y toxicidad

La adminiztracion oral dez las fluorquinolonas es wuy bien
tolerada. Efectoz secundarios en voluntarios sanos tras la
administracidn de fluorquinolunas se han cbzervado en un  10%
apraximadam;nte de loz  individuos tratados y han side casi
siempre leves (4, 13). No se han observado alteraciones graves
da la flora intestinal, ya que las bacterias anaarobias son poco

senzibles.

Estudioz recientez con animales indicam que la  enoxacina
provocaria wura acumulacidn indeseable de cafeina an ajuellos
sujetos que la  consumen. Estos efectos estén ralacgiorados
probablamante con una inhibicidn a nivel del metabolismo hepitico

ligado a isoenzimas del citocrome P 450 (14},

Se astd estudiande in yitre la influencia de las
fluorquinolonas en 1a blastogdnesis de los linfocitos v en  la
produccidén de interferdn gamma asi come su posibla influancia

sobra la fagocitosis (15),



En animales tratados com fluorquinoleonas se han cobzervado
alteraciones del cartilago de cracimiento en las articulaciones,
asimisme se ha obsgrvado cristaluria tras 21 ewnpleo de dozis

zlzvadas de eztos preparados (130,

Apliceaciones de las fluorquinolonas

De .acuerdc con su espectro ir la mayoria de las

bacterias son sensiblez a las fluorquinolonas.

Laz fluorguinoclonas son activas =cbre la mnayoria de las
bacterias responsables de infecciones urinarias. Con ofloxacina
9 pefloxacina s« han obtenide porcentajes de curacion préximes al
100¥% con dosis Unica y en infecciones complicadas entre el 33 vy

el 100X (4),

La segunda indicacidn de las fluorguinolonas, en sspecial d=
la vciprofloxacina y ofloxacina, son las infecciones harterianas

dz viaz respiratorias bajas.

Para el tratamiento de procesos gastroenterlticos agudos
zon dtiles todos los preparados. Se esta =nsavando el empleo
da p=floxacina en el tratamiento de fiebre tifoidea y en el

control de portadores de Splmenella typhi (4).,

En las infecciones bacterianas ginecoldgicasz y en las de
trancmisidon  zexual se han obtenido también buencs resultados.

Para la gororrea se ha ensayado tratamierto con dosis Unicas d=
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pefloxacina.

Como contrairndicacién del empleoc da las fluorgquinolonas se
sefiala la hiFersensibilidad a las mismas, la inzuficiencia renal
grave (4), los menores de 18 afios, =1 embaraze y la lactancia

tlas trez dltimas contraindicac

e relacién con las

alteraciones del cartilago de crecimiento cobservado en animalas),

Se recomienda no emplearlas en infecciornes urinarias no
complicadas ni en procesos infecciosoz que rezpondar bien a otros
antibacterianos, para evitar la seleccidn de cepas mutantes poco

zensibles o resistentes.



CAPITUL® 2



POLIANETOLSULFONATO DE SODIO

Ez esencial po;er recobrar microorganizmas de la. sangre de
pacientes con bacteremia para un buen manejo m&dico; Entre los
factor=s qdue limitan el aislamiento de microorganizneoz viables se
encuentrant la actividad bactericida por factoresz =&ricos ¥ por
leucocitos: una vezr que la sangre ha sido extraida.

El polianstolsulfonato d= zodio (SPFS) es un  anticoagulanta
polilanionico que inhibe la actividad bactericida sanauinea. Var
Haeter y Milez, =n 1938, demosztraron que urna pequefia cantidad de
bacterias «ue fueran inoculadas en sangre desfibrinada er
presencia de SPS podian reproducirse en incubacion & 870 c,
mientras que si el SPS no hubiera estado presente los
microorganismos habrian sido destruldes ripidamante. Estudios
postaeriares sugirieror que e{ SPS 2z un compuesto muy Gtil que se
puede' adicionar a hemocultives para inhibir 1la actividad

bactericida del suero (17).

El polianetolsulfonato de zodie (SFS) es un anticoagulante
sintético que es anticomplementario y antifagocitico. Ecsta
compuezto también inhiba la actividad de 1a estreptomicina,
polimixina B, 3sulfato de kanawmic¢ina vy sulfato de gentamicina
(189). Watzworth et al reportaron que 0.005% (50 mea/ml) da  SPS
eliminaban  1la actividad complementaria &n 2l suero diluids 1110

dal caerdo de guinea. Estudios anteriores indicaror que 250 mcg

W
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(0,025%) de SPS por ml neutralizaban la actividad bactericida de
suero humana di luide 1:2 (19, Alauros estudios de
inmuncdifusion fuercr Gtilez para determinar cuales componentes
del suero humanco fresco = inactivado por calor aran precipitados
por SPS. Anteriormente, Burstein y Samaille demostraron que las
beta lipoprotelnas eran precipitadas rpor polianstol sulfonate de
zodic en el s3uerc humaro. Alguroz afos antesz, 2unz et  al.,

hablan demostrado que el SPS precipitaba el fikrindgeno (17).

Se han realizade estudios de inmunodifusidn, los cuales han
demostrado qua =1 SPS también pracipita loz componentes del
complemento C3 ¥ €4 del suera humano, previamente Pontier et
al. revelaron qusz el SPS jrnactivaba C3 ern 2l zusro porcino. Par
lo tanto, la actividad anticomplementaria del SPS ze debe a 1la
precipitacidén dea los dos Gltimes componentes del complemento

humano, llamados C3 v C4 (18).

El SPS precipita Ig9G del suero humanoc. Sin  ambargo, se
encontrd qus =1 sobrenadante, desputs d= habwer tratadoe el suerc
coty SPS, todavia contieme Iah azi come otras proteinas que fusron
detectadas en al precipitade, lo cual indica gque la precipitacidn
ec inconmpleta. Stuart (17) observd que el zuere tratado con SPS
&t rpodia  zer enpleade pars pruchaz de aglutinacidns
aparentemente 21 SFS precipitaba fmicament2 wna  insighificants

cantidad de IgM, lo cual no causaba reduccidn sm el titulo de

21



aglutininaz anti-Salmonella. Los anticuerpos antiestrsptolizina
3, pertercecen a la clase IgG de las inmunoslobulinas, por lo que
al efectuar la titulacidn ASTO utilizando un control tratado con
SPS, se detecta una marcada dizminuicion en los titulos debide =

que la precipitacion de Igh por SPS era incomplsta (129).

El SPS, en concentraciones uzadas contimment.s e
hemocultives, inhibe zompletamente 1a destruccidn de

Staphylococcus aureus vy Streptocogcus faecalis ror leucocitos

aislados. Este eofecte se debe a la inhibicidn de la fagocitosis
mds que @& ia inhibicién de los mecanismoz intracelulares
bactericidas. Se requiere suero como una fusrte de opsoninas
para la fagocitosis de bacterias madiada por leucocitoz. La
inhibicidn de la fagocitosis por polianetolsul fonato de sodio
depende de los requerimientos'séricos (1;).

Una avidercia de la trhibicidm de lax fagocitosis mediada por
zuern an presancia de SPS5, fué cbtenida en un estudio del efecto
del SPS en el tratamiento del yoduro por leucocitoz intactoz. EIl
yoduro inorganico =T convartido en &cido triclorcacetico
precipitablie por leucocitos intactose que han  ingerido uha
particula apropiada como el zymosan (el zymosan formx parte de
la estructura de los paridzitos y activa al complemento por la via
alterna). El =zuero es requerido para la cpzomizacidr. Los frotis
preparades  al  final dJde la ircubacidn  indican wuna completa

inhibiczién d= la fagocitosiz debida a la Fresencia del 8PS, Esta
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inhibicién es eliminada cuando los leucocittos son  preincubados
con rymgsan y suero por 19 minutés, antes ds  la adicidn del
- polianetolsul fonato de zodio v del yoduro., La fagocitozis se
lleva a cabo durant= la preincubacidn; azl que =1 efecto
inhibitorio del SPS en el tratamiento del yodure, sin efectuarse
la preincubacidn, se debe principalmente a la irhibicidén de la
Fagocitosis y no a la inhibicidn intracelular de laz reacciones

de tratamiente del yode (17).

El SPS también sjerce un efecto directo sobre la actividad
metabdlica de los leucocitoz., Esto incramenta la oxidacion d=l
C~1 de la g9lucogza del resto dz los leucocitoz, pero no de los
laucoecitos que fagocitan, y aumenta en forma significativa la
oxidacion formiate por medioc de ambos leucocitos, tanto los
restantes come loz que fagocitan. El mecanismo de la
estimulacidén metabdlica del SPS o descornoce. Un aumento en  la
oxidacion de la glucosa restante ocurre &l exponer las
leucocitosz a diferentes sustancias, por ejenplo, agentes
sur factantes: fosfolipasa C, que reaccicnarm con la  membrana
plazindtica y aparentem=nte pravocan ura rezpussta similar a Ia
fagocitosis., E! SFS puzde actuar de manera similar, Cualquiera
que cea el mecanismo, ectas alteraciches metesbdédlicaz to  tisnen
relacién aparente con la inhibicién de la funcidn fagocitica por

medio dal SP3 (17).
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CAPITUL® 3



PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Las pruebas de sensibilidad sor la parte mds importante vy
abundante de las pruesbaz de laboratorie clinico pedidaz para
ayudar al médico en la eleccién de quimioterapiuticos. Puede
ser necesario suplementarlas con otros procedimientos en ciertas
situaciones clinicas complejas, espectalmente en  endocarditis
bacteriana subaguda y en infecciores severas de Pacientes
inmuroldgicamente comprometidos, En estos casos, la
determinacidn de concentraciones bactericidaz o del efecto de las
combinaciones de antimicrobianos pusde ser de utilidad. Las
pruebas directas de la capacidad del antimicrobiano en el suero
del paciente para inhibir o matar 1 orzanisme infectante
tambid&n pueden zer Gtiles para supervicsar la eficacia de las

doziz empleadas (20).

Cada vez ez nmnids necesario determinar la cantidad del
antimicrobianca prezente em zuero, orina, otroz  liguidos ]
tejidos. En la practica clinica esto se aplica partieularments a
agetites como gentamicina, tobramicina y amikacita, cuyoz nivelas
potencialmente todxicoz y terapiéuticos estan muy préximos entre
sl. Por ezo, se necesitan analisis zséricos para asegurar que las
concentraciones antimicrobiamaz =zanguineas ectin  dentro di
limites saguros pero efectivos. Esto se wverifica en espesial en
pacientes con déficit renal, cuyos niveles séricos de

antimicrobiangs pueden ser menos previsibles (20).

23



Entre laz fFruebas de senctibilidad se tienen: MIC, MBC,

curva de muerte y bicenzayo.

Cuarndo se determima la corcertracidn minima  inhibitoria

(MIC) de um antibidtico hacia ur microorganiszsmo susceptible por
medio del método de dilucidnm en caldo, se toma como punto final
la menor concentracidén del antimicrobiane en el que no se detecta
crecimiento visible., Sin embargo, un sub-gultiva emn un medio
libra de antibidtico mostrard que alguraz veces scte proceso  de
inhibicidn 2= reversible y que organismos vivas pusden
recobrarze del tubc que presentaba el nivel MIC y esto puede
zuceder en diluciones mds alta=. Lo antes mencionado se espera
en los antibidticos cuya accién es bactericstatica, en el caso de
lo= antimicrobiancs bacterigidas habrd unz concentracidén en la
que hno puaden exisztit sobrevivientes., Este efecto pusde ser
medido en el  laboratorio y determina la rroporcidn de
sobrevivientes despuéz de 20 a 24 horas de incubacidn en caldo
comteniende artibidtico, se la denomina concentracidn minima
bactericida (MBC) y se dzfine como la minima corcentracidon  de

ahntibidtice qua mata al menos el 99.9% del indculo original (21).

La determinacidn de la taza de musrte o curva de muerte sa
arlica para la evaluacidén vy comparacion de nhueves antibidticos vy
para el estudio de diferencias y cambioz en la sensibilidad de

las backterias aicsladaz clinicamentsz, Séle se prueba uhnE



concentracidn del antimicrobianc, v =5 aquzlla sue repres

mivel nedic zanguinzo durante la terapis. Se pruebarny  diferentes
microorgariismes  contra un antibidtico o varies antimicrobiancs
contra =l mismo microorganismo, lus=go te determina la dismirucien
ert =l ninere de organismoz para enconttrar =l asente bactericida

m&as riapido o para detectar el microcrganizne miz sensible &« la

accién bacctericida del amtibidtico (21),

Ectimar directamente la ackividad antimicrobiana en =l suzro
dzl  paciente durantz el tratamientc, usands coms cepa de  prueba
el microcraanizmo infectants, teoricamente pued: zer a1 método
nas simple y légico para monitorear el efectw de la suimnicterapia
en casos conplicados. Loz agentes antimicrobiaros
individualmente o en combinacidn zon =valuados ern cuanto & su
=ficacia en el propio sistema del paciente. En un principio
Schlichter (22) describid qde la deterﬁinacibn da tal actividad
antimicrobiana en el suerc de los pacientes sélo se utilizaba
coma wna PpPruzba bacteriostatica. La determinacion de 1a
capacidad bactericida sa propuso después, potsiblements por las
dificultadez =en las leckturas del punmto final en los tuboz
conteniends suero. Esta prueba se utiliza actualments para
monitorear la terapia antimicrobiana en pazientes meutraopénicosz v

con cancer.

El bicensayo ez una prueba basada &én la comparacidn de la

N
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respuezta de  un  microoraanismo sentible a una  concentracidn

dezconocida d antibidtice con la respuezta del mismo
microorganismn  a wna concentracidn  corocida  del  wmisno. En
asencia, un  bilcenzayo ez lao contrario a la . prueba de

senzibilidad de microorganismos estAndar, y la recpuesta ze mide
por las teécnicazs de difusidn en agar o dilucién em caldo. El
bioensay; & realiza utilizando discos de papel filtro que
contienen los esté&ndares del antibibtico, asl come los problemas,
Los dizco®r se colocan en la surperficie de agar 4que contiene
dispersc el microorgansimo indicador. El antimicrobiano difund=
radialmente e inhibe el desarrcllo del arganismo. Las zonas de
inhibigibn producidas por las concentraciongs conocidas 1=1
grafican conktra las concentracicrez para trazar una curva
estanrdar. La zona d2 inhibicién producida por los problemas se
interpola en la curva patrén y ce determina la concentracidn

dezconocida (23).

Al efectuar estas pruebas es de gran importancia considerar
1a fase de cracimiento del indculo. En la fase losaritmica media
loz microorganismo muerer mas efectivamente, lo contrario ocurre
en la faze estacionaria. Se ha demostrado qu= en la fase
logaritmica tardia los organizmos muzren menos efectivamente que
en la logaritmica media. Por estas razones, 1oz indculos
utilizadoz deben tener de 4 a 6 horaz de incubacién en el caso de

micreorganitmos de crecimiento rapido.
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CAPITUL® 4



MATERIAL Y METODOS

4.1.~ Material

a)

b)

c

d

El de rutina en el laboratoric de microbioleogla.
Placasz de microtitulacion de fondo redondo.
Mizrodilutoras y micropipetas.

Ezcala de McFarland.

4.2.- Reactivos

a)
b
c)

o)

e

f)

h

b

J

K)

Mzdio parx antibidticos No. § de Merck.
Infuzitn carebro corazén (BHI).
Extracto de levadura.

Peptoria da gelatina.

Polianeteolsul fonate de sodio (SFS).
Caldo vy agar Mueller-Hinton.

Suero y liquide peritoneal de pacientes tratadas con
pafloxacina,

Suero fresco estéril.

Solucidn zalina isotdnica.

Metanzul fato de pefloxacina.

Amikacira,

4.3.~ Cepas

&)

L)

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aerwginosa ATCC 27353
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Las cepa utilizadas

v

on sensiblez a los | siguientes

w

antibidticos; ampiciling, cafaloting, dicloxaczilina,
eritromicina, lirncomicing, Frenicilirna G, cloranfenicol,
gertamicina, nitrofurane, trimetroprim-zul fametoxazol, acido

rnalidixico, enoxacina, amikacina, carbenicilina y cefatoxima.

4.4.- Pacientes

S requirizron pacientes en programa elada] (didlisis
reritonsal contirwa ambulatoria) que Ffusron tratadoz cor
pafloxacing, Eztoz pacisntez debilan cunmplir con las siguienteas

condiciones:
a) Hombre o majer no emnbarazada mi lactando, En  Auienas ==
sozpeche embarazo o exprasen intento de bacerlo durants el curzo
del tratamiento, no deben ser, incluldoz en =1 eztudio.
b) Edad entre 1% y 60 afios.
c) Diagndshtico de falla renal crénica.
d)  Les sujetos no deber tenar antecedentaz de tratamisnto con
otre antibidtico por lo menos 72 horas antes de entrar al
estudic.
e} Funcién hepatica normal.

La pefloxacina se& adninistrd de la siguiente forma:
-- Dias 1 y 2 800 ng pefloxacina en infusién continua con 250
ml  de solucidén glucosada 5% durants una hora.

-- Dias 3 al 10: 1 tableta de 400 ma por via oral, wuna hora
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antez del desayuno y de la cena.
Sz colectaron wuestras de susro vy liquide peritenszal los

diazs 1, 3, 5y 8.

4.5.- Procedinianto

1) Preparacidn de las placaz de ensavo.

Las placas e preparan en cajas petri, deben conkener una
capa base y una capa de agar con =21 microorganizmo indicador. En
ambos casos se utilizd agar para antibidticos No. 5 de Merck.

a) En cada caja se adicionan 48 ml de medio base y se distribuve
perfectamente en el fondo de la caja.

b) El indculo ze prepara utilizande uri cultivo de Escherichia
coli en BHI y en incubacidén por 4 a S5 horas a 35 ° c,
postariormente se ajusta el 1rdauln al 0.5 de McFarland (8 ¥ 107
mos/ml) en SSI estéril y s2 hace una dilucidén 1:2. A 100 ml del
agar 'para antibisticoz, a 4005, <2 adiciona 1 ml de la dltima
dilucién del microorganisma, se mezcla y se2 iroculan 12wl de

&ste medio distribuyérndolo homogéncamerte zobre la capa base.

2) Preparacidn de los discos y realizacidn de la prueba.

En la determinacidén de laz concentracionzs adecuadas para
trazar la curva estardar de pefloxacina, se utilizaron zsuero vy
liquido peritoneal de paciente: en ' programa  de dialisis

Fpaeritoriaal continua ambulatoria aque presentaban peritonitiz y que
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fueron tratados con refloxacina,
a) Se preparan diluciones de metanszul fato de pefloxacina, de tal
forma que queden la= siguientes comcentraciones: 2, 3.7, 6.5, 12
Y 22 mcg/ml,
b) Ponmer discos de papel filtro que cumpla con las
aspecificacionzs de la CFR, con lo que se garantiza la adacuada
difusidn del antibidtico en el medica de cultive (Origen
Schleicher and Schu=ll, Alemania) (257, e impregnarlos con 20
mel de cada dilucidn, las corcentraciones finales =on: 0.04,
0.074, 0.13, 0.24 y 0,44 mco/dizco. Impregnar discouz con el
mismo voluman de suareo y 1lilquide peritonsal de los pacientas en
DbFCA.
c) En wuna placa distribuir los dizcos con las diferentes
concentraciomes de Ja curva estandar; aseaurarse de que los
discos mantengan contacto directo con el agar. Este paso se
efectia cinco veces.
d) En tres placas distribuir los discas problema, ast como un
disco con la concentracion 0.13 mca (se utiliza esta
concentracion por ser el punto medio de la curva estadndar).
a) Incubar 20 a 24 horas a SEOC.
) Medir loz= halozs de inhibicidn y com ayuda de la giguiente
ecuacidn trazar una curva en pap=l cemilogaritmico:

L= (3a + 2b+ ¢ -e) /S

H= (3e + 2d + ¢ - &) /7 S

e}



en .la quai
L= magrnitud de la zora de menor concentracidn.
H=2 magnitud de la zona de mayor concentracidn.
a, b, ¢, d, ex promedic de la magnitud de las. zonas para

cada concentracidn, siendo g la menor concenbracitn,

El promedio d= la maznitud de los problemas se interpola en
.la curva patrdn y se detarmina la concentracién del antibidtico

e cada caso,

4.5.2 Efecto del polianstel =zulfonato dz sodio scbre la accibn de

1a pefloxacina y amikacina, Teécnica 2n microplaca

En estas pruebas se utilizan cuatro medios diferentes:
I) BHI
ITI) BHI + SPS 0.5 g/l
III) BHI + SPS 0.5 g/l + extracto de levadura S g/}
IV) BHI + SPS 0.5 g/1 + extracto de levadura 5 g/1 ¢+ peptona de
ge;atina 12 g9/1.

Sa utiliza BHI pues e3 un medio enriquecido en el que
desarrolilan la maycria de las bacterias. Sz adiciona SPS para
daterminar el afecto antagonizta zobre loz antibidticos. El
extracto de levadura se utiliza para favorecer el desarrollo de
microorgamismos que sean exigentes v cuyos requerimientos Mo sean
satisfechos solamente por el BHI, La ngbona de gelatina tiene
la caracteristica de inhibir la accion del SPS, el cual ne

permite el dasarrollo de bacteriaz como Naisseris gomorrhoeas v



otros. Todas estas variantec presentan cacateristicas que puaden
permitir el aislamiento de bacterias presentes en los fluidos

organicos.

La técnica a zeguir es la =siguientae:
1) Sa preparan los 4 medios antericores al doble de ia
concentracién indicada (al hacer la dilucidén con el indculo,
queda la concentracion dada en los datosz iniciales).
2) Se preparan 2 ml de cada uno de loz medics con la
concentracidn mas alta del antibidtice que se desea probar.
3} En cada placa de microtitulacién sz prueban dos medios. =3
los pozoz de la columna ! se colecan 50 msl  del medic comn
antibidtico ( & eaj en los pozos 1A, 1B, IC vy 1D colocar el
volumen indicads de BHI mndz antibidtico).
4) En los pozos de las columnas 2 a 7 colocar 25 microlitros del
medic correspondientes sin antibidtica.
3) Con el microdilutor hacer diluciones de la columna 1 hasta la
Se
6) Se utiliza wn cultivo incubado por 4 a S horas del
microorganizmo & prebar. Posteriormente, s=2 ajusta el inéculo

al 0.5 de la escala de McFarland, éste corresponde & la primera

-2

fila. D2l indculo ajustado se hacan 3 diluciones: 1:2, 10 v
-4
10 (todas a partir del 0.5 McFarland) v pertenecen a las

filaz 2, 3 y 4 respectivamente. Se imoculan 25 mcl de cada
dilucién =n los poxzoz de laz hileraz correspondientaes, excepto en

los pozez de 'la columna 7, la cual ze utilizard como centrol de
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esterilidad y la columna 6 comg control de desarrolle del
microorganisna.,

7 Ingqubar 20 a 24 bhoras a SSDC.

3) Del ajuste al 0.5 de McFarland hacer cinco diluciones
seriadas 1:10 vy de la dltima dilucion tomar 0.1 ml y sembrar en
agar BHI. Imcubar 20 a 24 horas a 3500. Este paso se hace por
triplicado.

9) En las microplacaz se observa desarrollo y auzencia del mismo,
en los diferentes medios y concentracicnes de antibidtico.

10) Se hacen las cuantas de UFC (unidades formadoras de colonias)
en las placas de agar BHI, Fara conocer =1 indculo inicial

utilizado.

*Nota: Todos loz pazos del procedimiento se deben =afectuar en

condicionas de esterilidad. Ver figura No. 1.

4.5.3 Detarmipacién del efecto del palianstolsulfonato de

Y

concentracidn minima inhibitoria (MIC)

¥ la concentracidén minima bhactericida (MBC), Técnica en

1) Hacer un subcultivo de microorgarizmos Escherjchia coli en
agar Mueller-Hinton, incubar toda la roche a SSOC.

2) Se inoculan en un tubo, conteniendo ? ml de caldo Mueller-
Himton (MHB), % o mias colonias del cultive anterior hasta

alcanzar una turbidez aequivalente &l no. | de la ezcala de
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MeFarland,
3) Se preparan dilucicnes 5eri;das del zusro o suero +
antibidtico con MHB en un voluman tokal de 1 ml.
4) El indeculo se esztandariza al 0.5 de McFarlamd en SSI o MHB,
con lo que habra S K 107 mos/ml.
S) Diluir el indculo anterior 1:10 =n SSI o MHB. Este equivale
aproximadamente a S ¥ 106 mos/ml.
6) Colocar 0.1 ml del indculo anterior en loz tubos con  las
diluciones, avitando que entre en contacto con las paredes de
loz tubos.

<
7) Incubar 24 horas a 3% C.
8) De la dilucién 1:10 (punto no. 5), hacer 4 diluciores seriadas
1:10, se tendra un indculo de 5 X 102mos/ml.
9} Sembrar 0.1 ml de la suspensidn final en placas de agar
Mueller-Hinton. Este procedimiento se hace por duplicado.
Incubar toda la noche a 3500.
10) Ern lozs tubos con las diluciones seriadas determinar MIC.
11) Los tuboz que no presenten desarrollo visible se agitan en
Vortex y z& siembra 0.1 wl en placas de agar Muellar-Hinkton para
determinar MBC. Incubar toda la noche.
12) Despuss de 1 o 2 dlas, contar el nmlmerc de colonias por
placa. Conociendo el indculo origimal, determinar la placa (con
la dilucidn correspondiente) que representa el 0.1% del indculo

original (99.9% en reduccion) y esta indica MBC.
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FIGURA No. 1

1.~ Medio de cultivo con antibiotico.
2.~ Medio de cultivo sin antibidtico.
Hacer diluciones de 1 hacia 2 consacutivamente hazta la
columna No. S.
3.- Adicionar indculo ajustado al 0.5 de McFarland.
4.- Adicionar dilucién 132 del indcule al 0.5 de McFarland,
S.- Adicionar dilucidn 10.3 del indcule al 0.5 de McFarland.
6.~ Adicionar dilucion 10. del indcule al 0.5 de McFarland.
El indcule de loz pasos 3, 4, 5 y 6 se adiciona hasta la
columna No. 6.
Las indicaciones antes mencionadas también ze aplican a la

segurnda parte de la tabla.




4.3.4 Curva de muerte
1) Se preparan 4 tubos qua coﬁtehgan 10 ml de MHB con la
corcentracién dal agente antimicrobiano escogida.
2) Colocar un tubo =in antibidtico como contral de crecimiento
bacterianc.
3} Preparar un indcule, aproximadamente S5 ¥ 107 mos/ml, de
acuerdo a loz pasos 1, 2 v 4 de la prueba de detsrminacion d=
concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracidon minima
bactericida (MBC).
4) Inccular los tubos de acuerde al pazo & de la prueba MIC vy
mMBC. La concentracidn final debe szer aproximadamente de S ¥ 105
mes/ml en cada tubo.
5) Irunediatamente agitar en Vortex por 15 segundos el tubo
correspondients al tiempo 0 y hacer 3 diluciones seriadas 1t;i0,
tomar 0.1 wl da la wltima dilucidn vy sembrar &n una placa de agar
Muel ler-Hinton. Hacerlo por duplicado. Incubar 18 & 24 hora =
SSOC.

-2
6) Efectuar el paso anterior a las 4 horas (dilucionesz 10 vy
10_3), 2 horas (diluciones lf,l-l Y 10-2) y 24 horas (concentrado y
10_1).

7) Graficar en papel senilogaritmico las cuentas de coloniasz.
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RESULTADOS
S.1 Bioensayo

. Sa determinaron las concentraciores que se deben utilizar
para trazar wna curva estandar de pafloxacina, en la que se
puedan conocer los niveles de dicho antibidtico tanto en suera
como  en liquido peritoneal de pacientes tratados con el mismc,
Las concentracionez encontradas mantieran una proporcionalidad
con el halo de inhibicitn correspondiente, por lo que al conocer
el hale de inhibicidn de los problemag facilmente se determina la

concentracién desconocida,

Se encontrd que las concentraciones adecuadaz para la  curva
son: 0,04, 0.074, 0.13, 0.24 y 0.44 mco/dizco. Estos resultades

graficados se encuentran en la curva no. 1.

Se trabajd con 3 pacientes, cuyos datoz se encuzsntran

tabulados en las tablas 1 v 2:
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~- Primer dia:

Tabla No.

-

Niveles de pafloxacima enm suera y liquido peritonaal

Cong. de pefloxacina mza/ml

. de paciente  Sexo Suste L. peritoneal
1 F -- 3.25
2 M -- 1.00
3 M 11.85 10.80

Solamente se obtuvieron muestras del paciente 3 en los

30., S0. y 8. Los datos son los ziguientesz:

Tabla Ne. 2

Nivelez da pefloxacina en suero y lliquido peritoneal

Faciente ntimerc 3.

Dia Suero L. peritoneal
3 21,00 20,75

12.50 11,85
3 12,50 ' 11.85
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5.2 Determinacién del efecto del SPS sobra la accién de la
pafloxacine vy amikacina. Deterninacisn de concentracidn
minima inhibitoria (MIC) y concentracién mimnima bactericida

{MBC). Técnica en tubo

Eztoz enzayos ze efectuaron en prezencia de zu=ro ya que &n
el organismo la accidén del antibidtico se lleva & cabo en un
medio altamerte proteico por 1o que al utilizar =21 suare se
Fueden crear condiciones semejantes a aqusllas en las que  actéa

el antimicrobiano en el organizmo.

Todas estas Pruebas se efectuaron utilizanda como
microorganismo de =nsayoc a Egcherjchia coli ATCC 25922, Los

resultados se encuentran reportados en las tablas 3, 4, §, 6, 7 ¥
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Tabla Na, 3

fckividad backericida

frente a Escherichia coli AJCC 2532z

Dilucion del suero Desarrollo
Concentrado -
1:2 -
1:4 +
1:83 +
1:16 +
1:32 +
1:64 +

]
El indculo inicial fu: de 6.2 ¥ 10 UFC/m]
La concentracién minima inhibitoria corresponde a
diluciédn 1:2 y la concentracidn minima bactericida, al

concentirado.
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Tabla Ne. 4

en prezencia de

frents = Essherichim coli ATCC 23322

Dilucion del zuere Desarrollo
Concentrado +
1:2 +
1:4 +
1:8 +
1:16 ’ +
1:32 +
1:64 +

[
£l indculo inicial fud da 5.7 ¥ 190 UFC/ml.

Con el fin de corocer el desarrcllo bacteriano a las 24
haras, ce hizo una cuznta en placa del tubo qua contenla suero

9
concentrado y se encontrd que habla 7.5 ¥ 10 UFC/ml.
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Tabla No. S

frente a Escherichia coli A

=
]
10
n
o
2
N
N

Dilucién del suerc Pafloxacina (mcg/ml) Dasarrollo
Concentrado 1.0 -
1:2 0.5 -
1:4 0.25 -
1:8 0.12 -
1116 0.06 -
1132 6.03 -
1:64 0.015 -
11128 0.005 +
1:256 0.003S +
’ &

El intculo fué de 6.3 X 10 UFC/ml.

La concentracidn minima inhibitoria estd determinado por 1la
concentracidn 0,015 mcg/ml de pefloxacina y la dilucién 1:64 del
suero. Se ancontrd que la concentracidén minima bactericida
correcsponde a 0,06 meg/ml de pefloxacina v la dilucidrn 1:16 del
suero, asto &S porqus se obtuvo una reduccion an ios

microorganigmes zobrevivientes de mas del 99.94.
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Tabla No. &

frente a Gacherichis goli ATCC 23922

Dilucidn del suerc Pefloxacina (mcg/ml) Desarrollo
Concentrado 1.0 -
1:2 0.5 -
1:4 0.25 -
1:8 G.12 -
1:1¢8 0.06 -
1:32 0.03 -
1164 0.015. -
11128 0.007 +
1:256 0.0035 T+
. 6
Indculo inicial = 5.8 X 10 UFC/ml.

La concentracién mimima inhibitoriax corresponde & la
concentracién 0.015 mcg/ml de pefloxacina v a la dilucidr 1364,
La concentracién minima bactericida corresponde a 0.06 mcg/m]! de

pefloxacina ¥ la dilucisén del suerao 1:16,
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Fabla No. 7

frente a Escharichia goli ATCC 25322
Dilucidn del susro Amikacina (mcg/ml) Desartollo

Concentrado 1.0 -
1.2 0.5 -
1:4 0.25 -
1:8 0.12 +
1:16 9.06 +
1:32 6.03 *
1:64 0.015 +

&
Inbculo inicial = 5.5 X 10 UFC/ml.

La concentracién minima inhibhitoria corresponde a 0,25
incg/ml de amikacina y dil. 1:4 de suero. La concentracidn minima
bactericida estd determinada por 0.5 mcg/ml de amikacina y dil.

1:2 de suero.
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Tabla No. &

Dilucidon del suerc Am}kacina {ncg/ml) Desarrocllo
Conzentrado 1.0 +
1:2 0.5 +*
114 0.25 +
tie 0.12 +
1116 0.06 +
1132 0.03 +
1:64 0.015 +

&
Indculo inmicial = 5.3 ¥ 10 UFC/ml.

Al no podarse determinar MIC y MBC, se hizo una cuenta
viable an &l tubo numaro uno y se encontrd  que habla 1.49 X 10
UFC/ml. Se utilizé &l tubo no. 1 pues ez el que contenia suero
concaentrado y amikacira | mcg/ml v se esperaba que existiera

mayor efecto bactericida.
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S.3 Determinacién del efecto del poliasnetolsulfonato de sodio
sobre la accidén de la peafloxacina y amikacina, Técnica en

microplaca

Inicialmente sze& probaron los medies BHI, BHI + extracto de
levadura vy BHI + ext. de lev. + pzptona de gelatina adicionados
de pefléxacina con Escherichis coli. Pseudomonas serugihosa v
Staphylococcug pureus; con el fin de determninar si la presencia
del extracto de levadura y peptona de gelatina ejercla algin
afecto artagonista zobre la accidn bactericida de la pefloxacina.
Sa encontrd Aue en los trez medios 21 efecto de la pefloxacina se
presentaba en la misma forma. Los resultados antes mencicnados
tambidn =ze obtuvieron al probar amikacina, Después se Pprobaron
los  traes medios con los diferentes microorganismos y se observd
que desarrollaban igual, as decir la variacidén en los componentes

del madio no afectaba el desarrolle bacteriano.

btilizando la técnica mencionada en €l capltulo anterior se
Frobé la concentracidn 0.05% de SPS y diferentas concentraciones
de pefloxacina con E, goli, B. seruginosa v S. aureus. Los
resultados se encuentran tabulados =n laz tablas 9. 10 y 11 que
marcan tanto las concentraciones del antibidtico como el  indculo

utilizada.
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Tabla No, 9

CONCENTRACION EN mcg/ml

4
“
MEDIO INOCULO (UFC/ml} G.25 G, 12 0. 06 0.03 0.01%
1 5700 - - + + +
2850 - - + + +
23 - - - + +
0.28 - - - + +
I1 S700 - - + 7 + +
2850 - - + + +
28 - - - + +
0.28 - - - + +
111 5700 - - + + +
2330 - - +- + +
28 - - + + +
0.28 - - + + +
v 5700 Co- - + + +
2850 - - + . .
28 - - - + +
0.28 - - - - v
+ .= Crecimiento - = Inhibicidn
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Tabla No. 10

4
¥ 10
MEDIQ « INOCULO (UFC/ml) 4.0 2.0 1.0 0.3 n.2s
I 5400 - - - + +
2700 - - - + +
27 -‘ - - - +
0.27 - - - - +
II s5400 - - - + +
2700 - - - + +
27 - = - - +
0.27 . - PR - — +
III 400 . - - - + +
’ 2700 - - - + +
27 - - - - +
.27 - - - - +
Iv 5400 - - - + +
2700 - - - . .
27 - - - + +
0.27 - - - - +
+ = Crecimiento ~ = Inhibicidn
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Tabla No. 11

4

MEDIO INOCULO (UFC/ml) 1.0 0.5 $.25 6.12 0.06

I 5700 - - + + +

2859 - - + + +

28 - - - + +

0.28 - - - + N

II 5700 - - + + +

2850 - o= + + +

23 - = + + +

0.28 - - - + +

Irz 5700 - - + + +

2850 - - + + +

28 - - - + +

0.28 - - - + +

1v 5760 - - + +

2350 - - + BT ) _+

28 - - - + +

0.28 - - - + ¥

+ = Cracimiento - = Inhibicién

S1



Sa daterming aue los resultados mo variaban
conziderablemente entre los mediosz II, III y IV, por. lo Qque se&
decidid probar dnicamente los medios I (sin  SFS) y IV {con
extracto de levadura, peptona de gelatina y SPS)., En‘esta caso
se probé tanto pefloxacina como amikacina. Emn la mizma prusba sa
varid la concentracidn de polianetolzulfonato de sodio y se
utilizav'c‘m las concentraciones 0.05% y 0.1%. Los resultades se

ancuentran en laz tablas 12, 13, 14, 15, 16 v 17,
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Tabla Na.

12

CONG. EN mcg/ml DE PEFLOXACINA

‘4
¥ 10
MEDIO INOCULLO (UFC/inl) 0.25
I 5800 -
2900 -
29 -
Q.29 -
v 5300 -
SPS 0,05% 2900 -
23 -
0.29 -
v 5800 -
SPS 0.1% 2900 -
29 -
0.29 -

Tabla No.

0.12

13

Efecto de 5PS 0.05% y 0.1% sobre la

0.086

S

0.03

L+ 4+

+ 444

0.015

+ o+

+ o+ o+

accidn de amikacina

frente a Escherichis coli ATCC 25922

. CONC. EN mcg/ml DE AMIKACINA

MEDIO INOCULO (UFC/ml) 1.0
I S§00 -
2900 -

29 -

0.29 -

v 5800 -
SPS 0.05% 2900 -
29 +

0.29 +

v 5800 -
SPS 0.1 % 2900 +
29 +

0.29 +
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Tabla No. 14

CONC. EN mcg/ml DE PEFLOXACINA

N1

MEDIO INQCULQO (IIFC/ml) 1.0 0.5 0.25 0.12 0.066
1 4800 - + + Y +
2400 - + + + +
24 - - + + +
0.24 - - - + +
v . 4800 - + + + +
SPS 0.0S¥% 2400 - + + + +
24 - + + + +
6.24 - - - + +
v 4300 - + + + +
SPS 0.1% 2400 - + + + +
24 - + + + +
0.24 - - + + +

Tabla Neo. 15

Efectoc de SPS 0.05%Z y 0.1% sobre amikacina

CONC. EN mecg/m]l DE AMIKACINA

4 . .
% 10

MEDIO INOCULO (UFC/ml1) 1.0 0.5 0.25 0.12 0.06
I - 4800 - - - + +
: 2400 - - - + +
24 - - - + +
0.24 - - - + +
4.0 2.0 1.0 0.5 0.2%
Iv 4800 - - . + +
SPS 0.05% 2400 - - - + +
24 - - - + +
0.24 - - - +
Iv 4300 - + + + +
SPS 0.1 2400 - + + + +
: 24 - - + + +
0.24 - - - + +
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Tabla No.

16

MEDIQ

v
SPS 0.05%

v
SPS 0.17%

MEDIQ

v
SPS 0.05%

v
SPS 0.1%

X1
INOCULO (UFC/ml)

4500
2200

22
0.22

4500
2200

22
9.22

4500
2200

22
0.22

Tabla No,

17

frante = Stsphyleseccus aur

4
INOEULO (UFC/m1)

4500
2200

22
a.22

4500
2200

22
0.22

4500
2200

22
0.22

S5

CONC.

+ + +

+

EN mcg/ml DE AMIKACINA

P+

[

L+ e+

R R S S A
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5.4 Curva de muarte

En esta prueba ze determinaron laz diferancias en la tasa de
muerte, para la cual se utilizaron dos dilucionez de los
antibidticos y del suero, uma que presentaba  inhibicién del

dasarrollo y otra 2n la qua e cbzervaba desarrolls.

a) Curva de muertz de pefloxacina mias suero frente a Escherichia
coli ATCC 25922,

ATCC 25922

#Desarralla - +
Conc. meg/ml 0.015 0.0035
Dilucion 1:64 1:256

Tiaempo (hrs)

0 5.8 % 10 UFC/m1 6.7 % 10 UFC/m1
4 -- 7.0 % 106 UFC/inl
8 - 2.0 % 10° UFC/nl
24 -- --

Estos datos corresponden a la grafica namero 2.

+ = Crecimiento - = Inkibicion

S6
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b) Curva de muerte de suero frantz a Escherichia coli ATCC 25922.

*Pezarrollc

Conc. mca/ml 1.0
Dilucidn Concentrado
Tiempo (horas)
[ S.6 % 107 UFC/mnl
4 2.8 X 106 UFC/ml
8 7.0 % 104 UFC/ml
24 -

7
16 UFC/ml
7
«& X 10 UFC/m1
]

[
A
X

R

&
¥ 10 UFC/ml
4
5 K 10 UFC/m1

[

Los datos se encuentran graficados en la curva no. 3

c) Curva de muzrte de amikacina més suero frente a Escherichia

coli ATCC 25922,

*Desarrollo

Conc. mcg/ml
Dilucién
Tiempo (horas)
[} 6.3
4 5.3
3 1.2
24 1.5

Eztos datos ze epncuentran

+ = Crecimiento

oz

~

10 UFC/ml
7

10 UFC/ml
5

4

»®
x
® 10 UFC/ml
4 10 UFC/ml

0.06

1316

6.8 ¥ 10 UFC/ml

NN

5.8 ¥ 10 UFC/m}

o

2.5 ¥ 10 UFC/iml

(1}

1.1 ¥ 10 UFC/ml

graficados en la curva ndimero 4.

Inhibicidn
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DISCUSION DE RESULTADOS

Artes de comenzar la discusidn de resultadeos, es de grarn
importancia mencicrar que en un principic la finalidad de estsz
&studic era <ofectuar la determinacion de loz nivzles de
pzfloxacinag en pacientes 9que presentaran peritonitis, Que
eztuvieran en programa de didlisis peritoneal continua
ambulatoria (DPCA) y que fueran tratados con dicho antibiodtico.
Se pretendia bhacer el seguimiento de los pacientes durante el
tratamiento con pefloxacing, de tal forma qus se aislara e
identificara al microorganiemo cauzante d2 la infaccidn, =&
aplicaran pruebas de sencibilidad & la bacteria aislada vy
finalmente deterninar la =ficacia de la pefloxacina en la
erradicacidn de este tipo de infeccionezs bacteriamas. En sceis
meses solo zse obtuvieron las muestras completaz de un  paciente
que cumplia con los requirimientes necezarioz para entrar en el
protocolo de estudiot & estas muestras se les aplicaron las

pruebas antes menciomadas.

Para poder efectuar un estudic representative, es necasario
obtener una cantidad minima de muestras, en este caso solo se
pudieron obtenzr tres muastras en un lapso de ceiz meses, por lo
que te decidid tomar uro de los cbjetivos secundarios del estudic

cono  punto central del trabajo y alrededor del mizmo ze realizé

la tezis, ademic de dar el nombre a la misma.
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6.1 Bioansayo.

Cyande == requiere hacer un ensayo antimicrobiana (23) ez
nacesario incluir los nombres de loz antibidticos que racibid el
paciente dentro de las 48 horas previas, Esta in;ormacibn es
esencial, particularmente cuande ce afzactuard un bioensayo. Er
este =shudio en las mueztras basales obtenidas se detectd la
prezencia d2 antibidtico, pero se desconocia de cual se trataba
Pucs en muchas ccasiones los pacientes ingisren algdin
antibidtice antez de iniciar 21 tratamiente indicado por el
médico, en este casc con pafloxacina de acuerdo con €l protocolo

descritao.

Al aplicar dozic de pafloxacina (400 ng) par via oral o
intravenosa durante 10 diaz, se obtiensem una concantracidn mixima
en suero de 7.9 a 19 ma/L v 9,6 a 10.1 wg/L  respectivamente en
pacientes voluntaricz sancs  (24), El paciente ndmero tres
proporciord la mayor cantidad de muestras. Se determind que l1a
corcentracién mas alta de pefloxacina se encusntra en  las
muestras tanto de suero como de liquide peritornsal del 3er. dia.
Ezti 32 puede explicar Forque en €l fo. y 20, dlas s=
administrarorn dozis de 300 wmg por via intravenosa y se continud
con 400 mg por via oral. En el 3er. dia se mantisrme alto el
nivel de pefloxacina parque la docis administrada es alta v a
partir del 4o. dia comienza & disminuilr la dosis por lo que

dizminuysn los niveles de pefloxacina deterninados, Los

62



resultados obtenidoz en suers a partir del 4o, dia son
ligeramenta superiores a los mencionadoz =n la bibliografia, esto
puede deberze a la téenica wtilizada pues la metodologla aplicada
a las muestras de los paciantes fué una técnica microbiolégica vy
en loz datos bibliograficos te utiliza cromatografia liquida de
alta resolucidn (HPLC), ésta técnica =5 mas exacta por lo qus

existe una pequefa variacién con los resultados obtenidos.

Es  importante hacer notar que mno existen datas reportados
con respecto a las conzentraciones miximas de pafloxacina
alcanzadas en liquide peritomzal (LP). En la curva realizada fue
posible interpolar los valores cbtenidos de laz muestraz de cuero

y LP obteridas.

6.2 Determinacién del efecto del polianetol sulfonato de sodio
sobre la accién de la pefloxacina y amikacina. Determiracién de
la concentracién minima inhibitoria y concentracion minima

bactaericida. Técnica en tubo.

Para poder determinar el afecto del SPS zobre la pefloxacina
e utilizd la tdcnica de dilucidn en tubo. Ezta metodologia sstd
perfectamente estudiada pu2s se utiliza para determinar MIC v
MBC; durante el ensayoc se mantienasn constantes el indculo y el
medio de cultivo y la concaentracidén del antibidtico es la
variable., Se efectuaron algunaz modificacionas a la técnica como

adicionar SPS y zusra. La pPrincipal razém para adicionar suero
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25 que de esta manera ze crea una Prueba mids real (21)5 ya que en
2! organismo la accidn del antibidhico se lleva a cabo en un
medic altamente protéico por lo que es necezario crear
condiciones zemejantes a aquillas =m las que. Aactua 2l
antimicrobiano en el aorganismo y de esta forma poder determinar

ctial es su =facto.

ta tecnica de dilucidn en tubo es repraducible cicnpre vy
cuande laz condiciones en las que ze efectue la prusba  ro
presanten variaciorss. Se deben mantenszr controladas
primcipalmente  laz siguientes cormdiciares: faze de arecimiento
del microorganizmo, los tubos ze deben inccular evitands contacto
de laz bacterias con laz paredez de los mismos y al agitar evitar

la formacién de aerosoles.

Al utilizar una ticnica perfectamente estandarizada se pudo

determnirnar el =fecto del polianestolsulfonato de sodio =cbre el

suero, pefloxacina vy amikacina, utilizando come microorganismo de

pruebs a Egcherichia coli.

Fara iniciar el trabaje, ==z detzrpird 1 actividad
bactericida de sucro en presencia y ausancia de SPS  0.035%, Er
prezencia de SPS se abatid la accidn bactericida del su=zro y ze
cbservd deszarrollo bacterianc, con este resultado se comprueba la
afirmacidén hecha por Haeber y Miles (17? acerca de que =1 SPS

tiene una accidn anticomplemantaria.
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Al  comparar los resultados de susre + pefloxacira en
ausencia y presencia  de polianekolsulfonato de zodio 0.05%
fodemes  observar gue no hay efecto antagonista del SFS sebre 1la
accidon bactericida de la pefloxacina puss en ambo cados <=
determindé qua la pefloxacina actuaba de igual forma sobre los
microorganismes, es decir log valores de concentracidn minina
bactericida (MEC) y MIC se mantuvieron constante=. Es
importante mencionar que & a@stoz dos ensayoz la accién
antibacteriana se atribuys mdz & la pefloxacina que al suero Pues
MIC corresponde a 0.015 mcg/ml de pefloxacima vy dilucidn 13164 d=
suero vy se demostréd en la prusba anterior que a ésta dilucidr, el

=zuero no e&s capaz de inhibir el desarrollo bacteriano.

El rango de la concentracion minima inhibitoria para la
pafloxacina contra diversas cepas de Egcherichia goli teportado
en la biblicgrafia =s 0.008-2.08 mcg/ml (24), el valor obtenido de
MIC experimentalmente ez de 0.015 nca/ml; se pueds decir quz la

presencia de suero y SPS ro altera los valores de MIC,

Al trabajar con suare + amikacina fud posible determinar los
valores corrsspondientez a la MIC v la MBC y para suero +
amikacina frente a SPS 0.05% los valeorez fueron mayores pues &l
§PS inhibe la accidén hactericida tanto de la amikacina como del
suero, por lo que se observd desarrollo bactariano, atin a 1la
concentracidén mas alta probada. El valor de MIC obtenido para

cuero + amikacina es 0.25 mc3/ml v el rango reportado en la
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bibliografla para amikacina contra Escherichia coli es 1.1-18
mcg/ml {24}, El valor obtenideo a:perimentalmante es menor al
biblicgrafico, esto, =z pusde atribuir a la pressncia Jdel suero

pues  al actuar Juntos el suero y la amikacina se. obtisns un

efecto bactericida mas grande.

Si =e comparan los resultados de la concentracidn minima
inhibitoria (MIC) y de la concentracidér minima bactericida (MBC)
del suero adicionado de pefloxacina o amikacina, podemos cbservar
que en caso de la pefloxacina loz valorez de MIC y MBC equivalen
a una mencr concentracidn del antibidtico, =szto se debe a gue la
actividad bactericida de la pefloxacina no se ve afzctada por la
presencia de polianetolsulfonato de seodio y su actividad

antimicrobiana se mantiena.

5.3 Detarminacién del efactp del polianetolsulfonato de sodio
sobre 1a accién de pefloxacina y amikacina. Técenica en

microplaca

Debido a que la técnica de dilucion en tubo es un poco
dificil de aplicar (hay demasiadas variablesz Aque controlar)
entonces fué necesario buscar una metodologia en la que se
pudieran marejar otras condiciones; es decir poder hacer cambios
en cuanto al medio de cultiva utilizado, diferentez
concentrraciones de bacterias vy de antibi?t:co y poder ubilizar

diferentes microorganicmos.
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Por lo antes mencionado se diceMd la técmica en microplaca,

&n la Que se probaron tres cepasi: Escherichia cgld,
Bseudomonas  aeruginosa vy Staphylococcus aureus, asi  como
pefloxzacina v amikacina, diferentes concentraciones de

Polianctolsul fonato de sodio vy 4 distintos medios de cultivo.
Esta metcdologia ecs mas rapida, faczil de interpretar, no hay
tantas variablez aqaue cortrolar ly en una sela microplaca se

Pueden probar hasta tres medios simul taneamente,

En la literatura se cefiala que el SPS ez un anticoagulante
que irhibe la accidn de la eztreptomicina, sulfato de kanamicina,
sul fatc de gentamicina, amikacina y otros aminoglucdsidos (18),.
En la bibliografia no ze reporta cual as el efecto del SPFS =zobre
los antibidticoz d= la familia de las 4-quinolonas, en especial
zocbre 1la pefloxacina. Se cabe que existe un efecto antagonista
del SPS sobre la amikacina, por lo quz tambi®nh se probd é&ste
antibidtico para poder compara un artimicrobianc que es afectado

por el SPS y otro scbre el que se dezconoce su =fecto,

Loz antibidticos se comportan de manera variable frente a
diferentez microorganlzmnos Yy por esta razén e probaron tres

cepas diferentez.

FPara interpretar los resultados, se compara el medio I  con
cada uno de los mediez probades y cuando =xista diferencia en un
golo punto, =ze atribuye a la técnica v cuarndo ze presenta

variacidnm en 2 o wmis puntos = puede considerar efecto
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antagonista del SPS zobre el antibidtico. Se debe comparar cada
uno de  los indculos del medio I con el correcpondiente de los

otros m=dios enhzayades.

Al probar la pefloxacirna como tal v en presencia de SFS
0.05% se encontrd que las variaciones en loz resultados entre el
medio I vy los otros medios se atribulam a la técnica, ez decir no
2o obsarva um efecto de antagonismo del SPS zobre la pefloxacina.
Ademds no ce cbservarcn cambioz =m 2l crecimiento bacteriano en
los 4 medios wutilizadozs. Por lo anterior <e decidid probar

Gnicamente loz medios I y IV.

Postariormente ze volvid a probar la concentracion 0.05% de
SPS, az=l omo 0,1%, con el fin de determinar si existian
variacione=z en el efecto dzl polianeteolsulfonato de sodic sobre
los antibidticos al aumentar gu concentracidn. En este enéayo se
probd pefloxacina yv amikacina.

En el caso Escherjchia coli, se observéd gque hay efecto
antagonista scbre la pefloxacina cuando ze utiliza SPS  0.05% vy
este efeacto aumentaba al probar SPS al 0.1%. Con amikacirna se
cbzervéd un efacto de antagonizmo muy claro a una concentracibn
0.0S% de SPS y no habla una diferencia considerabls en la

concentracién 0,17,

Al probar Pseudomonas aeruginosa ze determind  que

practicamente no hay efecto antagonista del SPS sobre la
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pafloxacing, Pues la inhibicion en el desarrolloe del
microorganismo fué ;asi la misma'en pressncia y ausencia del
misma. En presencia de amikacina se obzerve el efecto
aritagonista del SPS, aunque & prezentd mids marcado an la
concentracién  0.1%. Estos mismos efectos se presentaro eﬁg el

caso de Staphylococous aureus.

Si se comparan loz resultados anteriores, se observa que
solo se presenta efacto irhibitorio del SPS sobre la pefloxacina
en el cazo de Escherichia coli, se ruzde decir que depande del
microorganisne probado el que zZe prezente o no el efacto

antagonista del polianetolsulfonato de zodio sobre pafloxacina,

Al comparar loz resultadog obtenidoz zi se prueba  amikacina
frente a diferentes concentracionez da 8PS, se obgerva que no
exizte una gran variacién entre la concentraciém 0.05% y 0.1% de
8PS, por lo que es preferible seguir utilizande la concentracidon

0.05% que &s la utilizada en los frasces para hemocultivo,

Loz resultados obternides al probar peflovacina frente a SPS
no fueron reproducibles 2n zu totalidad, por 1o que fud nacezario
recopilar todos los datoz obtenides y concluir <sobre los

resultados gue podrlan ser los wiaz precizos.
6.4 Curva de muerte

Antzricrmente ce menciond que la curva de muerte ez muy

utilizada para la evaluacidn y comparacidn de nusvos antibidticos

&9
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(17}, En esta prueba se realizaron curvas de muerte de

pafloxacina, amikacina y suero humano.

Al comparar los resultados obtenidos en las tres curvas de
muerte, se observa que llegan a cero sobrevivientas la
pefloxacina en ambas dilucionss probadas y &l zuero concentrado.
En cuanto al tiempa, s determina que la pefloxacina presenta una
accidon bactericida méds ragpida Que el suero, La amikacina en
ninguna de las diluciones probadas llega a cero sobrevivientes,
esto ze debe a que tiene una actividad bactericida mas  lenta v

menos =fectiva.

Es aconzejabla que cuando se preszenta un procsso infeccioso,
eéste no =2 ataque directamente con pefloxacina pues pueden

comenzar a aparecer cepas resistentes.

Es importante hacer rotar que la pefloxacina en la dilucidn
1164, a las 4 horas dz incubacidn ya no s2 detectd la Presencia

da microorganismos vivos, lo cual indica que =u accidn

antibacteriana es sumamente rapida.
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CONCLUSIONES

1.- El bicensayo ez un técnica muy util que ayuda a2 21
szguimiento da pacientes tratados con agentez antimicrobianes, va
que se puede determinar si losz niveles terapiuticos del

antimicrobiano se han alcanzado an 21 arganisma,

2.~ La pefloxacina es un antibit¢tico de reciente estudio, =1
cual Prasenta la caracteristica de tener una actividad
bactericida rapida; esto guedd demostrado al efectuar la curva de

muertz.

3.- Cuando se determind la concertracidvn minmima irhibitoria
(MIC) vy 1la concantracidn minima bactericida (MBC) para la
pefloxacina, ze observd Que ectos valores estin determinados por
concentraciones muy bajas del antibidtice, lo cual es de aran
beneficio puss lag concentracionzs plasmaticas son mayores a las
que determirnan MIC y MBC por 1o que la erradicacidn de las

infeccionez puede darse rapidamente.

4.- La técnica en wicroplaca no es totalmente reproducible, pero
pueds ser dbil para obtemnear resultados tentativos Y
posteriornente aplicar una metodologia estandarizada rara

comprobar o-desechar los resultadoz de la microplaca.
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S.- En la técnica de dilucidén en tube se determind gue el
polianztolsulfonato de sodio isPS) no  inhibe la accidn
antibacteriana de la pefloxacina. Si ze pretende aislar una
cepa bacteriana de algun medio qQue contenga pefloxacina, no es
riacesario adicionar SPS. Este trabajo deja la opcién abierta
pata probar otros compuastoz y poder determinar cual de ellos es
capaz de inhibir la accién bactericida de la pefloxacina para
facilitar el aislamiento de cepas bacterianas de pacientes

tratados con dicho antibidtico.

6.~ Ezte trabajoc es una muestra de que cuando ne se tiene la
coopetracidn da las personas necesarias para realizar una
investigacidn, ésta queda inconclusa y loz baeneficios aue
pudieran obtenersze no se alcanzan, por lo qua no se presanta un

posible benaficio para la scciedad.
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