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INTERACCION DE LA COMBINACION DE UN ANTIMICROBIANO
AMINOGLUCOSIDO Y UN BETA LACTAMICO (GENTAMICINA Y AMPICILINA),

CONTRA ALGUNAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.

I.- INTRODUCCION

Para hacer uso racional y efectivo de los antimicro
bianos es necesario conocer su origen, propiedades fisicas y
quimicas, los efectos bioquimicos y fisioldgicos sobre el or-
ganismo que los recibe, las propiedades farmacocinéticas y la
accién misma sobre microorganismos patdgenos y sus efectos te
rapéuticos. Todo eso se puede observar en los estudios in vi-

tro e in vivo que se realizan en la prictica médico-bioldgica.

La determinacidén de la susceptibilidad de una bacte
ria a un antimicrobiano, in vitro, es un proccdimiento comiin
en el laboratorio microbioldégico; el resultado de estas prue-
bas de susceptibilidad es usado en la eleccién del antimicro-
biano apropiado, para la terapia de pacientes con infeccidn -
bacteriana o para diferentes aspectos de investigacidén y los

estudios in vivo sirven para hacer la valoracién farmacoldgi-



ca de estas sustancias terapéuticas.

Los estudios in vivo primero se realizan en anima--

les y se extrapolan al hombre, ya que la experimentacidén en -

éste estd limitada por razones éticas (1, 2 y 3).

es

Lo que no es comln en la prdctica médico-bioldgica

el uso racional de antimicrobianos en combinaciones, ya --

que las determinaciones de susceptibilidad de una bacteria a

la
so
de

En

combinacién de dos antimicrobianos in vitro no es un proce
de uso rutinario para llevarlo a cabo por cualquier método
antibiograma conocido en el laboratorio microbiolégico. ~

la prédctica médica es frecuente el uso de dos o mds antimi

crobianos administrados a pacientes con infecciones, severas

o no, con el fin de obtener un resultado mds satisfactorio en

su

tratamiento; pero sin haber valorado anteriormente la ac--

cién e interaccién de los antimicrobianos combinados.

do

II.- ANTCEDENTES

Algunos investigadores de otros paises han observa-

tanto in vitro como in vivo excelentes resultados al em- -

plear asociaciones de antimicrobianos (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

11), siendo la combinacién de ampicilina y gentamicina la --

que presenta ciertas ventajas sobre la asociacidén de otros -

antimicrobianos aminoglucésidos y beta lactdmicos (12, 13, -

14). Sin embargo desde el punto de vista de la interaccidn

fisico-quimica se ha afirmado que existe inactivacidn de gen



tamicina al ser combinado con algln beta lactdmico, lo cual -

se considera como incompatibilidad (15, 16).

T =

OBJETIVOS

Con el prop6sito de aclarar la estabilidad de la --

combinacién mds comunmente usada en nuestro medio (gentamici-

na mds ampicilina), sefilalamos los siguientes objetivos:

1=

TV =

IV.1

Observar la intera¢idn fisico-quimica de l1a --
mezcla, en cuanto a la conservacién de su acti
vidad bioldgica.

Conocer la actividad antimicrobiana de la com-
binacién comparada con la de cada uno de los -
componentes por separado (isobolograma o table
ro de ajedrez).

Estudiar el comportamiento farmacocinético de

la mezcla en humanos (voluntarios sanos).
MATERIALES Y METODOS

La interaccién fisico-quimica se observé mez--
clando ambos antimicrobianos en diversas pro--
porciones y analizando, a diversos tiempos, si
conservaban o perdian su actividad antimicro--
biana.

Para estas observaciones se utilizé el método
de difusidén en placas de agar, de Escdrzaga vy

Hill (17), que a su vez es una adaptacidn del



método disefiado originalmente por Grove y -
Randall (18), que ha sido modificado por mu
chos investigadores asegurando la utilidad

de este método biolégico (19, 20, 21, 22, -
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39), de acuerdo al si--

guiente disefio.
-IV.1.1. ANTIMICROBIANOS

Polvo de ampicilina sédica (Sanfer, S. A.)
y polvo de sulfato de gentamicina (Schera--
mex, S. A. de C. V.). Los antimicrobianos
fueron pesados en una balanza analitica - -
(E. Mettler Zurich, Type H6, capacidad - -
160 g.) en base a su potencia bioldgica y

no a su peso bruto.
IV.1.2. SOLUCIONES

Se hizo una solucién (madre) de gentamici-
na que fue diluida con una solucién amorti

guadora de fosfatos pHS* preparada en el -

*SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pHS:
Fosfato de potasio dibdsico ......... 16.730 g.
Fosfato de potasio monobdsico ....... 0.523 g.
Agua destilada ......c.ciciiiiiaannn 1 000.00 ml.



laboratorio; se hizo otra dilucién (madre )
de ampicilina sédica en agua destilada pH6;
a partir de las soluciones madre se hicie--
ron otras de menor concentracidn con caldo

Mueller Hinton (M.H.B.) Difco y también se

hicieron mezclas de los antimicrobianos pro
blema en diferentes proporciones, como se -
ve en la tabla No. 1. (La forma como se --
prepararon las diferentes proporciones se -
reporta en el apéndice; pdginas 77, 78 y --

79) .

Las diversas combinaciones se mantuvieron -
a 37°C durante el tiempo que se indica en -

la tabla No. 2.



TABLA No.

CONCENTRACION DE ANTIMIBROBIANOS SOLOS Y EN COMBINACION

AMPICILINA GENTAMICINA APICILINA/GENTANTICINA
mcg/ml. mcg/ml. mcg/ml.
20 20 (&) = 29/2.5
10 10 (B) = 10/5
7.5 (c) = 7.5/7.5
5 (D) = 5/10
2B i (E) = 2.5/20

TABLA No.

TIEMPO DE EXPOSICION A 37°C

TIEMPO DE CALENTAMIENTO

Después de 15'

(muestra 0)

A una hora

(muestra 1)

A 4 horas

(nuestra 2)

A 8 horas

(muestra 3)

A 11 horas

(muestra 4)




V.2,

En cada uno de los tiempos indicados, se ob
tuvo una alicuota de cada antimicrobiano so
1o o de cada mezcla, para determinar si per
dian o conservaban su actividad. Esta de--
terminaci6én la hicimos mediante el método -
de Escdrzaga y Hill (17) que consiste en ob
servar la inhibicién lograda por alguno de

los antimicrobianos utilizados (contenidos

en discos), de un germen susceptible, en un

sistema sobre agar. Tales discos son im- -

pregnados en el laboratorio con concentra--

ciones conocidas, frescaé, y medidas con --
gran munuciosidad; la inhibicién obtenida -
se compara con aquella que produzca el dis-
co de actividad desconocida, en el mismo --
sistema.

Como el método requiere de varios pasos, €s
tos son tratados mis ampliamente en el apén

dice.

La actividad antimicrobiana de la combina--
cién comparada con la de cada uno de los --

componentes por separado.

La actividad antimicrobiana de la combina--
cién se realizé por medio del método llama-

do isobolograma (o tablero de ajedrez), es



TV o 25l s

una técnica de dilucién en tubo descrita por
Sabath (40); dicha técnica ha sido utilizada
por muchos investigadores (41, 42, 43, 44, -
45, 46, 47) para demostrar el sinergismo --
in vitro en la combinacién de antimicrobia-
nos que acttian frente a un especimen bacte-
riano. El isobolograma es un método cuantita
tivo parecido a un antibiograma en dilucidn
seriada en tubo (D. S. T.), solo que este -
Gltimo se hace con un solo antimicrobiano, -
mientras que en el primero se puede diluir
un antimicrobiano (ampicilina) en sentido -
vertical y una segunda dilucidén con otro an
timicrobiano (gentamicina) en sentido hori-
zontal, (ver tabla No. 3 y fotos No. 152y,
3, 4, 5). Dicho método acepta un sinnimero
de combinaciones, tantas como se quiera, --
sin que llegue a existir una sola combina--
cién igual a otra. Nosotros probamos 81 --
combinaciones y dos diluciones seriadas en

tubo.

Las cepas de microorganismos probados en es
ta parte del estudio, frente a los antimi--
crobianos ampicilina y gentamicina tanto en
isobolograma como en D.S.T., fueron 163 de

los diversos géneros que se indican:



40 Serratia sp.
20 Enterobacter sp.

29 Escherichia coli

21 Pseudomonas sp.
26 Klebsiella sp.

27 Salmonella sp.

Total 163 cepas de microorganismos.

Para reducir al minimo los errores, en la -
realizacién del método, fue necesario tomar
en cuenta los factores que podian influir -
en los resultados; principalmente se tomd -
en cuenta que se tenfian que diluir los anti
biéticos con medio Mueller Hinton Broth - -
(M.H.B.) Difco estéril, el cual iba a ser -
agregado a los tubos iniciales, para que --
las bacterias quedaran con dgual cantidad de
nutrimentos en todos los tubos. Otro fac--
tor importante fue medir correctamente el -
volumen con el fin de evitar alteraciones -

en las concentraciones probadas.

La preparacién del material fue sumamcnte -
cuidadosa ya que los tubos utilizados se -
prepararon con 2.5 ml. de M.H.B. siendo --
previamente esterilizados al autoclave. -

Una vez asi procesados se metian a calen--



GENTAMICINA

G sola

TABLA No. 3

CONCENTRACIONES, EN meg/ml., DE ANTIMICROBIANOS EN CADA TUBO,

TANTO SOLOS COMO COMBINADOS EN EL SISTEMA DE ISOBOLOGRAMA.

AMPICILINA Asola
100/20 100/10 100/5 100/2.5 100/1.25 106/0.625 100/0.312 100/0.156 | 100/0.,078 | 100
50/20 50/10 50/5 50/2.5 50/1.25 50/0.625 50/0.312 50/0.156 50/0.078 50
25/20 25/10 25/5 25/2.5 25/1.25 25/0.625 25/0.312 25/0.156 | 25/0.078| 25
12.5/20 12.5/10 | 12.5/5 | 12.5/2.5 12.5/1.25 | 12.5/0,625 | 12.5/0.312 | 12.5/0.156 |12.5/0.078 | 12.5
6.25/20 «25/10 | 6.25/5 | 6.25/2.5 6025/1.25 | 6.25/0.625 | 6.25/04312 | 6425/0.156 |6.25/0.078 | 6.25
3.12/20 3.12/10 | 3.12/5 3.12/2.5 3012/1425 | 3.12/0.625 3.12/0.312 | 3.12/0.156 [3.12/0.078 | 3.12
1.56/20 1.56/10 ‘1.56/5 1.56/2.5 1656/1.25 | 1.56/0.625 1.56/0.312 | 1.56/0.156 [1.56/0.078| 1.56
0.78/20 0.78/10 | 0.78/5 | 0.78/2.5 0.78/1.25 | 0.78/0.625 | 0.78/0.312 | 0.78/0.156 |0.78/0.078| 0.78
0.39/20 | 0.39/10 |0.39/5 | 0.39/2.5 0.39/1.25 |0.39/0.625 | 0.39/0.312 | 0.39/0.156 |0.39/0.078 | 0.39

20 10 5 2.5 1.25 0.525 0.312 0.156 0.078 Test.

0T
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Fotografia No. 1 mostrando la distribucidn de todos los tubos

y las gradillas utilizadas para cada uno de los microorganis-

mos probados.

Fotografia No. 2 mostrando la concentracién combinada inicial

de 20 mcg/ml. de gentamicina con las concentraciones combina-

das de ampicilina de 100 a 0.39 mcg/ml.

11



Fotografia No. 3 mostrando la concentracifén combinada inicial
de 100 mcg/ml. de ampicilina con las concentraciones combina-

das de gentamicina de 20 a 0.078 mcg/ml.

Fotografia No. 4 mostrando la D. S. T. de gentamicina, el cre

cimiento bacteriano en el tubo testigo y también la CIM. que

para ese germen fue de 0.312 mcg/ml.

12



Fotografia No. 5 mostrando la D.S.T. de ampicilina, el creci-
miento bacteriano en el tubo testigo y también la CIM. que pa

ra ese germen fue de 3.12 mcg/ml.

13



tar al cuarto estufa ( 37°C) 16 a 18 horas,
antes de ser utilizados, con el fin de ob--
servar la presencia o ausencia de contamina
cién; del mismo modo se procesd el M.H.B. -
que se us6 para diluir los antibidéticos - -

(preparado en matraz).

Los diferentes especimenes bacterianos uti-
lizados fueron aislados de distintas mues--
tras clinicas, tomadas en el laboratorio de

bacteriologia del Hospital General.

IV.2.2. Las soluciones por medio de las cuales obtu
vimos las proporciones adecuadas de los an-
timicrobianos utilizados fueron las siguien

tes; (ver tabla No. 4).

TABLA No. 4

AMPICILINA (A)

Solucidén madre (SM) 20 mg. (A) + 50 ml. M.H.B. 400 mcg/ml

GENTAMICINA (G)

L}

Solucién madre (SM) 20 mg. (G) + 20 ml. HZO

(SI) 1.8 ml. (SM) + 43.2 ml.MHB

1000 mcg/ml

n

40 mcg/ml

14




Una vez preparadas estas soluciones, se to-
maban 2.5 ml. de la solucién madre de ampi-
cilina y se agregaban a cada uno de los 10
primeros tubos colocados en posicidn verti-
cal (respecto a la tabla No. 3), los cuales
contenian 2.5 ml. de M.H.B., obteniendo un
volumen total de 5.0 ml.; con este volumen
se procedia a diluir el antimicrobiano agre
‘gado (ampicilina), pasando del primero al -
segundo tubo 2.5 ml. y del segundo al terce
ro y asi sucesivamente hasta el pentltimo -
tubo, alcanzandose el rango de concentracién

deseada, decreciente de ampicilina.

La ampicilina probada en combinacién y sola
(D.S.T.) tuvo un rango de concentracién de

100 a 0.39 mcg/ml.

En los primeros 10 tubos de posicién hori--
zontal (respecto a la tabla No. 3), se les

agregé 2.5 ml. de la solucién SI (gentamici
na), realizando con ésta el mismo procedi--

miento ya descrito para ampicilina.

El rango decreciente de la concentracidn -
deseada para gentamicina, tanto sola como -

combinada fue de 20 a 0.078 mcg/ml.

iS5



IV.2.3. Preparacidén del indculo.

IV.

3

Una vez aislada y purificada la bacteria, -
en un cultivo fresco en gelosa sangre, se -
preparé el indculo en 2 ml. de medio M.H.B.,
el cual se mantuvo a 37°C en el cuarto estu
fa durante 18 a 20 horas. E1 indculo fue -
diluido hasta obtener una poblacidn bacte--

6 unidades -

riana de aproximadamente 1 x 10
formadoras de colonias/ml. (UFC/ml), de es-
ta preparacién se inocularon con 0.1 ml. to
dos los tubos. Un tubo sin antimicrobiano

sirvié como testigo de indculo.

Estudio del comportamiento farmacocinético

de 1la mezcla en humanos (voluntarios sanos).

El grupo estuvo constituido por 12 sujetos
sanos, voluntarios masculinos, con edades

entre 18 y 40 afios y peso entre 55 y 80 Kg.
Todos los sujetos se mantuvieron hospitali
zados en la Unidad de Farmacologia Clinica
del Hospital General de México, durante un
periodo de 9 dias y en todos los casos se

obtuvo un consentimiento por escrito de ca

da sujeto para ser incluido en el estudio.

Los candidatos fueron divididos en dos - -

grupos de 6 sujetos cada uno.

16



Los medicamentos se administraron como se -
indica en la tabla No. 5. La seleccidn de
sujetos para una u otra forma de administra

cién fue aleatorizada.

Cada droga se administré por via intramuscu
lar profunda después de una noche de ayuno,
utilizando una aguja del No. 20 x 2", de --
50 mm. de largo, en el cuadrante superior -

externo de la nalga.

TABLA No. 5

Grupo A (6 voluntarios) Grupo B (6 voluntarios)

Primer segmento

Ampicilina + Gentamicina*| Ampicilina** en una nalga

en una sola inyeccién Gentamicina en la otra.

Segundo segmento

Ampicilina*#% en una nalga| impicilina + Gentamicina*
Dia 7°
Gentamicina en la otra. en una sola inyeccidn

* Ampicilina anhidra en polvo (1.0 g.) suspendida en
la misma agua de la gentamicina (80 ME

#% Ampicilina anhidra en polvo (1.0 g.) suspendida en

agua.
Gentamicina (80 mg.) suspendida en agua.

17




Los sujetos no recibieron ningln otro agen-
te antimicrobiano durante una semana antes

de la iniciacién del estudio, ni durante &ste.

No se incluyeron en el ensayo sujetos con -
problemas cardiovasculares, cerebrovascula-
res, respiratorios, hepdticos, renales u --
otros padecimientos que pudieran afectar --
sustancialmente los pardmetros por evaluar.
Tampoco se incluyeron sujetos alérgicos a -
cualquiera de los dos antimicrobianos, ali-
mentos o drogas,o que hubiesen recibido me-
dicamentos potencialmente otot6xicos o ne--

frotéxicos durante los 3 meses previos.

A todos los sujetos se les practicd examen -
fisico completo antes de iniciar el estudio,
asi como interrogatorio y examen clinico dia
rio de la funcién auditiva. Para corroborar
su capacidad como sujetos sanos, Se€ practicé
biometria hemdtica completa, nitrégeno de -
la urea, creatiniﬁa, depuracién de creatini-
na, glucosa, proteinas totales, albdmina, --
fosfatasa alcalina, SGOT y SGPT, antes del -
primer segmento y después de finalizar el se

gundo segmento del estudio.

Los niveles serosos de la gentamicina y - -

18



ampicilina fueron determinados, en todos 1los
voluntarios, a los 15, 30, 45 minutos, y a -
la hora, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 ¥ -
24 horas después de su administracidén. Pre
viamente se habia tomado una muestra inme--
diatamente antes de la inyeccién (muestra -

previa).

En todos los casos se practicd un examen me
ticuloso de la presencia o ausencia de do--
lor, eritema o induracidén secundaria a la -
administracién de las drogas en estudio, ya
fuera como una queja inmediata o hasta un -
periodo miximo de 48 horas después de la ad

ministracién de las inyecciones.

Para la cuantificacién de los antimicrobia-
nos en el suero, se utilizé el método de Es
cdrzaga y Hill (17). Cada vez que se tenian
que determinar los niveles serosos de la am
picilina y gentamicina de todos los sujetos,
se preparaba todo el material necesario pa-

ra usarlo fresco.

La cuantificacién de las concentraciones --
problema se hacian utilizando dos curvas es
tdndar, una de la ampicilina y una de la --

gentamicina, con rango de concentracifn en-

119



tre 0.625 a 10 mcg/ml. y de 0.5 a 8.0 mcg/ml
respectivamente, ver tablas No. 41 y 42 y -
griaficas No. 16 y 17, que se encuentran al

final del apéndice; el sistema de medida --
fue el mismo que estd descrito en el apéndi

ce (pag. 65)-

Después de una semana de intervalo se reali
26 la segunda parte del estudio, procesando
nuevas curvas estidndar (con el mismo rango
de concentracién) para ambos antimicrobia---
nos, ver tablas No. 43 y 44y graficas No

18 y 19 al final del apéndice.

Cuando existian valores altos que no se po-
dfan cuantificar dentro de cualesquiera de

estas curvas estandar, se hacian diluciones
de los problemas para poder encontrar la --
concentracidén correspondiente a dichas mues

tras.

Los problemas de cada parte del estudio, --
fueron procesados inmediatamente después de
obtener la Gltima muestra de 24 horas y ca-
lentados a 37°C por un tiempo minimo de 18
a 20 horas, para obtener halos de inhibi--
cién perfectamente definidos y poder leer-

los al dia siguiente.

20



RESULTADOS

Interaccién de la mezcla en cuanto a la con

servacién de su actividad bioldgica.

En la tabla No. 6 se anotaron las lecturas
encontradas de ampicilina sola y en la grd-
fica No. 1 se inscribieron dichas lecturas,
trazando una linea de regresidn, que nos --
permitié ver que no hubo variaciones impor-
tantes, durante las horas de calentamiento

a 37°C.

En la tabla No. 7 y en la grédfica No. Z se
anotan las lecturas encontradas de la ampi-
lina, cuando se encontraba mezclada con la
gentamicina; tampoco se aprecidé pérdida im-

portante de la actividad de la ampicilina.

En la tabla No. 8 y en la grdafica No. 3 se

inscriben las lecturas encontradas de genta
micina sola, notdndose que en las medicio--
nes iniciales la concentracidn fue mids baja
que la que habiamos puesto, lo cual se debe
al secuestro temporal de la gentamicina por
las proteinas del medio de cultivo (48, 49,
50, 51, 52). Sin embargo, observando las

concentraciones de las horas finales, no se

aprecibé pérdida de la actividad.
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En la tabla No. 9 y en la grdfica No. 4 se
observan las lecturas encontradas de genta-
micina cuando estaba acompafiada de ampicili
na.

En algunas de las lecturas obtenidas en las
horas intermedias los resultados se alejan
de la concentracién real; sin embargo la 11
nea de regresién no indica variacidn defini

da de la concentracién.
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LETPURAS DE LAS 5 CONCTUTRACIOWES (meg/ml) DE AMPICILINA SOLA A DIFERENTES TIEMPOS DE CALENTANIENTO.

tiewprn conceuntracibdn concentracibn concentracifa conceatracidn | conceutraciba

245 5.0 75 10.0 20,0

180 (m-0) 2.787 6.2 8.5 10,8 19.5
60" (m=1) 2472 Solt LR M4 19,0
b hrs. (=-2) 2«65 L,22 7.6 113 18.0
8 hree (-3} 2.52 5e2 76 9.8 20.8
11 hras (a-b) 2.42 4,85 7.4 10.0 20.5
* 2,43 k.59 73 > 10.02 . 18.8

2.8 5475 8.1 1.3 20432

* Puntos para el trazo de les 1ineas de regresibn; m = muestra.
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TABLA Koe. 7

LECTURAS DE LAS 5 CONCENTRACIONES (mcg/ml) DE AMFICILINA CUANDO SE ENCON=-

TRAHA COKBINADA CON GENTAMICINA, A DIFERINTES TIEMPOS DE CALENTAMIENTO.

tizmpe conceatracibn concentracidu | concentracién coucentracidn concentracibu
A* B* c* D* E*
150 (2=0) 21.0 10.6 8.8 5.65 3.5
g0t (m=1) 19.6 162 725 €e22 3.6
4 hrse (m-2) 20,2 9.0 7.6 6.2 L
2 hrse (m-2) 16,0 8,38 7.8 5,95 3e5
M hrse 18.8 9.2 7-1 l‘-g 3e2
> 18.72 v 8.;5 - ?.1“ = 5-""3 “e 3.‘62
20.72 10.8 8.28 6,13 3.7

* Coucontraciozss problema probadas,

** puntos para el trszo de las 1

la coaceutrocida duda se observa en ia

fneas de regresifu; m = muestra.

tobia ioe Te




GRAFICA N° 2
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TLCTURAS DE LAS

COLCENTRACTONES {mcg/ml) DE GENTAMICIWA SOLA A DIFERENTLS TIEMPOS DE

TABLA No. 8

CALENTALIZNTO.

Sc

tisaro concentracibn conceutracibn concentracién zoucentracibn coaceutraniba
2060 10.0 el S50 245
450 (1-0) 14 4 8.k 8.2 Log5 2¢3
60 (a=-1) e et 7e6 525 2.6
L hro, (m=2) 175 Te6 9.82 Lob 2,46
8 broe (=3} 16l oLl 5.l42 4,25 2452
11 hre. (web) 19.4 1049 6.5 o6 240
* 14,54 . 8.4 » 6.38 - 4 4 * 2.26€
18.82 1C. % 8.62 4,85 Sed |
Puntos

gel trazo de las lfueas de regrecia. m = muestra,
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TABLA No. 9

LECTURAS DE LAS 5 CONCENTRACIONES (mcg/ml) DE GENTAMICINA CUANDO SE ENCON-

TRABA COMBINADA CON AMPICILINA A BIFERENTES TIEMPOS DE CALENTAMIENTO.

tiempo conceatracibn concentracidn ccncentracidn concentracién concentracidn

A* B* c* D* E*

150 (a-0) 2.8 6.2 9¢5 9.82 19.5
60! (z-1) 2,29 5.6 7.6 12.8 15.8
L hre. (@=-2) 3.12 5.8 6.8 13.5 20,0
8 hrs. (m=3) 243 4,48 8.8 8,94 17.5
11 brs. (o-b) 3.12 6.64 8.2 9.8 20,04
*s 2,85 **  5.69 7.9 ** 10.19 ** 19,12

2459 579 8,46 11.75 18,01

* Couceutraciones problema probadas, la concentracidu dada se observa en la tabla No. 1.

** puntos para el trazo de las lineas de regresibn. m = muestra.
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Actividad antimicrobiana de la combinacibn,
comparada con la de cada uno de los compo--

nentes por separado.

La concentracién inhibitoria minima (CIM) -
se consideré como la concentracién mids baja
que impididé el crecimiento bacteriano visi-
ble, después de haber sido calentados a - -

37°C durante 18 a 20 horas.

Las lecturas de las concentraciones inhibi-
torias minimas del isobolograma, asi como -
las del antibiogramé en D. S. T. y la cali-
ficacién de cada especie bacteriana probada
se puede observar en las tablas No. 10 , 11,
12, 13, 14 y 15, y en las tablas No. 165 175
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27 se

muestran los porcentajes acumulados de las

cepas inhibidas en la D. S. T. y en el iso-
bolograma; en las grdficas No. 5, 65 75 8;

9 y 10 su expresi6én grdfica. En las tablas
No. 28 y 29 se muestran los porcentajes --
acumulados de todas las cepas inhibidas por
los métodos de D. S. T. e isobolograna; -~

en la grifica No. 11 su expresidn.

Se consideré sinergia cuando los dos anti--
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microbianos probados inhibian a la cepa, en
una concentracién menor de la que habia si-
do necesaria para inhibir a esa misma cepa

cuando los antimicrobianos se encontraban -
solos; es conveniente insistir en que la --
D. S. T. y el isobolograma para cada bacte-
ria se realizaron con el mismo medio de cul
tivo, en los mismos voldmeres, con el mismo
inéculo, con las mismas fuentes de antimi--

crobianos y simultidneamente.

Se consideré indiferencia cuando uno u otro
de los dos antimicrobianos combinados inhi-
bian a la cepa, en la misma concentracién -
que habia sido necesaria para inhibir a esa
misma cepa cuando los antimicrobianos se en

contraban solos.

Se consideré antagonismo cuando los dos an-
timicrobianos combinados inhibieran a la ce
pa en una concentracién mayor que la necesa

ria cuando se encontraban solos.

Se consideraron cepas no calificables aque
llas que se salian del rango mds alto de -

las concentraciones usadas.

De los 163 aislamientos bacterianos proba-

dos ocurridé sinergia aparente en 72.34%; -
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indiferencia en 24.60%; no se observé anta-
gonismo y 3.06% de las especies bacterianas
no pudieron ser calificadas, por ser resis-

tentes a las concentraciones utilizadas.

Para los 40 aislamientos de Serratia sp. --
(ver tablas No . 16 y 17 y grdfica No. 5) -

los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de la ampicilina en presencia
de la gentamicina fue 5 veces mayor a la de
la ampicilina sola; la actividad de la gen-
tamicina en presencia de la ampicilina fue
aproximadamente 2 veces mayor, que cuando -
la gentamicina se encontraba sola. Esta a1l
tima observacién solo es cierta para las --
concentraciones de 2.5 mcg/ml. hacia abajo;
aquellos aislamientos que requirieron - - -
5.0 mcg/ml o mis de gentamicina sola ‘para
inhibirse, persistieron conel mismocomporta-
miento cuando la gentamicina se encontraba

acompafiada de ampicilina.

Para los 20 aislamientos de Enterobacter sp.
(ver tablas No- 18 y 19 y grédfica No.6)

los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de ampicilina en presencia de
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gentamicina fue 5 veces mayor a la de ampici
lina sola; la actividad de gentamicina acom-
pafiada de ampicilina fue aproximadamente una
vez mayor, que cuando la gentamicina se en--
contraba sola; lo anterior solo es cierto pa

ra las concentraciones menores de 2.5 mcg/ml.

En los 29 aislamientos de Escherichia coli

(ver tablas No . 20 y 21 y grdfica No. 7) -

los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de ampicilina en presencia de
gentamicina fue 2 veces mayor a la de la am
picilina sola; la actividad de gentamicinaen
presencia de ampicilina fue una vez mayor -
que cuando la gentamicina se encontraba so-

la.

Lo anterior, es cierto, tanto para ampicili
na como para gentamicina, en los rangos me-

nores de concentraciébn.

Para los 26 aislamientos de Klebsiella sp. -
(ver tablas No. 22 y 23 y grdafica No. 8)

los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de la ampicilina en presencia
de la gentamicina fue 6 veces mayor a la -

de ampicilina sola; la actividad de genta-

30



micina en presencia de ampicilina fue una -
vez mayor que cuando la gentamicina se en--
contraba sola. La observacién de la ampici
lina solo es cierta para las concentracio--

nes menores de 25 mcg/ml.

Frente a los 27 aislamientos de Salmonella
sp. (ver tablas No . 24 y 25 y grdfica No.

9) los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de la ampicilina en presencia

de gentamicina fue una vez mayor a la de am
picilina sola, y la gentamicina en presen--
cia de ampicilina parece no mostrar mayor -

actividad,que cuando se encontraba sola.

Para los 21 aislamientos de Pseudomonas sp.
(ver tablas No . 26 y 27 y grdfica No. 10)

los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de la ampicilina en presencia
de gentamicina fue 9 veces mayor a la de --
ampicilina sola; y la de gentamicina en pre
sencia de ampicilina fue una vez mayor que
cuando la gentamicina se encontraba sola, -
esto es cierto solo en las concentraciones

de combinacién, menores a 0.312 mcg/ml.

Asi mismo, para todas las especies probadas
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(ver tablas No . 28 y 29 y grédfica No. 11)

los resultados mostraron lo siguiente:

La actividad de ampicilina en presencia de

gentamicina fue aproximadamente dos veces -
mayor que ladeampicilina sola. La actividad
de gentamicina combinada con ampicilina tam
bién es dos veces mayor que cuando se encon
traba sola; sobre todo en las concentracio-

nes menores.
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TABLA No. 10

Serratia sM. Ampicilina Gentamicina Ampicilina/Gentamicina Califi-

e C.I.M. CoeloMe Cel.M. cacibn.

No. de cepa (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml)
1 25.0 0.625 0.78/ 0.312 - s
2 25.0 2.5 3.12/ 0.312 &
3 12.5 0.625 0.39/ 0.312 s
L 12.5 0.625 0.78/ 0,156 s
5 1245 1.25 0.78/ 0.312 s
6 25.0 1.25 1.56/ 0.312 s
? 50.0 0,625 6.25/ 0625 i
8 25.0 0.312 0439/ 0,312 i
9 25.0 0.312 0,78/ 0.078 s
10 100.0 1.25 3,12/ 0.625 s
11 25.0 2.5 2.12/ 0.625 8
12 100.0 2.5 1.56/ 00625 B
13 5040 25 6.25/ 04312 s
1% 100.0 1.25 12.5 / 0.625 s
15 5040 2.5 6.25/ 0.625 s
16 100.0 25 25.0 / 0.625 s
17 100.0 2.5 12.5 / 0.312 s
18 10040 540 25.0 / 0.312 &
19 1000 2.5 12.5 / 0.312 s
20 10040 1.25 25,0 / 0,156 s
21 5040 1.25 3.12/ 0.156 s
22 >100.0 2.5 0.78/ 1.25 s
23 >100.0 5.0 0.39/ 2.5 8
2k >100.0 > 20,0 >100.0 />20.0 2
25 >100.0 > 20.0 >100.0 />20.0 ?
26 >100.0 > 20.0 >100.0 />20.0 ?
27 >100.0 5.0 5040 / 2.5 s
o8 >100.0 2040 6e25/ 2040 i
29 >100.0 1.25 50,0 / 0.625 s
30 >100.0 2.5 039/ 2.5 i
M >100.0 1425 0639/ 1425 i
32 >100,0 2.5 0,39/ 1.25 s
13 >100,0 2.5 50,0 / .25 s
3L >100,0 1.25 0439/ 1.25 i
35 >100.0 5.0 100.0 / 1.25 s
36 >100.0 5.0 0.39/ 5.0 i
37 >100.0 5.0 50.0 / 2.5 s
38 >100.0 5.0 6.25/ 125 s
39 >100.0 25 3.12/ 0.625 s
ko >100.0 5.0 0.39/ 2.5 s

C.I.M. = Concentracifa Tnhibi%oris Minima;
ee pudo calificor;

> = EAayoer

que.
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TABLA No. 11

Znterobacter sp Ampiciliun Jeatanicinag Ampicilina/Gentamicina Cali
CalsMe CoT.Me CoIl.M. fica
No, de cepa (meg/ml) (wcg/ml) (meg/ml; cibn
1 >100,0 0.156 50,0 / 0,078 s
2 10n0,0 0.156 3.12/ 0.078 s
2 >100.C 0,212 0.78/ 0.078 s
4 1000 ~20,.0 510040 / 2040 :
S >100,0 >20,0 >100.0 / 20.0 i
6 >100,0 >20.0 >100.0 / 20,0 i
? >100.0 >20.0 >100.,0 / 20.0 i
R >100,0 >20.0 >100.,0 / 20,0 i
9 >100,0 10.0 0,39/ 1.0 L ¥
10 >100.0 5.0 25.0 / 125 s
1 >7100.0 >20,0 >7100.0 / 20.0 i
12 >700.0 0439 039/ 043712 s
12 100.0 1425 25.0 / 0,078 s
14 >100,0 0.312 50.0 / 0.078 s
15 100.0 0.625 50,0 / 0,078 e
14 >100.0 >20.0 >100,0 / 20.0 i
17 25.0 0.156 0439/ 0,078 s
18 25.0 0,156 0,39/ 0,078 s
19 5040 0.625 0.39/ n.078 s
20 25,0 0.156 0439/ 0,078 s
CeIl.Ms = Coancntracibn lnhibitoria Miuima; s = sinergismo; i = indiferemcia; ? = no

se pudo calificar; >= mayor que.
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TABLA No. 12

E. coli Ampicilina Gentamicina Ampicilina/Gentamicina Califi
ColoMe CoI.Me CeIlMe cacibn
No. de cepa (mcg/ml) (neg/ml) (mcg/ml)
1 25.0 0.156 3,12/0.078 s
2 >100,0 1.25 1.56/04312 s
3 >100.0 1.25 0.39/1.25 i
A >100,0 0.156 0.39/0.078 s
5 €.25 04312 1.56/0.078 5
6 3.712 0.156 0.39/0.078 s
7 3.12 0.625 0478/0.078 s
8 1.56 1.25 0.39/0.078 8
9 >100.0 0.625 0439/0.625 i
10 >100.0 1.25 0.39/1.25 i
11 >100.0 0.625 0.39/0.625 i
12 >100.0 2.5 0439/2.5 i
13 3.12 5.0 0.78/0.312 8
1% 1000 2.5 0.39/2.5 i
15 >100.0 2.5 0639/2.5 i
16 >100.0 2.5 25.0 /1.25 B
17 >100.0 1.25 0639/1.25 i
18 3.12 2.5 0.78/0.078 s
19 3.712 1.25 0.78/0.078 )
20 3.12 0.312 0.78/0.078 &
21 3.12 0.156 0.78/0.078 s
22 1245 0.312 6.25/0,078 s
23 >100.0 5.0 6.25/0.625 s
24 1.56 1.25 0.78/0.078 s
25 >100.0 5.0 0439/5.0 i
26 >100.0 5.0 0.78/2.5 s
27 >10040 0,312 0.39/0.078 e
28 3.12 2.5 1.56/0.078 s
29 >100,0 0.154 25.0 /0.078 A

Co.I.M. = Concentracisn Iuhibitoria Mfnima; s = sinergismo; i = indifereacin; 7 =

se pudo calificor;

> = rmayor gquee
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TABLA No. 13

Klebsiells sp. Ampicilina Gentamidna Ampicilina/Gentamicina Califi-
CoIl.M. C.I.M. C.I.M. cacibn.
No. de cepa. (mcg/ml) (mcg/ml) (mecg/ml)
i 50,0 1.25 12.5 / 0.078 s
2 100.0 1.25 0.39/ 0.078 8
3 >100,0 5.0 100.0 / 1.25 s
4 50.0 0.312 12.5 / 0,078 s
5 1000 0,078 0.39/ 0.078 i
3 >100.0 0.625 0439/ 0.625 i
? >100.0 5.0 0439/ 5.0 i
8 >100.0 0.625 039/ 0.312 s
Q >100.0 20.0 0.39/ 2040 i
10 >100.0 0.625 1.56/ 0.078 s
1 >100.0 0,312 0039/ 0,312 i
12 100.0 0.312 12.5 / 0.078 s
13 100.0 0.156 12.5 / 0.078 s
1 >100.0 0.312 0.39/ 0.312 i
15 >100.0 >20.0 »100.0 />20.0 ?
16 >100,0 > 20.0° >100,0 />20.0 ?
17 >100.0 1.25 0.39/ 1.25 i
18 25.0 0.625 6.25/ 0.156 B
19 50.0 0.625 12.5 / 0.078 s
20 >100.0 0.312 0.39/ 04332 i
21 25.0 0.312 12.5 / 0,078 s
22 >100.0 06312 0.39/ 0.312 g
23 50,0 1.25 0.78/ 0.312 s
2k 100.0 0.625 12.5 / 04756 e
25 >100.0 0.525 0.78/ 0,312 s
26 >4100.0 0.312 50.0 / 0.756 s

CeIoMe = Coucentracidn Inhibitoria Minima; s = sinergismo; i = indiferencia; ? = no

se pudo calificar;

>= mayor que,.
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TABLA No. 14

Salmonella sp. Ampicilina Gentamicina Ampicilina/Gentamicina Califi=-
Cel.Me CeleMe CoZalle cacién.
No. de cepa. (ncg/ml) (mcg/ml) (meg/ml)
1 100.0 5.0 0.78/0.625 8
2 50.0 2.5 12,5 /0.312 s
3 50,0 1.25 12.5 /0.078 8
4 25.0 0.625 6.25/0.078 s
5 50.0 0.625 6.25/0.078 s
6 25.0 0,156 1.56/0.078 s
? 0.78 0,312 0.39/0.078 s
8 0.78 0,312 0439/0.078 s
9 1056 5-0 0039/0-156 S
10 0.78 1425 0.39/0.078 5
1 0.78 0.312 0439/0.078 s
12 0.78 0,078 0.39/0.078 i
13 >100,0 5.0 0478/2.5 s
14 1.56 0.625 0439/0.078 8
15 - 1.56 0.625 0.39/0.078 s
16 0.78 0.312 0.39/0.078 s
17 0.78 0.156 0.39/0.078 s
18 1.56 0.312 0.39/0.078 s
19 3.12 0,312 0.,78/0.078 s
20 3.12 0,312 0439/0.078 s
21 0.78 0.312 0.39/0.078 s
22 1.56 0.312 0.39/0.078 s
23 1.56 0.312 0478/0.078 s
2h 1.56 1.25 0.39/0.078 s
25 >100.0 1.25 50.0 /0.625 s
26 0.78 2.5 0.39/0,078 s
27 0.78 0.625 0439/0.078 I

Co.I.M. = Concentracién Inhibitoria M{nima; & = sinergismo; i = indiferencia; ?
se pudo calificar; > = mayor que.
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TABLA No. 15

Pseudomonss sp. Ampiciliana Gentamicina Ampicilina/Gentanicina Califi-
Cel.HM, C.I.M. CeleMe cacibn.
No, de cepa (meg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml)
1 >100.0 2.5 12.5 / 1.25 s
2 >100.0 5.0 50.0 / 25 [
3 >100,0 0.625 2,12/ 0.312 s
4 >100.0 1.25 0439/ 1.25 i
5 >100.0 25 6.25/ 1.25 s
6 >100.0 25 25.0 / 0.625 s
7 >100.0 2e5 156/ 245 i
8 >100.0 >20.0 >100.0 /20.0 i
9 >100.0 1.25 50,0 / 0.156 s
10 >100.0 0.625 0439/ 0.625 i
1M >100.0 1.25 3012/ 0.625 s
12 >100.0 1.25 0+39/ 0.625 s
13 >100.0 1.25 3,12/ 0.625 s
14 >100.0 1.25 12.5 / 0.625 s
15 >100.0 0.625 25.0 / 0.312 s
16 >100.0 0,625 25.0 / 0.312 s
17 >100.0 0.312 -100.0 / 0.156 s
18 >100.0 0.625 50.0 / 0.312 s
19 >100.,0 >20.0 >100.0 /20.0 i
20 >100.0 >20,0 50.0 /20.0 s
21 >100.0 0.625 0,78/ 0,212 s

C.I.M. = Boncemtraéeién Inhibitoria Mfnima; s =

se pudo calificar;

>= mayor que.
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FCRCTWTAT T3 ACUMULADOS DE La CO.CENTRACION

TABLA No. 16

THHT2TTORIA MINTI

DE AMPICILINA (A) Y GENTAMICINA (C) DE 8O

ATSLANTENTOS INHIBIDOS DE Serratiz sp., PCR EL METODO DE DILUCIUN SERIADA EN TUBO

CONCEHTRACIONES CANTTDAD DE ATSLa~ CANTIDAD ACUMBLADA FORCENTAJE ACUMULA
ESPECTE (meg/xl) MIENTOS INHTBIDOS. DE ATISLAMIENTOS IN DO DE AISLAKITNTOS
HIRIDOS, INFIRTDOS.

A G A G A [¢] A G

0.39 0.078 - - - = & -

0,78 0.156 - - = = - -

1,56 06312 - 2 = L = 5.0

3.2 D - - - 15.0

Serratia sp,. Os625 . 5 2

6.25 1.25 - 9 - 15 - 375

12.5 245 3 13 3 28 75 70.0

25.0 5.0 6 8 9 36 22.5 - 90,0

50.0 10.0 b - 13 36 32.5 90.0

100.0 20,0 8 1 21 37 525 92.5
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PORCENTACTS ACUMULADOS DE LA CONCENTRACION

TABLA No. 17

ATSZAMIZNTCS ILHIZIDOS DE Sexratia 'sp. POR FL METODO DE TSOBOLOGEAMA.

NHTETTORIA LINIMA DE AMPICILINA (A) Y GENTALMICINA (G) DE kO

CCLCENTRACTIOLES

CANTIDAD DE AISLA

CANTIDAD ACUMULADA

FCRCENTACE ACCUILULA

SPECTE (acg/mL) MIENTOS INHIBIDOS | DE AISLAMIENTOS IN | IO DE ATSLAHIENTOS
HIBIDCS. TUHIRIDOS.
A G A G A G IS G
0.39 0.078 9 1 3 1 22.5 2.5
0.78 0.15¢ 5 2 4 4 35,0 1049
1.56 0,212 2 10 16 14 Lbo,0 25.0
Serratin so. il G.655 7 i g L& Boes 27.5
6425 1425 5 2 25 20 €540 75.0
1245 2¢S 3 b 23 25 725 87.5
25,0 5.0 3 1 32 26 80.0 20,0
50,0 10,0 b - 36 26 0.0 a0 .0
100.0 20.0 i 1 27 3 9245 92.5
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TABLA No. 18

FOXCEATAJES ACTUMULADOS DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA.(A) Y GENTAMICINA (G) DE 20

ATSLAMIENTOS INHIEBIDOS DE Enterobacter sp. POR EL lIETODO DE DILUCION SEKIADA EN TUBO.

CONCENTRACIONES

CANTIDAD DE AISLA

CANTIDAD ACUNMULADA

FORCENTAJE ACUNULA

ESPECIE (mcg/ml) MIENTOS INHIRIDOS DE AISLAMIENTOS IN | DO DE ATSLAMIENTOS
i HIBIDOS., INHIBIDOS.
A G A G A G A G
0.39 0.078 - - - - . -
0478 0.156 - 5 - 5 - 2540
1.56 0.312 - 2 - ? - 35.0
3.12 0.625 - 3 - 10 - 50,0
Eutcrobacter sp.
6.25 1.25 - | - 11 - 550
12.5 245 - - - 1 - 5540
2540 540 3 1 3 12 1546 6040
50.0 10.0 1 1 b 13 2080 65.0
100,0 20,0 3 - ) 13 3530 6540
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TABLA No, 19

PORCENTAJES ACUMULADOS Di LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA (A) Y GENTANICINA {G) DE 20

ATSLAMIENTOS INHIRIDOS DE Enterobacter sp. POR EL METODO DE ISOBOLOCRAMA.

CONCENTRACIONES CANTIDAD DE AISLA CANTIDAD ACUMULADA PORCERTAJE ACUMULA
ISPECI (mcg/ml) MIENTOS INHIBIDOS DE AISLAMIENTOS IN DO DE AISLAMIENTOS
RIBIDOS. INHIBIDOS,

A G A G A G A e}

0439 0,078 6 10 3 10 20.0 5040

0.78 0,156 1 - 7 1c 25,0 5040

1.56 0.312 - 1 7 1" 35.0 55.0

3.12 0.625 1 - 8 1 40.0 5540

Eaterobacter sp.

6.25 1.25 - 1 8 12 40,0 5040

12.5 245 - - 8 12 Lo.0 60,0

25,0 540 2 - 10 12 50,0 6040

50,00 10,0 3 1 13 13 65.0 6540

100.0 20.0 - ? 13 20 65.0 100.0
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TABLA No. 20

PORCEATAJES ACUMULADOS DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA (A} Y GENTAMICINA (G) DE 29

ATSLAMIENTOS INHIBIDOS DE Escherichia coli POR EL METODO DE DILUCION SERTADA EX TUBO.

COLCENTRACIONES

CANTIDAD DE AISLA-

CARNTTDAD ACUMULADA

PORCENTAJE ACUNULa

ESFECIE (meg/ml) MIENTOS INYIBIDOS. | DE ATSLAMIENTOS IN DO DE AISLANTENTOS
HIDIDOS. INHIBIDOS.
A G A G A G A G
N439 0,078 - - - - - -
0.78 04156 - 5 - 5 - 17.0
1,56 0,212 2 4 2 9 €.89 31,03
3,12 0.625 8 3 10 12 34,48 41437
Essherichia coli
£e25 1425 4 7 41 19 37.93 65551
12.5 2.5 1 3 12 25 51,27 86,20
2540 540 1 Y 13 29 Ly 82 10040
50.0 10.0 - - 13 29 by 82
190,60 2040 1 - W 29 48,27




TABLA No. 21

0.5 ACTMULADOS DE LA CCNCLNTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA (A) Y GENTAMICINA (G) DE 29

ATSLANIENTOS INHIEIDOS DE Escherichia coli PCR EL METODO DE ISOBOLOGRAMA.

vy

CONCENTRACICONES CANTIDAD DE AISLA- CANTIDAD ACUMULADA PORCESTACE ACUMULA
EPECIE (meg/ml) NIENTOS INHIBIDOS. DE AISLAMIENTOS IN DO DE AISLAMIENTOZ
HIBIDOS. INHIBIDOS.
A G A G A G A G
0439 0.078 13 15 13 15 L4 .82 51.72
0,78 0,156 8 - 21 15 72441 5172
1.56 0,317 3 2 24 1% 82.75 58.62
3,12 Q.625 1 3 25 20 86,20 68,96
Escherichia rnlf
Sl 1.25 : b 27 2b 93.10 | 82,75
H2e5 2.5 - 4 27 28 23,10 94,55
25,0 5.0 2 1 29 29 100.0 100,0
£0.0 10.0 = - = -
100.0 20.0 - = - -
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TABLA No. 22

NHIBTTORIA LILIMA DE AMPICILINA (A) Y CEKTAMICINA (G) DE 26

INHIBIDOS DE Klebsiella gp, POR EL METODO DE DILUCIDN SERIADA EiN TURO.

CONCENTRACIONES

CANTIDAD DE AISLA-

CANTIDAD ACUNULADA

PORCENTAJE ACUMULA

ESPECTE (neg/md) MIENTOS INHIBIDOS. DE AISLAZIENTCS Ti | DO DE AISLAMIENTOS
HIBIDCS. ILHIBIDOS.
A G A G A G A G
Ne39 0.078 - 1 - 1 - 3.85
0.78 0.156 = 1 . 2 - 7.69
1.56 0,312 - 8 - 10 - 38,46
3.12 0.625 . ? % 17 = 65,387
Klebsiella sp.
6.25 1.25 - L - 21 - 80.76
12+5 245 - - - 21 - 80,76
25.0 5.0 2 2 2 23 7469 88.46
50.0 10.0 4 - 6 23 23,07 88,46
100,0 20,0 5 1) 1 2h 42,30 2.30
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TABLA No. 23

PORCELTAJES ACUMULADOS DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA (A) Y CENTAMICINA (G) DE 26

ATSLAMIENTOS INHIBIDOS DE Klebsiella sp. POR EL METCDO DE ISOBOLOGRAMA.

CONCENTRACTON CANTIDAD DE AISLA | CANTIDAD ACUMULADA PORCENTACE ACUMULA
ESPECIE (mcg/ml) MIENTOS INHIBIDGS DE AISLAMIENTOS IN | DO DE AISLAMIENTOS
HIRIDOS. INHIBIDOS.
A 2] A G A G A G
0,39 0,078 1" 9 1" 9 42,30 34,61
1

0.78 0.156 2 3 13 12 50,00 16,15

1456 0.212 1 ? '"o 19 52,84 73.07

2,12 0.625 - 1 14 20 53,84 76.92

Klebsiella sp.

6.25 1.25 1 2 15 22 57.69 24,61

12,5 2.5 ? - 22 22 84,61 84,61

25.0 540 - 1 22 23 84,671 88,46

5040 10,0 9 - 23 23 88,46 88 L€

100,0 20,0 1 1 24 24 Q2,30 92,30
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PORCENTAJRS aCIMULADOS DE L& COKCENTRACT

ATSLANIENTCS INHIRILGS DE Salaonells

TABLA No. 2k

spe. FOR EZL IETODO DE DILUCION SERTADA LN

0! TNHIPITCRIA MININA DE AMPICILINA (4) Y GENTAMICISA (G) DE 27

vaC.

CONCELTRAC

ITRES

CAKTIDAD DE ATSIA

CANTIDAD ACUMULADA

PORCIITAJE ACUNTUIA

ESPLCIE (zeg/ml) LIENTCS ILRIBIDOS DE AISLAMIZNTCS IN | DC DE AISLANIENTSS
HIRIDOS. INHIRIDOS,
A G A G A 2 A S
0639 2.078 - 1 = 1 - 2,70
0.78 0,156 10 2 10 3 37.02 M2
1.56 0,312 7 10 17 13 62,66 L8,k
212 0.625 2 5 19 18 70.37 66.66
Salmonelle sp,
€.25 1.25 - 4 19 22 70437 81,48
12.5 2.5 - 2 19 24 70.37 88.88
25.0 5.0 2 3 21 27 77.77 100.0
50,0 10.0 3 - 24 - 88,88
10040 20,0 1 - 25 - 92455




TABLA No. 25

PORCENTAJES ACUMULADOS DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA (A) Y GENTAMICINA (G) D 27

AISLAMIENTOS INHIBIDOS DE Salmonella sp. POR EL METODO DE ISOBOLOGRAMA.

8Y

CONCENTRACIONES CANTIDAD DE AISLA- CANTIDAD ACUNULADA PORCENTAJE ACUMULA
ESPECIZ (ncg/ml) HIENTOS INHIBIDOS. DE ATISLAMIENTOS Ii | DO DE AISLANIERTCS
HIBIDCS. INHIRTDCS.
A G A G A a A G
0. 39 0.078 17 22 17 22 62.96 81,48
0.78 0.156 4 1 21 23 7777 85,18
156 04312 1 1 22 2k 81,48 28,88
.12 0.625 - 2 22 26 81,48 96.20
Salmonella SPe
6.25 1.25 2 - 24 26 88.88 26,29
1245 265 2 1 26 27 96,29 100.0
25.0 S0 - - 26 - 96,29
5040 1.0 ) - 27 - 100.0
100.0 20,0 - - = -
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TABLA No. 26

PORCE.TAJES ACUMULADOS DE LA CGLCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPTCTLINA (A) Y GENTAMICINA {C) DE 21

ATSLANTENTOS THHIRIDOS DE Pseudomonas sp, POR EL METODO DE DILUCTOI SEZRIADA EN TUBQ.

6V

CONCINTRACIQNES CANTIDAD DE ATISLA- CANTIDAD ACUMITADA | PORCENTAJE ACUNULA=-
ESPECIE (weg/ml) MIENTOS TWHIBIDOS. DFE AISLANTENTCS IN | DO DE ATSLAMTENTOS
HIZTDOS. * INHTETDOS,

A G A G A G A ¢}

Ne39 C.078 - - - - - -

0.78 0156 - - - “ 1 g
1.56 0,312 - 1 = 1 = L. 7€
312 0.625 - 6 - 7 - 33,32

Isecudonouls Spe
€.25 1.28 - 6 - 13 - £1.90
12,5 2.5 - L &5 17 - 8¢, 0F
25.0 50 - 1 . 18 - 8s 1
50,0 1040 - - - 18 - 85,77
100,0 2040 - - - 18 - 85.714




TABLA No. 27

PORGENTAJES ATUMULADOS DE LA CONCENTRACION INHIBITORIs MINIMA DE AMPICILINA (A) Y CENTAKICINA (G) DE 21

ATSLALTEATOS INHIZIDOS DE Pseudomouas spe POR METODC DE TSOBOLOGRALa.

0S

CONCENTRACIONES CANTIDAD DE AISLA- CANTIDAD ACUNULADA PORCERTAJL ACUMULA
ESPEICI1E (zeg/ml) NIENTOS INHIZIDOS. DE AISLANTENTOS Ii DO DE ATSLAMIENTOS
HIRIDOS. = INHIBIDOS.
A 3 A G A G A G
0629 0.078 3 - 3 - 14,28 -
0.78 0.156 1 2 L 2 19,04 9.52
1.56 0.2312 a 5 5 7 23.80 22422
3712 0.625 2 6 8 12 28,00 £1,90
Prendoniuss SPe
Fe25 1425 4 3 9 1€ h2,85 76,10
12,5 2.5 2 2 M 18 £2.38 Pe.71
2540 540 3 - N 18 6F L 6F 85,71
5040 10.0 i - 18 18 85,71 8572
100.0 20,0 1 3 19 21 90,47 100,0
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GRAFICA
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TABLA No. 28

PORCENTAJE!, ACUMULADOZ DE LA CONCENTRACION INHIZITORIA MINTHA DE AMPICITINA (4) Y GLATANICINA (G) DE TODOS

P

CS ATULAMIENTOS IGHIZIDGS (163) DE LAS DIVERSAS ESPECIZIS PRO2SADAS, FOR FL METODQ DFE DILUCION SERTALA Ei -

o

1s

pUSC,
COHCENTRACIONES CARTIDAD DE AISLA= CANTIDAD ACTI4ULADA PORCE.IMAJE ACUMULA
HSPLCIES (mey/ml) MIENTOS INHIZIDOS. DE AISLAMIENTOS T DO DE ATSLANILNTOS
HIBTDOS, THHTZIDOS,
A e} A G A G : G
0.39 0,078 - 2 - 2 - 12
Escherichia coli 0,78 0.156 M 13 1 15 6.7 0.2
Pseudowouas sp. 1.5€ 06212 9 27 20 L2 12,2 257
Luternbacter sp. 3.2 0.€25 10 28 30 70 18 L La2,9
/‘
Qebziella sp. 5.25 1.25 ' 2l i it 4949 il
2
Salamonella sp. 2.5 245 b 25 25 126 21.4 77.3
25,0 5.0 . 14 . 19 4o 145 30.0 28,0
Serratia sp. -
50.0 10,0 12 1 61 146 37.4 89,5
100.0 20.0 18 2 79 L8 L8 b Q0.7
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TABLA No, 29

PORCENTAJES ACUMULADOS DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE AMPICILINA (A) Y GENTAMICINA (G) DE TODOS LOS

AISLAMIENTOS INHIBIDOS (163) DE LAS DIVERSAS ESPECIES PROBADAS POR EL METODO DE ISOBOLOGRAMA.

CONCENTRACIONES CANTIDAD DE AISLA- CANTIDAD ACUMULADA | PORCENTAJE ACUMULA-
ESPECIES (mcg/ml) - MIENTOS INHIBIDOS. DE AISLAMIENTOS IN |DO DE AISLAMIENTOS.
HIBIDOS. : INHIBIDOS.

A <] A G A G A G
0039 0,078 59 57 59 57 36,1 3449
Zscherichia goll 0.78 04156 21 9 80 66 49,0 4ok
Pseudomonas sp. 1,56 0.312 8 26 88 92 5349 5644
Enterobacter sp. 3.12 0.625 10, 21 98 13 60,1 6943
Klebsiella =p. 6425 1.25 EL 17 109 130 66.8 7947
Salmonella &p. 12.5 2.5 1 12 123 42 75.4 87.1
Ssrrakis. avs 25.0 5.0 10 3 133 145 81.5 88.9
5040 10.0 13 1 146 %6 89.5 89.5
100.0 20.0 3 12 149 158 9.4 96.9




Porcentajes acumulados

GRAFICA N° 11
Porcentajes acumulados de todas las especies
probadas en D.S.T. y en isobolograma .

100 ] F 400
9 1 &
40 ] r §0
70 1 HY0
i é0
— L 50
90 4 H40
- L 30
20 1 20
0 ] 10

oot sorv ols6 oyz ogs 125 25 g 10 2 meg/m! (6)

0t %7 o 15 32 435 g 25

Ampicilina sola (A) -

A con G +— -

s0 w00 meg/ml(R)

Gentamicina sola

G con A

socoeoo®

(G)

eRAXWKK®



Estudio del comportamiento farmacocinético

de 1a mezcla en humanos (voluntarios sanos).

En la tabla No. 30 y grdfica No. 12 se mues
tran los niveles serosos de ampicilina cuan

do se administré separada.

En la tabla No. 31 y grafica No. 12 se mues
tran los resultados de la cinética de la am
picilina cuando se administré mezclada con

gentamicina.

En la tabla No. 32 y grdfica No. 13 se mues
tran los niveles de gentamicina cuando se -

administré separada.

En la tabla No. 33 y grdfica No. 13 se mues
tran los resultados de gentamicina cuando -

se administrd mezclada con ampicilina.

Para la construcciénh de las grdficas se ob-
tuvo la media de los 12 valores de cada uno
de los tiempos en que se tomd la muestra de
sangre; de cada media se obtuvo su desvia--

cibén estidndar (53, 54).

53



RESULTADOS DE

LOS NIVELES SEROSOS DE AMPICILINA

TABLA No.
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TAB LA Nio. 34

RESULTADOS DF LOS NIVELES SERO0SOS D& AMPICILINA ME2CLADA OB ENIDOS EN EL ESTUDIO FARMA TIC0 DE LA
AMPICILINA — GENTAMICINA (promedic 12 sujetes)
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TABLA No. 32

RESULTADOS DE LOS NIVELES SEROSOS Of SENTAMIGHIA SOLA OBTENIDOS EN EL ESTUDIO FARMACOCINETICO DE LA COMBINACION :
AMPICILINA — GENTAMICINA (promedio 12 sujstes).
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TABLA No. 33

RESULTADOS DE LOS WIVELES 3EROSOS OF GENTAMICINA MEZCLADA OBTENIDOS EN &L ESTUDIO FARMACOCINETICO DE LA COMBINACION ©
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DISCUSION

La estabilidad de los antimicrobianos valora
da a través del tiempo y a temperatura de -
37°C, nos permitid observar que no hay va--
riaciones importantes de la actividad de --
ampicilina y gentamicina solas; sin embargo,
nuestro estudio in vitro nos permitidé apre-
ciar ligera pérdida de actividad de gentami
cina cuando se encontraba mezclada con ampi
cilina, lo que parece estar de acuerdo con

otras opiniones (15, 16).

Actividad antimicrobiana de la combinacién,
comparada con la de cada uno de los compo--

nentes por separado.

En la grafica No. 5, para las 40 cepas de -
Serratia sp. la impresién general es que la
combinaci6én actfa en forma sinérgica o que
hay indiferencia; ya que en este grupo bac-
teriano no se observd antagonismo de la - -

mezcla.

En la grafica No. 6, que corresponde a las
Enterobacter sp. No se observé antagonis-
mo; la aparente sinergia de la ampicilina

combinada con gentamicina no ocurrid; la -
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mayor actividad aparente de ampicilina es -
debida a gentamicina. En cuanto a la acti-
vidad de gentamicina se antoja calificarla
de sinergismo cuando estd en presencia de -
ampicilina sobre todo en las concentracio--
nes menores; en las concentraciones de - --
0.625 mcg/ml. o mayores, los trazos se van

acercando hasta sobreponerse.

En la grafica No. 7, para las 29 Escherichia
coli existe aparente sinergismo para ampici
lina en presencia de gentamicina y lo mismo
para gentamicina en presencia de ampicilina
en las concentraciones bajas de 1.25 mcg/ml

O menos.

En la griafica No. 8, que corresponde a las

cepas de Klebsiella sp. 1la imagen es simi-
lar a las tres especies descritas anterior-
mente, en donde la aparente sinergia vista

para ampicilina en presencia de gentamicina,
y no muy clara para gentamicina en presen--
cia de ampicilina, -se debe a la actividad -

de gentamicina.

En la grdfica No. 9, para las 27_Salmonella
sp. existe aparente o moderada sinergia de

la ampicilina cuando estd en presencia de
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la gentamicina; en cuanto a la gentamicina
a primera vista la impresidn de sinergia im
portante seria una mala interpretacién, ya
que la actividad de gentamicina en presen--
cia de ampicilina se debe al efecto de ésta

Gdltima.

En la grifica No. 10, para los 21 aislamien
tos de Pseudomonas sp. se pensaria que la -
mezcla de ampicilina mds gentamicina dié lu
gar a una definitiva sinergia de la combina
cién, lo anterior se rechaza al observar 1la
actividad de la gentamicina que invalida el
feliz trazo que did la ampicilina combinada
ya que ninguna de las cepas fue inhibida --
por la concentracién mis alta de la ampici

lina sola.

No se puede afirmar con absoluta certeza --
que la combinacién de la ampicilina da lu--
gar a un efecto sinérgico, aunque la impre-
sién es que si lo da. En estas experien- -
cias no observamos efecto antagdnico de la
combinacién in vitro. En la grdfica No.11
que corresponde al conjunto de 163 ais-
lamientos se aprecia un incremento notable

de la actividad de la ampicilina cuando se
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encuentra presente gentamicina que, en un -
andlisis mis detenido, es producto de la ac
cién de la gentamicina presente en los mis-

mos tubos.

Al observar la actividad de gentamicina en
presencia de ampicilina es notable el mayor
efecto ejercido sobre las bacterias, em las
concentraciones menores a 2.5 mcg/ml. Tal
imagen podria considerarse como sinergia de
la combinacién de gentamicina con ampicili-

na.

Seglin 1o observado en la discusién, arriba

mencionada, con la metodologia utilizada -

no puede establecerse el mecanismo de ac--

cién de ese aparente estado de sinergia, -
ya que habria necesidad de estudiarlo a ni
vel de bioquimica molecular, lo cual seria
motivo de una extensién de este estudio. -
Pero lo que si observamos, es que no hay -

antagonismo. B

El comportamiento-cinético de la ampicili-
na resulté casi idéntico cuando se adminis
trdé sola, que cuando se hizo con la genta-
micina. En ambos casos la mdxima concen--

tracién alcanzada ocurrié a la segunda ho-
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ra, siendo aproximadamente de 7.0 mcg/ml. -
El descenso de las concentraciones, que co-
rresponde a la excrecidén del medicamento --
también fue similar para ambas formas de ad
ministracién; tal descenso es continuo, en-
contrandose a las 12 horas, concentraciones
ligeramente mayores de 1.0 mcg/ml. Las - -
muestras de 24 horas no mostraron actividad,
tanto las de ampicilina como las de gentami

cina.

Los resultados que se obtuvieron con la gen
tamicina, fueron pridcticamente iguales cuan
do se administré separada que cuando se hi-
zo mezclada con ampicilina (ver grdfica No.

13)is

En ambas formas de administracién la concen
tracién mis elevada se obtuvo a los 30 minu
tos, siendo aproximadamente de 6.0 mcg/ml.
La extinci6én total ocurrié a las 12 horas.
En la grifica No. 12, observamos que la --
absorcién y excreci6n ocurre de manera - -
priacticamente igual en ambas formas de ad-

ministracidn.

Las desviaciones estdndar para cada punto

son grandes lo que refleja la gran disper-
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sién de sujeto a sujeto, tanto para ampici-

lina como para gentamicina.

CONCLUSIONES

De las observaciones realizadas en este estudio se

concluye que:

1).-

2).c=

3) .=

VIII.

Con el sistema utilizado en este estudio no -
ocurre inactivacidén evidente, in vitro, al --
combinar los dos medicamentos utilizados en -

el ensayo.

La interaccidén en cuanto actividad antimicro-
biana de los compuestos no da lugar a antago-
nismo, sugiriendo mds bien que es de tipo si-

nérgico.

La absorcién y excrecién de los medicamentos
inyectados a los voluntarios, son similares -
cuando se administraron por separado que cuan

do mezclados.
RESUMEN

Se probd 1la interéccién de la combinacidén -
de un antimicrobiano aminogluc6sido y un --
beta lactdmico (gentamicina y ampicilina).
Valorindose la interaccién fisico-quimica

a 37°C durante un periodo de 11 horas.
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Se cuantificd la actividad antimicrobiana de
la combinacién frente a 163 aislamientos de
bacilos gram negativos entéricos de diferen-
tes géneros, por medio del método denominado

isobolograma (tablero de ajedrez).

Al final, se observ6é el comportamiento far-
macocinético de ampicilina y gentamicina en
12 voluntarios sanos, dividiéndose éstos en
dos grupos, A y B. El primer dia, a los --
del grupo A se les administrd la mezcla en

una sola inyeccidén y a los del grupo B se -
les administrd por separado. El séptimo --
dia se invirtieron las tormas de administra
cién. Los niveles serosos de los volunta--
rios obtenidos del primero y séptimc dia, -
tomados a diferentes tiempos, fueron cuanti
ficados después de la Gltima toma de mues--

tra.
De los resultados obtenidos se concluyd que:

1).- En el caso de la interaccidn fisico-qui
mica, no ocurrié inactivacidén in vitro,

al combinar los dos medicamentos.

2).- En cuanto a la actividad antimicrobia-
na de los compuestos no dié lugar a --

antagonismo, sugiriendo mds bien que -
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es de tipo sinérgico.

3).- La farmacocinecia de los medicamentos,
inyectados a los voluntarios, fue simi
lar cuando se administraron por separa
do que cuando mezclados.

IX.- APENDICE
CARACTERISTICAS DEL SISTEMA DE MEDIDA.
1).- Preparacién del germen de prueba para medir -
ampicilina sédica.
El germen de prueba utilizado fue - - - -

Bacillus subtilis ATCC 6633; &ste se inoculdé en dos cajas de

Petri con medio nutritivo (Mueller Hinton Agar, Difco); estas
cajas con inéculo masivo, se mantuvieron a 37°C durante 24 ho
ras, cosechando el cultivo con 10 ml. de solucidn salina esté
ril, y recogiendo la mayor cantidad posible; tal suspensidn -
bacteriana se sembr6 uniformemente en una botella de Roux que

contenia 300 ml. del mismo medio nutritivo.

Las botellas se mantuvieron a 37°C durante una sema
na para dar lugar a la esporulacidén. EIl cultivo se cosechd -
de las botellas con 30 ml. de agua destilada estéril, ponien-
do el producto en tubos de tapdén de rosca estériles; los tu--
bos se colocaron en bafio maria a 65°C durante 30 minutos; des
pués se centrifugaron durante 15 minutos, eliminandose el so-
brenadante, y restituyendo nuevamente con agua destilada es--

téril; asi preparados, todos los tubos se agitaron y se colo-
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caron nuevamente a 65°C, este proceso de calentamiento y lava
do se hizo las veces que fue necesario hasta observar que el

sobrenadante quedara completamente limpido.

Las esporas asi obtenidas se conservaron en refrige
racidén entre 4 y 8 grados centigrados (viables durante afios),

para tomar la cantidad necesaria en cualquier momento.

Una vez que se tenfan las esporas, se procedié a de

terminar la proporcidén a la que debian usarse.

Para lo anterior, se prepararon dos cajas de Petri
con una primera capa de 10 ml. de medio nutritivo (Antibiotic
Medium No. 2, Difco), para cada una de las diferentes concen-
traciones de esporas a probar, dejdndolas solidificar; a con-
tinuacién se mezclaron las esporas en agar a 50°C vertiéndolo,
en una segunda capa (capa inoculada) de 4 ml. sobre la capa -
base, repartiéndola perfectamente para que quedara homogénea.
Cuando la segunda capa se solidificé las cajas se mantuvieron
a 37°C, durante 18 horas y se determind la concentracién ade-
cuada de esporas; la seleccidén de esta concentracién se hizo
observando las cajas que presentaban un desarrollo uniforme y

delgado que para nuestra cosecha resulté ser de 0.01%.

Este germen de prueba es susceptible a ampicilina y

a gentamicina; con ello no podriamos medir ampicilina cuando
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se encontrara combinada con gentamicina.*

2).- Preparacién del germen de prueba para medir -

gentamicina.

El germen de prueba utilizado fue Staphylococcus - -

epidermidis ATCC 27626, cosechado de una caja de Mueller Hin-
ton Agar (M.H.A.), Difco, calentado durante 18 a 24 horas y -
se usé al 2% de una suspensién ajustada a 60% de trasmisidn -
luminosa (T) a 640 nm. en fotocolorimetro (Coloman Jr. II). -
El microorganismo es sensible a gentamicina y resistente a --

ampicilina.

Al Staphylococcus epidermidis era necesario resem--

brarlo diariamente, durante el transcurso del experimento, en
M.H.A., y verificar constantemente su pureza en medio de gelo

sa y sangre de borrego.

3).- Construccidn del sistema de medida (uno para

cada antimicrobiano).

El sistema de medicién para medir ampicilina, con--
sistid en la preparacidén de las cajas de Petri necesarias, --
(ver figura No. 1) utilizando como mpdio nutritivo Antibiotic
Medium No. 2, Difco poniendo una primera capa niveladora de -

16 ml. y una segunda capa de 4 ml. que contenia el germen de

* En esos casos, se inactivé a la gentamicina con MgS04 al -
2% y se impidié su difusidén utilizando, en el agar, un pH
de 5.8.
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FIGURA No. 1

CURVA ESTANDAR

MUESTRA

787 meg/ml. ] 3.75 mcg/ml. | 15.0 mcg/ml

30.0 mgg/ml.

? mcqg/ml.

e

e}

Concentracidn media de la curva 7.5 mcg/ml (PR).

Concentraciones conocidas.

Muestras problema.




prueba (Bacillus subtilis al 0,01%). Se tomaron 16 cajas pre

paradas como se indicé anteriormente, 4 de ellas se destina--
ron para cada una de las concentraciones conocidas, con excep
cién de la concentracién del punto de referencia (PR) ya que
éste se colocaba en todas las cajas sobre una linea de color-
con que previamente se marcaban las cajas al ser preparadas.

Como se observa en la figura No. 1, en cada una de las cajas

de cada grupo, se colocaron cuatro discos de papel filtro ---
(Schleicher and Schuell 940-E) de 12.7 mm. de diametro; dos -
de cllos se impregnaron con una pipeta (SMI micro/pettor, 75

microliters) usando un volumen de 0.075 ml. de la solucién -
del PR y los otros dos se impregnaron con un volumen igual de

una de las soluciones de concentracidén conocida.

De esta forma quedan, 32 discos impregnados con la
solucién de PR y 8 discos de cada una de las soluciones de --

concentracién conocida.

Hecho lo anterior, las cajas asi procesadas, se de-
jaron reposar 30 minutos invirtiéndose posteriormente y colo-
candose a temperatura constante ( 37°C) en el cuarto estufa,
durante 14 a 16 horas, quedando listas para leerse al dia si-

guiente.
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4).- Lecturas de los valores de la curva estdndar y

correccifén del sistema.

Las lecturas de los halos de inhibicifn logradas en
nuestras cajas se realizaron con un vernier de una aproxima--
cién de 0.05 mm.; los datos se anotaron en tablas para las co-

rrecciones pertinentes (ver tablas No. 35 y 36).
4.1).- Correccidén de las lecturas.

En cada grupo de 4 cajas de una misma concentracién,
se obtuvieron 8 valores para la concentracién correspondiente
a ese grupo y 8 valores para la concentracién del PR (punto --
central o punto de referencia), de los cuales se calculd por -

separadv la suma y el promedio, ver tablas No. 35 y 36.

Para corregir todo el sistema, se obtuvo la suma de
los 32 valores del PR y su promedio total; éste Gltimo se com-
paré con el promedio del PR obtenido en cada uno de los grupos
de cajas para las concentraciones conocidas; la diferencia que
se obtuvo entre el PR total y el de los 8 valores de una con--
centracién ya fuera positiva o negativa, era la correccién que
debia hacerse al valor promedio de las lecturas de las concen-

traciones conocidas, por ejemplo:
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Promedio total de PR (Ampicilina)........ 24,65
Promedio del PR obtenido del grupo de ca-

jas para la concentracién de 30 mcg/ml... 24.69
Factor de correccién (diferencia) ....... 0.04

Valor promedio de los halos de inhibicidn

para la concentracidén de 30 mcg/ml....... 30.14
Factor de correccidn..... AT OO AT ol 0.04
Valor corregido ...eeeeeeess SR @ 30.10
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Suma
Promedio

Correccién

TABLA No. 35

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA.

Microorganismo de prueba: B, subtilis ATCC 6633 al 0.01 %.

Medio de cultivo: Antibiotic Medium No. 2, pH 5.8 y 2 ¥ de MgS0,
Discos: de 12,7 mm. de difimetro.

Capa base: 16 ml.

Capa inoculada: & ml.

SULUCLUNES DUE AMPLULLLINA.

PR 1.875 PR 3.75 PR 15 ‘PR 30

24,80 | 18.50 2h,h0| 21.80 | 2bo45 27.20 2k 470 30,55

2h 45 | 18.50 25.25| 21.00 | 24,70 27.35 25.00 30,00

24,70 | 19.25 24,50 | 22.10 | 2k.h5 26,90 2k .70 29.45

24,70 | 18.45 24,75 | 20.80 | 2hk.45 27.65 2k,70 30,35

2h,15 | 18.45 24,65 | 21.25 | 24,20 26.90 2h b5 29.90

25,00 | 18.30 24,45 | 22.00 | 24.70 27.60 2h,55 30,30

24,30 | 18.30 25,00 | 21.85 | 23.85 27.20 23.95 30.30

25.30 | 18.85 25.30 | 21.85 | 24.70 27.20 25.h5 30.30

197.40 |148.60 198.30 | 172.65 |195.50 |218.00 |197.50 [24k1.15

24,67 | 18.57 24,78 | 21,58 | 2b.uk 27.25 25,69 30.1%

-0.02 | 18.55 -0.83 | 21.k5 | +0.21 27.46 -0.06 | 30.10

1.87 - a = 18.55 s 38 +2b +c -e _ 18.62

3.75 - b = 21,45 5

7.5 (PR) - ¢ = 24.65 gttt +ec-8a 455

. 5

15,0 -d = 27.46 :
Suma total del PR (7.5) = 788.70

30.0 - e = 30.10
Promedio total del PR =

2k 65
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mcg/ml

antimicrobiano en

del

Concentracion

GRAFICA N° 14

CURVA ESTANDAR DE AMPICILINA

Discos de: 127 mm .

Base : 16 ml + 4 ml. inoculados

Microorganismo : 8. subtilis 6633 al 0.01 % H
30{ Medio de cultivo: Antib. Medium N° 2 Difco 30

ph 5.8 MgS04 - al 2 %

15. 15
7.5 7.5
3.751 +3.75
1.87 A +1.87

T8 1@ 30 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Halo de inhibicion en mm.



Suma
Promedio

Correccibn

TABLA No. 36

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA.

Microorganismo de prueba: St. epidermidis ATCC 27626 al 2 %.
Medio de cultivo: Antibiotic Medium No. 2, p! 8.0

Discos: de 12.7 mm. de difmetro.

Capa base: 16.ml.

Capa inoculada: 4 ml.

SOLUCIONES DE GENTAMICINA.

PR 1.875 PR 3.75 PR 15 " PR 30

21,15 18.15 20,50 19.20 20.40| 22,00 20,40 | 22.85

20,50 | 17.55 20,50 19.20 20.40| 21.85 20,40 | 22.85

20.60 1755 21.00 19,40 20,10 22,00 20,65 | 22.85

20,00 | 17.55 20,00 19,40 20,10 | 21,55 20.45 | 22.85

20,00 17.65 20,40 18.40 20,25 21.85 20,45 | 22.85

20.85 1790 20.40 19.30 20.25 21.65 20,80 | 22.85

20.25 | 17.90 20.55 18.85 20,20 | 21.15 ‘20.65 22.85

20,50 17.90 20,20 19.00 20,40 21,55 20.30 22.85

163.85 |142.15 |163.25 | 152.75 | 162.10 | 173.60 | 16k.10 182.80

20,48 17.77 20.40 19.09 20.26 21,70 20.51 22.85

-0,06 | 17.71 40,02 19.11 40,16 | 21.86 -0.09 | 22.76
3a +2b + ¢ - @
1.875 - a=17.71 L= = 17.80
5
375 - b = 19,11 3e + 24 + ¢ - a
H=—————— = 22,94
7.5 (PR) = ¢ = 20.42 5
15,0 -d = 21.86 Suma total del PR (7.5) = 653.30
30,0 - e = 22.76 Promedio total del PR = 20.82

73



L 30

- 15

[i7:5

L 3.75

187

GRAFICA N° 15
CURVA ESTANDAR DE GENTAMICINA

Discos de: 12.7 mm

Base ! 12 ml. + 4 ml. inoculados

Microorganismo : St. epidermidis 27626 al 2 °/o
30| Medio de cultivo: Antib. Medium N°e 2 Difeo _p¥ 8.0
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5).- Trazo de la curva estidndar de ampicilina.

Esta curva se trazé con los valores corregidos de --
los halos de inhibicién que se obtuvieron en cada una de las -
concentraciones y con el promedio total del PR; teniéndose asi,
cinco puntos, que se inscribieron en papel semilogaritmico de
dos ciclos, anotdndose en las abscisas las lecturas de los ha-
los de inhibicidén en milimetros y en las ordenadas la concen--

tracidén del antimicrobiano en microgramos/mililitro.
Para obtener la linea de regresi6én se utilizaron las
siguientes férmulas:

3a + 2b + c - e
5

para el punto bajo.

[ = 3e + 2d5+ g =id para el punto alto.

Siendo:

a = Al halo de inhibicién logrado para la concentra
cibén menor conocida, expresada en mm. (1.875 --
mcg/ml.) _

b = Al halo de inhibicién logrado por la concentra-
cién de 3.75 mcg/ml.

c = Al halo de inhibicién logrado por la concentra-

cién de 7.5 mcg/ml (PR).
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d = Al halo de inhibicién logrado por la concentra-
cién de 15 mcg/ml.
e = Al halo de inhibicidén logrado por la concentra-

cién de 30 mcg/ml.

Ya obtenidos los valores del punto bajo (L) y el al-
to (H) se inscribieron y se trazé la curva de regresién (53, --

54), ver tabla 35 y grafica No. 14.

El sistema de medida para gentamicina se encuentra -

reportado en la tabla No. 36 y grdfica No. 15.
6).- Cuantificacién de los antimicrobianos problema.

La cuantificacién de la estabilidad de los antimicro
bianos problema, sometidos a la interaccién fisico-quimica (so
los y combinados) de temperatura y tiempo, se hizo utilizando

los sistemas de medida arriba descritos.

En las tablas No. 37, 38 y 39 se muestra la prepara
cién de las concentraciones conocidas problema, tanto solas -

como combinadas, preparadas con caldo Mueller Hinton, Difco.

El tipo de cajas utilizadas para medir ampicilina -
y/o gentamicina (solas o combinadas) fueron las mismas que --
las que se utilizaron en la preparacién de sus respectivas --

curvas estiandar, ver lado derecho de la figura No. 1.

En el momento de terminar de preparar las curvas es

tindar de ambos antimicrobianos, se empezaron a procesar las
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muestras problema a cada tiempo marcado en la tabla No. 2, ca

lentdndolas a 37°C y haciendo las lecturas al dia siguiente,
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TABLA No. 37

PREPARACION OE LAS SOLUCIONES (CONCENTRACTONES PROBLEMA) DE AMPICILINA (A}

Y GENTAMICINA (G) UTILIZANKDO COMO SOLVENTE l. He 3.

Solucifn madre (M) 20.mg (A o G) + 20 ml M.H.E. = 1000 mcg/ml.
CGoncentracibn Volumen Volumen
Solucién Procedimiento en inicial final
ncg/m ‘ (m1) (m1)
I(Ao@G) | 1Tm (M) + 9 ml M.H.Be 100 10 L
1IT (Ao @) | 6 m (I)+ 4 ml M.H.B. 60 10 2
1(Ao0@G) | 8 m(IT) + 8 ml M.H.B. 20 16 7
2(A0G) | 9m (1) + 9 ml M.H.B. 15 18 Q
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PROCEDIMIENTO POR 1LEDIC DEL CUAL SE OBTUVIERCN LAS PROPORCICHNES:

A, B, C, D,Y E; PARA ANPICILINA (A) Y FARA GENTAMICINA (G).

TABLA No. 38

Solucién Procedimiento Coucentracidu | Volumen Volumen
en inicial final
meg/ml . ml. rl.
3 (Ao G) 4 ml (I) + 6 mle MoHaB. Lo 10 (3
4 (A o G) 4 ml (3) + 4 ml. M.H.B. 20 8 4.5
5 (A o G) 3.5 ml (4)+ 3.5 ml M.H.B. 10 7 L
6 (A o G) 3 ml (5) 4 3 ml. MH.B. 5 6 6
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TABLA Ne. 39

FOIMA COW LA CUAL SE OBTUVIERON LAS PROPORCIONES COMBINADAS DE AMPICILINA NAS GENTAMICTHA.

Solucién Conceatracidn
Se¢ agregaront problema problema A/G Se agregaront
meg/ml
2 ml de 1la Sole 3 A A 20/2.5 2 ml de 1a Sol. 6 G
2 ml de 1a Scl. b A B 10/5 2 ml de la Sol. 5 G
2 ml de la Sole 2 A (o4 75775 2 ml de 1a Sel., 2 C
2 ml de lz Scl. 5 A D 5/10 2 ml de la Sol. 4 G
2 ml de la Sol, 6 A E 245/20 2 ml de 1la Sol, 3 2




7). Los siguientes incisos especifican los cuidados -
que se tuvieron para evitar posibles errores en -

la metodologia del objetivo No. 1.

7.1) -La primera toma de muestra (m-0), de los pro
blemas, se hizo 15 minutos después de haber
hecho las correspondientes combinaciones, --
con el fin de observar el comportamiento de

los antimicrobianos antes de ser calentados.

7.2) Una vez colocado el disco con la muestra, pa
ra evitar que se deformaran los halos de in-
hibicién, dejamos reposar las cajas 30 minu-

tos antes de ser calentadas a 37°C.

7.3),-Para evitar la evaporizacién en los tubos --
que contenian las concentraciones problema,

fueron sellados con papel parafilm.

7.4) Con el objeto de no tener variaciones en la
temperatura (37°C) la toma de muestras se -

realizaron en el cuarto estufa.

7.5) La solucién de PR que fue utilizado durante
el experimento se mantuvo en refrigeraciodn,
para evitar cualquier alteracidén en su com-
posicién. E1 PR se prepar6é en volumen sufi
ciente para ser utilizado, tanto en las ca-

jas de la curva estdndar, como en las cajas
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que contienen las concentraciones problema.

7.6).dLas lecturas de los halos de inhibicién de
las curvas estdndar, PR y de las concentracio
nes conocidas (solas y combinadas) se reali-
zaron al dia siguiente, con el fin de que --
nos proporcionaran el crecimiento bacteriano
ideal y obtener halos perfectamente defini--

dos (ver fotos No. 6 y 7).

8).-Forma de ajustar los valores encontrados de los -
problemas (concentraciones probadas), con el va--

lor del PR de la curva estdndar correspondiente.

En cada una de las cajas con muestré problema se
midié el halo de inhibicién logrado (dos datos) y también el -
logrado por el PR (dos datos), como se muestra en la tabla No.
40, que corresponde a las primeras muestras (muestra-0) toma-
das a los 15 minutos, de las 5 concentraciones probadas de am

picilina sola, que se anexan para ejemplificar.
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No. 6. La fotografia muestra los halos de inhibicién
logrados por la concentracion de 5 mcg/ml, en
la curva estdndar que se hizo con soluciones
en plasma, siendo el PR = 2.5 mcg/ml.

No. 7. En esta fotografia se muestra la forma en --
que se median los halos de inhibicién logra-
dos, tanto para las curvas estdndar como pa
ra las concentraciones problema.
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TABLA No. 40

ESTABILIDAD DE AMPICILINA SODICA EN M. H. B. A 37°C.

T (hre) PR Concen- PR Concen- PR Concen-| FR Concen- PR Concen-

tracién tracién tracién tracibn tracién
245 5«0 765 10.0 20,0

134 23.80 19.65 24,20 24.00 | 2B.35| 24.70 | 2L.5 25075 24,55 28.k0

(m-0) | oy no| 20.00 | 24.60| 22.85 | 24.35| 24.80 |24.50| 26.00 | 2h.55| 28.40

S 48.20 | 39.65 | 48.80| 46.85 | 48.70] 49.50 |49.00] 51.75 | 49.10] 56.80

P 24,10 19.82 2L 4o| 23.42 24 ,35] 24,75 24,50 25.87 24,55 28.40
(o} +0.55 20,37 +0.25| 23.67 +0,30] 25.05 | +0.15] 26.02 +0,10 28.50
L 2.78 mcg/ml £.2 meg/ml 8.5 meg/ml |10.8 mcg/ml | 19.5 meg/ml

S= suma. DP- promedio. C= correccién. L= lectura. m= muestra. PR= (2L.65
meg/ml).

Las lecturas de los halos de inhibicidén obtenidas -
de las concentraciones conocidas problema, una vez corregidas
como lo muestra el ejemplo de la tabla No. 40, se concentra--
ron en las tablas Nos. 6, 7, 8 y 9; con sus correspondientes
grificas de estabilidad a través del tiempo, ver grdficas ---

No= 15, 2, 3 vy 4.
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Suma
Promedio

Correccién

TABLA No. 41

LE_TURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CCRRECCION DEL SISTEMA.

Microorganismo de prueba:.E: subtilis ATCC 6633 al 0.01 %.

Medio de cultivo: Antibiotic Medium No. 2, pH 5.8 y 2 % de MgsOy
Discos: de 12,7 mm, de diémetro.

Capa base: 12 ml.

Capa inoculéda: L m.

SOLUCIONES DE AMPICILINA.

PR 0.625 PR 1.25 PR 5.0 | PR 10,0
20.30 14,00 20,80 | 18.40 | 20.70 23.,40] 20.80 | 27.60
20.10 14.90 21.30 | 18.20 | 20.20 23.20] 21.10 | 26.90
20.30 15.10 21.20 | 18.20 | 20.70 23.90| 20.90 | 27.20
20,50 15.30 20.90 | 17.70 | 20.20 23.80| 20.90 | 26.60
21.00 15.70 21.00 | 17.60 | 20.80 23.70] 20.60 | 26.30
20.90 15.50 20.50 | 18.00 | 21.80 2h.60| 20.70 | 26.90
20.90 14,80 20.80 | 18.00 | 20.50 23.k0| 21.10 | 26.90
20.80 15.40 20.80 | 17.70 | 21.30 24,10| 20.90 | 26.80

164,80 | 121.30 | 167.30 | 143.80 | 166.20 190.20| 167.00 |215.20
20.60 15.16 20.91 | 17.97 | 20.77 23.77| 20.87 | 26.90
+0.19 15.35 -0.12 | 17.85 | +0.02 23.,79] -0.08 | 26.82

3a + 2b + ¢ - e

0.625 - a = 15,35 L = = 15.1%
5
1.25 - b = 17.85 3 + D0 46 =8
2.5 (PR) - ¢ = 20.79 Hi= s = 26.69
5.0 - d = 23.79 . Suma total del PR (2.5) = 665.30
10,0 - e = 26.82 Promedio total del PR = 20.79
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Suma
Promedio

Correccién

TABLA No. k2

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA.

Microorganismo de prueba: St. epidermidis ATCC 27626 al 2 %.
Medio de cultivo: Antibiotic Medium No. 2, pH 8.0

Discos: de 12,7 mm. de didmetro.

Capa base: 12 ml.

Capa inoculada: 4 ml.

SOLUCIONES DE GENTAMICINA.

PR 0.5 PR 1.0 PR L,0 PR 8.0

18.30 15.60 17.80 17.40 17.50 19,00 17.40 20.20

18,00 | 15.40 18.20 16.90 18.30| 19.60 18.10 19.90

17.80 | 14.90 18.30 16.40 17.,4b0| 19.20 17.90 19.70

>17.9O 15.60 18.60 17.50 17.50 19.50 17.80 20,20

17.80 | 15.50 18.40 16.90 18.30| 19.50 18.80 20.10

17.70 1 15.70 18.80 16.80 18.70{ 19.80 18.00 20,00

17.30 | 15.00 18.00" 16,70 17,90 | 18.60 18.50 20,00

17.40 15.80 17.80 16.70 17.80 18.80 18.30 20.20

142,20 |123.50 145,90 135.30 143,40 154,00 144,80 160.30

1777 15.43 18.23 16.91 17.92 19.25 18.10 20,03

40,23 | 15.66 -0.23 16.68 40,08 | 19.33 -0.10 19.93

3a + 2b + ¢ - e

0.5 - a = 15.66 L = —————————————'= 15.68
. 5 ‘
1.0 - b = 16.68 3e +2d +¢c - a
o ———————— 0.1
2.0 (PR)- ¢ = 18.00 H = 20.15
4,0 -d = 19.33 Suma total del PR (2.0) = 576.30
8.0 - e = 19.93 Promedio total del PR = 18.00
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TABLA No. 43

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA.

Microorganismo de prueba: B. subtilis ATCC 6633 al 0.01 %

Medio de cultivo: Antibiotic Medium No. 2, pl 5.8 y 2 % de MgSOy
Discos: de 12.7 mm. de diémetro.

Capa base: 12 ml.

Capa inoculada: 4 ml.

SOLUCIONES DE AMPICILINA.

PR 0.625 | PR 1.25 PR 5.0 PR 10.0
20.90 | 16.00 20.40 | 17.70 20,40 | 24,00 20.30 | 26.50
20.70 | 15.40 20,50 | 17.60 20,90 | 23,50 19.80 | 26.00
20.50 | 15.40 20.90 | 18.60 20.90 | 23.60 21.20 | 26.20
20.60 | 15.40 20.70 | 17.80 20.60 | 23.%0 20.70 | 26.10
21.30 | 16.60 20.80 | 18.00 20.30 | 23.60 20.60 | 25.60
20.80 | 14.90 21,30 | 18.20 20.80 | 23.30 20.60 | 25.90
20,10 | 15.30 21.50 | 19.30 20.80 | 23.60 '21.50 27.00
20,70 | 15.20 20.80 | 17.70 20.60 | 23,00 21.10 | 26.50
Suma 165,60 [124,20 | 166,90 |144.90 165,30 | 188.00 | 165.80 |209.80
Promedio 20,70 | 15.52 20.86 | 18.11 20.66 | 23.50 20,72 | 26.22
Correccién| +0.03 | 15.55 -0,13 | 17.98 +0.07 | 23.57 +0.01 | 26.23
0.625 -'a = 15,55 L = A ek = 15.bk2
1,25 - - b = 17.98 3e + ?3 +¢c-a
H=——————————= 26,20
2.5 (PR) - ¢ = 20.73 5
5.0 - d = 23,57 Suma total del PR (2.5) = 663.60
10,0 - e = 26.23 Promedio total del PR = 20.73
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Discos: 12.7 mm.

Base : 12 ml + 4 ml inoculados

Microorganismo: B. subtilis 001 %

Medio de cultivo : Antib. Medium N° 2 Difco
pH 6.0 + MgSO, al 2 %

5 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Halo de inhibicion en mm.



TABLA No, b4k

LECTURA DE LOS VALORES DE LA CURVA ESTANDAR Y CORRECCION DEL SISTEMA.

Microorganismo de prueba: St. epidermidis ATCC 27626 al 2 %.
Medio de cultivo: Antibiotic Medium No. 2, pH 8.0

Discos: de 12.7 mm. de difmetro.

Capa base: 12 ml.

Capa inoculada: 4 ml.

SOLUCIONES DE GENTAMICINA.

PR 0.5 PR 1.0 PR 4,0 PR 8.0

19,20 | 16.60 18.90 1760 18.90 | 20.80 19.40 21.60

19.20 | 16.00 18.80 17.90 19.00 | 20.20 — 21.80

20,00 | 16.30 18.70 17.50°| 18.30| 19.90 19.20 21.90

18.80 | 16.60 19.40 18.00 18.50 | 19.50 19.30 22,20

18.90 | 16.40 19.20 17.70 19.00 | 20,10 18.50 21.80

—— 16.90 18.50 17.30 18,70 | 20,50 18.70 21.60

19,90 | 16.20 18.80 17.30 19,00 | 20.20 18.60 21.60

18.60 | 16.k0 18.70 1750 18.30| 20.80 18.40 20,80

Suma 134,60 [ 131.40 | 151.00 | 140.80 | 149.70 162,00 | 132.11 173.30
Promedio 19,22 | 16.42 18.87 17.60 18.71| 20.25 18.87 21.66
Correccién -00.31 | 16.11 40,04 17 .64 40,20 | 20.45 +0,04 21.70

3a + 2b + ¢ - e

gp = wemabetd L= = 16.16
5
0 sl 3e +2d +¢c - &
2.0 (PR)- ¢ = 18.91 H =—_;___________ 21.76
L,0 - d = 20.45 Suma total del PR (5009 = BeRAD
8,0 - e = 21,70 Promedio total del PR = 18.91
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