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1. INTRODUCCION




1.1. CONSIDERACIONES GENERALES.

Las infecciones causadas por P.aeruginosa han aumentado conside-

rablemente en los Wltimos afios, plantedndose su tratamiento como un
problema dificil, tanto por su insensibilidad, como por la resistencia
que presenta a muchos antibidticos (53,65,72,73,82,88,92,95,97,122,123, -
140).

P.aeruginosa es un microorganismo del género Pseudomonas, carac-

terizado por ser un bacilo Gram negativo,aerobio estricto, de morfologia
variable, crece en agar sangre formando colonias de aspecto cremoso,ru-
goso o mucoide, color amarillo verdoso, con olor a manzana. Su habitat
natural es el suelo,agua,vegetales y aire. También se aisla en el 10% de
las heces humanas (11,61,125,132,160). SAélo cuando encuentra las
condiciones adecuadas, en sujetos con alteraciones de sus mecanismos de

defensa o sometido a tratamiento inmunosupresor, va a producir

patologia (32,40,50, 70,71,110).

Los beta-lactdmicos que vamos a estudiar son un grupo de antibidti-
cos formado por penicilinas y cefalosporinas estrechamente relacionados,
teniendo todos ellos un anillo beta-lactdmico del cual depende la activi-

dad antibacteriana.

Estructuralmente las penicilinas se caracterizan por tener un anillo
de tiazolidina que contiene azufre unido a un anillo beta-lactdmico y
una cadena lateral que determina las caracteristicas individuales de
cada wuna. Las cefalosporinas son antibidticos semi-sintéticos derivados

de Cefalosporina C producida por Cephalosporium acremonium. Su nucleo

activo, el dcido 7-aminocephalospordnico,tiene un anillo beta-lactdmico
unido a otro de dihidrotiacina. Difiere bdsicamente de las penicilinas en

que posee sdlo dos puntos asimétricos comparados con los tres del



dcido-6-amino-penicildnico.

El mecanismo de accién de los beta-lactdmicos, calificados como
bactericidas, se traduce en una inhibicién de las sintesis de proteinas
estructurales de la pared bacteriana, aunque el de las penicilinas se
haya estudiado mejor que el de las cefalosporinas. Hay descritos una
‘serie de efectos moleculares que podrian resumirse en lo siguiente: Los
beta-lactdmicos presentan parcialmente una estructura semejante a la D--
alanil-D-alanina, unico componente de la pared de las células
procaridticas y sustrato del enzima transpeptidasa. La inhibicién de la
transpeptidasa por esas estructuras andlogas impide el entrecruzamiento
de nuevas subunidades de mureina, componente esencial de la pared
bacteriana. La ausencia de entrecruzamiento da lugar a una pared
celular de estructura débil, y ésto permite la acumulacidn de masas
citopldsmicas y la posterior rotura osmética de la pared celular. Por
otra parte es conocido que hay varios enzimas bacterianos que se
inhiben por las penicilinas (carboxipeptidasas,endopeptidasas y trans-
peptidasas), existiendo también entre los diferentes beta-lactdmicos,
uniones especificas a 'proteinas fijadoras de penicilinas'" de las que
dependen también efectos especificos. Los beta-lactdmicos causan pérdida
de la viabilidad de células intactas y en muchas especies pueden causar
una completa lisis celular. Son activos frente a enterobacterias incluida

P.aeruginosa, cocos Gram-positivo, cocos Gram-negativc y algunos

anaerobios.

El principal mecanismo de resistencia de las bacterias a los
beta-lactamicos es la produccién de beta-lactamasas (grupo de enzimas
capaces de hidrolizar el anillo beta-lactamico e inactivar el antibidti-
co). La efectividad de una betalactamasa de conferir resistencia a una
cepa depende de varios factores: afinidad del enzima por el antibidtico

beta-lactamico, velocidad en la reaccién de hidrdlisis y probablemente
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la razén méas importante es la cantidad de antibidtico expuesto a la

accion enzimadatica.

Las bacterias Gram negativos producen una gran variedad de beta-
lactamasas, algunas son predominantemente activas frente a penicilinas,

mientras que otras son muy activas contra las cefalosporinas (13,21,64,-

66 93,120,139).

Entre los posibles factores que afectan la actividad antimicrobiana
de los beta-lactdmicos hay que sefialar el pH. La actividad es menor a

pH bdsico y mayor a pH dcido (60).

Los aminoglicésidos son un grupo de antibidticos bactericidas estre-
chamente relacionados, derivados de actinomicetales, unos del género
streptomices (framicetina,kanamicina, neomicina, paromomcina,estrep-
tomicina y tobramicina) y otros del género micromonospora (gentamicina
y sisomicina). Son compuestos policatidnicos que se usan generalmente en
forma de sales de sulfato y que contiene 2-desoxitriptamina,con
amino-azucares unidos por enlaces glicosidos. Se les ha denominado

también aminociclitoles y aminoglucdsidos.

Desde el punto de vista de sus efectos bacterianos,tienen el mismo
espectro antimicrobiano. Actdan interfiriendo la sintesis de proteinas

bacterianas, por unidn irreversible a la porcidén 30 S del ribosoma.

Aunque el mecanismo exacto de interferencia de la sintesis de
proteinas no esté suficientemente explicado, si se sabe que el efecto es
bactericida y ocurre rdpidamente, no dependiendo de la fase de
crecimiento de la célula bacteriana. Debido a sus fuertes cargas
catidnicas, dafian las membranas celulares bacterianas al combinarse

con grupos anidnicos de las membranas bacterianas, ademds pueden
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bloquear la produccién de energia en los primeros pasos metabdlicos del

ciclo de KREBS. (39,60,66,78, 93).

Son mas actives contra bacilos Gram negativos. La mayoria de las
bacterias Gram positivas y las anaerobias presentan resistencia natural
a los mismos. Los mecanismos de resistencia se asocian a la existencia
de plédsmidos que son capaces de producir enzimas inactivantes por reac-

ciones de fosforilacién,acetilacién o adenilacién.

Se ha descrito un posible mecanismo no enzimdtico que determina la
aparicidn de resistencia comin con la que se presenta ante los demds
aminoglicésidos, consistiendo en una relativa impermeabilidad, o una

menor capacidad de unién a la bacteria (44).

La existencia de resistencia cruzada entre los aminoglicdsidos
depende de 1la prevalencia que en cada bacteria adquieran los
mecanismos de resistencia, enzimdticos en unos casos, y no enzimdticos
en otros (39,60, 66,78,93). Asi se ha seflalado que sisomicina es
inactivada por los mismos enzimas conocidos que gentamicina, por nueve
de los once enzimas conocidos que inactivan a la tobramicina, y por uno

de los dos enzimas conocidos que inactivan la amicacina (92,116,128, -

131).

Entre los posibles factores que afectan a 1la actividad an-
timicrobiana de los aminoglicésidos hay que sefialar el pH. La actividad
es menor a pH dcido, y mayor a pH alcalino (28). Por otra parte se ha
seflalado los efectos inhibidores de la accién antimicrobiana -in vitro-
al incrementar la concentracién de calcio y magnesio en el medio, (34,-
39). Parece que no se debe a inactivacién del aminoglicésido (161), sino

que actuan en una zona externa de la membrana celular.



1.2. INTERACCIONES DE ANTIBIOTICOS.

Desde el afio 1908, a propuesta de EHRLICH (22) se han venido utili-
zando de forma creciente combinaciones de quimioterdpicos en determina-
das infecciones. La indicacién de tal medida terapeitica, venia
aconsejada en las infecciones graves, o en aquellas producidas por gér-
menes desconocidos o multirresistentes. Mds tarde KROGSTAD (74) sefiala
las razones tedricas que justifican el uso combinado de antibidticos
basdndose en las siguientes observaciones:a) Las combinaciones de
antibidticos disminuyen la aparicidén de cepas resistentes, en aquellos
casos que se necesita un tratamiento prolongado.b) Disminuyen la
toxicidad secundaria al reducir la dosis del antibidtico téxico, sobre
todo cuando se hacen combinaciones con aminoglicésidos.c) La eficacia
probada en las infecciones polimicrobianas o mixtas ya que cada
antibidtico ejerce su efecto por un mecanismo de accién distinto.d) Por
ultimo, se sabe que algunos pacientes con determinadas afecciones
graves, tuberculosis,endocarditis, etc, mejoran de forma llamativa

cuando se usan combinaciones de antibidticos como tratamiento.

Otro dato a favor de las combinaciones es que los aminoglicésidos
sdlos carecen de actividad contra microcrganismos Gram positivos impor-
tantes, como el estreptococo. Por esta razdén una penicilina o cefalospori-
na se ha venido incorporando en forma combinada a la terapeutica de

las infecciones producidas por éstos microorganismos (66,91).

Cuando dos antibidticos actian simultdneamente sobre una poblacién

bacteriana homogénea, el efecto puede ser de:

Sinergia: Cuando la accién combinada es significativamente mayor

que la suma de las acciones de los antibidticos separadamente.



Adicién: Cuando la accidén combinada es equivalente a la suma de

las acciones de cada antibidtico por separado.

Indiferencia: Cuando la accién combinada de ambos antibidticos no

es mas potente que la del mas efectivo empleado solo.

Antagonismo: Cuando la accién combinada es menor que la del anti-

bidtico mds efectivo si éste se emplea solo (62).

El término efecto sinérgico,usado para justificar la terapeutica de
combinacidén, presenta consideraciones diferentes cuando se usa aplicado
a estudios "in vitro'", o en estudios '"in vivo'". De igual forma existe
cierta controversia en cuanto a los criterios de interpretacién de las
técnicas utilizadas para su valoracién (BEREMBAUM (9), NORDEN
(104) ,WEINSTEIN (152). Precisamente el efecto sinérgico "in vitro" ocurre
con considerable regularidad cuando los aminoglicésidos se combinan con
penicilinas antipseudomonas utilizadas en sujetos que presentaban
alteraciones en sus mecanismos de defensas (ANDERSON (2),RAHAL (117),
YOUNG (156,157).

Los dos métodos mds aceptados para conocer la interaccidén de
antibidticos son: Uno estdtico, la técnica de dilucién en cuadrado, en
medio sélido; otro dindmico, la curva de muerte, en medio liquido
(33,127,150). Con la primera se valora el efecto de la combinacién en
términos de inhibicidn o bacteriostasis, permitiendo poder estudiar

varias cepas a la vez.

Con la curva de muerte, sin embargo, se obtienen los datos en
términos de muerte bacteriana o efectos bactericidas, valorados en
distintas fracciones de tiempo a lo largo de 24 horas. Entre las

limitaciones de ésta técnica se encuentran: El no poder estudiar
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simultdneamente mds de una cepa. Ademds, las repetidas tomas de la
muestra original a lo largo de las 24 horas, no permite estudiar un
elevado numero de combinaciones de antibidticos, ni utilizar una amplia
gama de concentraciones. Pero, por otra parte, tiene la ventaja de
posibilitar el estudio de la influencia de diversos pardmetros en la
interaccién antibidtico-microorganismo.Los resultados de ambas técnicas

muestran buena correlacidén en términos de bacteriostasis PEREA (112),

WEINSTEIN (152).

Para algunos autores (BEREMBAUM (9), y SKALOVA (134)) 1la
correlacién entre ambos métodos de estudio de la accién combinada de los
antibidticos depende en gran medida de los criterios elegidos. Otros, sin
embargo, como MOELLERING (98) y NORDEN (103) afirman que no se
pueden comparar los resultados obtenidos con ambas técnicas ya que con
ellas se miden efectos diferentes. La falta de correlacién de ambos
métodos seguin NORDEN (104) podria deberse a factores técnicos ya que
ambas pruebas pueden no hacerse el mismo dia y fundamentalmente,afir-
man también, que esas discrepancias podrian deberse a los diferentes

criterios utilizados en la interpretacién de los resultados.

La interpretacién de los datos obtenidos con la técnica de dilucidn
en cuadrado se puede hacer siguiendo un criterio de reduccién de la CMI
(Concentracién Minima Inhibitoria)o valorando el indice de la concentra-
cidn 1inhibitoria fraccionada (FIC). JAWETZ, (62) considera que existe
sinergia cuando el efecto de wuna combinacién excede a la suma
algebrdica del efecto de sus constituyentes separadamente. Otros autores
DASCHNER (18),MOELLERING (98),NORDEN (104) afirman que existe siner-
gia cuando la concentracidén bactericida de cada uno de los antibidticos
de la combinacién se reduce a un 25% de la requerida por cada
antibidtico sdélo, para inhibir el crecimiento. De 1lo anteriormente

expuesto podemos deducir que no existe unanimidad de criterios para



9

considerar una cepa como sinérgica frente a wuna combinacién de

antibidticos.

En cuanto al 1indice FIC hay que seflalar que también existe
controversia en cuanto a los criterios dados para interpretar los
resultados. BEREMBAUM (8) introdujo este concepto como 1indice de
interaccidn considerando que existe sinergia si es inferior a 1, adicidn
si es igual a 1 y antagonismo cuando es superior a 1. Otros autores le
dan valores distintos, asi FELDMAN (26) considera que existe sinergia
cuando el indice FIC es menor a 0,8, adicidén cuando va desde 0,8 a 1,2
y antagonismo si es mayor de 1,2. En el criterio seguido por ELION (23)
y PEREA (112) la sinergia tiene lugar cuando el indice FIC es menor o
igual a 0,75. Adicién si estd entre 0,75 y 1. Indiferencia si es mayor

que 1, y antagonismo si es mayor o igual a 2.

En cuanto a la valoracién de los efectos de combinacidén de
antibidticos utilizando la curva de muerte en medio liquido, tampoco e-
xiste un criterio aceptado por todos. Mientras que unos consideran que
existe sinergia cuando a las 4 horas la reduccién del numero de
unidades formadoras de colonia (UFC) provocada por la combinacién de
antibidticos es al menos 1 1og10 superior a la reduccién provocada por el
antibidtico solo de mayor actividad FU (28), JAWETZ (62). Para otros la
reduccién es medida a las 24 horas siendo los valores de reduccién
cifras superiores a 2 log;y (COOPER (115) y NORDEN (103), 3 log,,
(WEINSTEIN (152) o mds, (THOMAS (139).

Al aplicar criterios bactericidas, se encuentra con frecuencia en las
curvas de muerte un descenso en el numero de bacterias viables hasta
las 4 4 8 horas, con un recrecimiento posterior. Esa incapacidad de
mantener el ritmo de muerte bacteriana por parte de los antibidticos,

solos 6 en combinacién, no tiene una explicacién concluyente por el
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momento. No hay datos suficientes para saber si dosis adicionales de
antibidticos permitirian evitar el crecimiento. Tampoco se sabe si las
bacterias cultivadas al final de las 24 horas tienen las mismas
caracteristicas morfoldgicas,estructurales,antigénicas de sensibilidad o
resistencia a los antibidticos y a los factores inmunoldgicos inespecificos

que tenian las bacterias originales.

Todo ello obliga a una comprobacidén y seleccién adecuada de los
métodos y criterios mds idéneos para abordar con precisién el estudio de

las interacciones de antibidticos.



2. PLANTEAMIENTO
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El presente trabajo trata de abordar los siguientes aspectos:

a) El estudio de la sensibilidad de 100 cepas de P.aeruginosa

frente a seis antibidticos betalactdmicos (imipenema,cefotaxima,ceftazi-
dima,moxalactam,cefoperazona,azlocilina) y tres aminoglicésidos (sisomi-
cina,amicacina,gentamicina), mediante el cdlculo de la concentracidn

minima inhibitoria (CMI1).

b) Estudio de posibles interacciones entre los antibidticos betalactd-
micos y aminoglicésidos sefialados en el apartado anterior sobre

P.aeruginosa en medio de cultivo sdélido. Mediante el calculo del indice

FIC se determinardn posibles efectos ''sinérgicos',de '"adicién'", '"indife-

rentes', "antagdnicos" 6 "favorables" de los mismos.

c) Elaboracién y estudio de las curvas de muerte en medio liquido

de tres cepas de P.aeruginosa frente a dos betalactdmicos (cefotaxima,-

ceftazidima) y tres aminoglicésidos (sisomicina,amicacina y gentamicina)
utilizados en concentraciones subinhibitorias 6 inhibitorias. La eleccidn
de las concentraciones a utilizar vendrd determinada por el comporta-
miento que tengan previamente en el estudio sefialado en el apartado b)
con la técnica de dilucién en cuadrado, en medio de cultivo sélido.
Tomando muestras a las 0,1,2,4,8 y 24 horas valoraremos los siguientes
aspectos: Las modificaciones en la poblacién bacteriana; las variaciones
en la sensibilidad y resistencia inicial del microorganismo; la turbidez
y el pH del medio de cultivo y las variaciones en las concentraciones de

los antibidticos utilizados.

La valoraciéon de las modificaciones en la poblacién bacteriana se
hara estudiando las variaciones a lo largo del tiempo del numero de

colonias viables, los tipos morfolégicos de colonias que aparezcan y las

variaciones morfolégicas de las células bacterianas,mediante técnicas de
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tincidn.

Se estudiard la evolucidén de la sensibilidad de las cepas a lo largo
del tiempo para comprobar si se producen variaciones de las CMI inicia-
les en presencia de los antibidticos solos y en combinacidén. Se valorardn
las modificaciones de 1la turbidez del medio de cultivo liquido

comparandolo con el numero de bacterias viables.

Se estudiardn las posibles variaciones en el pH del medio de cultivo

liquido ya que éstas pueden suponer cambios en la actividad de los

antibidticos.

Se valoraran igualmente las variaciones de las concentraciones de
antibidticos a lo largo del tiempo mediante cromatografia liquida de alta
presién, unico método capaz de detectar concentraciones de dos antibidti-

cos en combinacidn.

La informacién obtenida en la ultima parte nos permitird compren-
der de una forma dindmica la interaccién de los antibidticos y encontrar

posibles explicaciones al resultado final.

Basados en este estudio se podrdn sugerir nuevas pautas terapeuti-

cas en las infecciones causadas por P.aeruginosa, que por la gravedad

que suelen presentar,nos parecen del mayor interés.



3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. MATERIAL.

3.1.1. Cepas bacterianas.

Para el presente estudio, hemos wutilizado 100 cepas de

P.aeruginosa, aisladas de muestras clinicas procedentes de enfermos

ingresados en el Hospital Universitario de Sevilla.

Las cepas control utilizadas en la determinacién de las Con-

centraciones Minimas Inhibitorias (CMI) fueron:

Cepas bacterianas Referencias
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922

3.1.2. Medios de cultivo.

Caldo Mueller Hinton (MHB)(Difco).

Infusidn de carne. ..oieeeneennecennns 300 g.

Casamino d4cidoS.eceeieeeenensanennnnns 17,5 g.
Almidén soluble. ....... Ceeereneeenans 1,5 g.
Agua destilada...cceevieeneriennnnnnns 1000 ml.

Agar Mueller Hinton (MHA)(Difco).

Infusidn de carne....cveveeeeieeneeeans 300 g.
Casamino d4CidoS.eeeceneeceecnsannes .o 17,5 g.
Almidén soluble...vveveinnenns, ceesses 1,5 g,
Agar....... Ceeesetiiaatatt ettt nannans 17 g.

Agua destilada......... Cecesersesacens 1000 ml.



Agar

sangre (AS)(Difco).

Infusidén de corazén de buey

TriptoSA.eeeeeeeeeecnneeeessoscsonnnnns

Cloruro SOdiCO. v e eseensnseseacacasonse

16

1 ml. de sangre venosa,colocada en placa Petri mds el medio

estéril enfriado.

3.1.3. Reactivos y compuestos quimicos.

Acetonitrilo.

Acido bdrico.

Buffer fosfato.

EDTA.

Etanol.

Filtro millipore.

Gel de silice.

Isopropanol.

Metanol.

2-mercaptoetanol.

O-oftalaldehido.

3.1.4. Antibidticos.

Hemos utilizado 'polvo valorado" (solo y en

los siguientes antibidticos.

combinacidn)

de
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Beta-lactamicos Aminoglicésidos.
Imipenema Sisomicina.
Cefotakima Amicacina.
Ceftazidima Gentamicina.
Moxalactam

Cefoperazona.

Azlocilina.
Sefialamos a continuacién las caracteristicas que mds nos interesan
destacar desde el punto de vista microbiolégico de los antibidticos

utilizados en este trabajo.

Beta-lactdmicos:

La Azlocilina es una ureido penicilina derivada de la acilacidén de
la ampicilina. Es activa frente a gérmenes Gram-positivos con la excep-

cién de Staphylococcus productores de penicilinasa, cocos Gram-negativos

como N.gonorrhoeae y N.meningitidis, y bacterias Gram-negativas como

enterobacterias y P.aeruginosa y bacterias anaerobios.

Es sensible a la accién de las beta-lactamasas. El pH optimo de ac-
tuacién al igual que el de todas las penicilinas es dcido. Es estable du-
rante meses en forma de polvo, pero una vez hidratada se descompone

rdpidamente permaneciendo activo como méaximo una semana a 4°2C.

(13,93 99).

La ImiEenema es la N-formimidoil-thienamicina; es activo frente a

microorganismos Gram-positivos como Staphylococcus aureus, Strepto-

coccus faecalis, cocos Gram-negativos como N.gonorrhoeae productora de

penicilinasa; también es activo frente a enterobacterias, P.aeruginosa,-

anaerobios como B.fragilis y algunos clostridium (13,77,79,109,114,141,-
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151).

Es resistente a la accién de las beta-lactamasas tipo 1d de

P.aeruginosa, debido a un cambio en el 6-alfa-hidroxietil y a 1la

ausencia de un dtomo de azufre en el anillo secundario (122).

Al igual que todas las penicilinas el pH 6ptimo de actuacién es
dcido, pero presenta la particularidad de ser activa incluso a pH 7 4 8.
Su estabilidad una vez hidratada es de 24 horas a 25°C y un mdximo de

una semana a 4°C (108,114).

La Cefotaxima es una cefalosporina semisintética de la tercera gene-
racién de cefalosporinas, derivada del dcido 7-aminocefalospordnico que

ha sufrido diversas sustituciones.

Tiene un espectro antimicrobiano mds amplio que las cefalosporinas
de la primera y segunda generacién. Es activa frente a cocos

Gram-positivos como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae vy

S.pyogenes cocos Gram-negativos: Neisseria gonorrhoeae,N.meningitidis,

H.influenzae, bacterias Gram-negativas como E.coli, Klebsiellas,P.aeru-

ginosa; también es activa frente a algunas especies de Clostridium y

Bacteroides, excepto Clostridium difficile y Bacteroides fragilis.

La presencia de un grupo metoxi en posicién 7 le confiere
resistencia a la hidrdélisis de muchas beta-lactamasas producidas por
bacilos Gram-negativos (29). Se mantiene activa a un pH que puede
oscilar de 5 d4 7. Una vez hidratada se mantiene estable durante 24
horas a 259C. y un mdximo de diez dias a 4%°C. Siempre ha de estar
protegido de la luz, que la inactiva rdpidamente (13,30,51,66,67,93,100).
Al metabolizarse en el higado produce un metabolito acetilado microb.o-

légicamente activo,la desacetilcefotaxina.
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La Cefoperazona, del grupo de las cefalosporinas, es un derivado

de la piperazina.

Es activa frente a gérmenes Gram-positivos como Staphylococcus au-

reus, Streptococcus pneumoniae, y S.pyogenes; cocos Gram-negativos:

Neisseria gonorrhoeae,N.meningitidis, H.influenzae, bacilos Gram-nega-

tivos: E.coli,Klebsiellas,Salmonellas,Shigellas,Pseudomonas aeruginosa y

algunas especies de Clostridium y Bacteroides.

Es resistente a la accién de las beta-lactamasas, su pH déptimo es
dcido; cuando se hace alcalino se inestabiliza. Permanece estable
durante meses en forma de polvo, pero una vez hidratada se descompone
pudiendo permanecer 24 horas a 25°C. y un maximo de una semana a

4°C. (13,93, 94,100).

El Moxalactam es un l-oxa-beta-lactam que se diferencia de las
cefalosporinas en que el dtomo de azufre en el anillo dihidrotiazidino ha
sido reemplazado por el oxigeno. Es el primer antibidtico beta-lactdmico
totalmente sintético; no es una verdadera cefalosporina, aunque se

incluye en este grupo.

Estudios "in vitro" han demostrado que tiene una actividad similar
a las otras dos cefalosporinas de la tercera generacién. Es activc frente

a cocos Gram-positivos, como Staphylococcus aureus,Streptococcus; cocos

Gram-negativos como N.gonorrhoeae, bacilos Gram-positivos como Entero-

bacter sp, Proteus sp, Serratia sp y P.aeruginosa.

Es resistente a la hidrélisis de beta-lactamasas de bacilos Gram-ne-
gativos. El pH d6ptimo de actuacién es dcido. Es estable a 252C. durante

24 horas y un mdximo de 96 horas a -5°C. (6,13,64,66,93,100,153).
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La Ceftazidima es una aminothiazol cefalosporina. Activa frente a

gérmenes Gram-positivos Staphylococcus aureus e inactiva frente a

Streptococcus faecalis y Listeria, cocos Gram-negativos; Haemophylus in-

fluenzae y bacterias Gram-negativas: E.coli,Klebsiella sp, Proteus sp,

P.aeruginosa (25).

Es resistente a la accidn de las beta-lactamasas. El pH Sptimo de
actuacién al igual que todas las cefalosporinas es dcido. Es estable du-
rante meses en forma de polvo, una vez hidratada se descompone rdapida-
mente permaneciendo 24 horas a 25°C. y hasta una semana a 4°2C. (10,

13,19,25,45,93,121).

Aminoglicdsidos.

La Gentamicina aislada de Micromonospora purpirea. Es una mezcla

de sulfato de gentamicina C,gentamicina Cla y gentamicina C2. Ha sido
considerada como uno de los antibidticos mds eficaces en el tratamiento

de las infecciones graves en los Wdltimos diez afios (64,66).

Es activa frente a cocos Gram-positivos incluido el Staphy-

lococcus aureus y Streptococcus faecalis; bacilos Gram-negativos como

E.coli, Proteus sp, Klebsiella sp, P.aeruginosa, no frente a Bacteroides.

Se ve afectado por enzimas presentes en la P.aeruginosa que son

capaces de adenilar o acetilar el antibidtico inactivdndolo. Su actividad
se ve favorecida a pH alcalino, es estable en forma de polvo durante me-
ses, pero se debe mantener en un contenedor hermético hasta su uso, una
vez hidratado se mantiene estable también durante meses a 25°C. pero a

temperaturas superiores a 40°C. se inactiva (57,64,66,93).

La Amicacina es un derivado semisintético de la kanamicina. Su es-
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pectro de actividad antimicrobiana es parecido al de la gentamicina.
Pero es mds resistente a la inactivacién enzimdtica, por presentar en su
estructura quimica una cadena lateral que dificulta su inactivacidén por

enzimas fosforilantes, adenilantes o acetilantes.

Al igual que todos los aminoglicésidos su pH éptimo de actuacidn es
alcalino, es estable durante meses en forma de polvo debiendo
mantenerse en un contenedor hermético con desecador hasta su utiliza-
cién. Una vez hidratado es estable durante meses a 25¢C. se inestabiliza

a temperaturas superiores a 40°C. (57,64,65,66,93,130).

La Sisomicina. Es producida por Micromonospora inyonensis. Su es-
tructura guarda gran parecido con la gentamicina, de la que se diferen-
cia por la aparicién de un doble enlace entre los carbonos 4' y 5'. Ha
sido el primer aminoglicésido que presenta un doble enlace en su
estructura,lo que parece conferirle la propiedad de ser mas activo que

la gentamicina (142).

Su actividad antimicrobiana "in vitro" indica que es activo frente a

cocos Gram-positivos Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,

bacilos Gram-negativos: E.coli,Klebsiella sp, Proteus sp y P.aeruginosa.

Es 1inactivada por los mismos enzimas que inactivan a la
gentamicina y por uno de los dos enzimas conocidos que inactivan a la
amicacina. Parece ser activa frente a muchos microorganismos resistentes
a la gentamicina y la amicacina por mecanismo no enzimdtico (128).
Actia mejor a pH alcalino y es estable durante afios en forma de polvo
debiendo mantenerse en un contenedor hermético con desecador, una vez
hidratado se mantiene hasta tres afios a 252C. pero a altas temperaturas

se inactiva (144).
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3.1.5. Aparatos de medida.

Espectofotémetro.

SPECT 20 Bausch and Lomb.

Peachimetro.

Corning pH meter 125.

Cromatégrafo de alta presidn.

Water, con inyector U6K, detectores de absorbancia y de fluo-

rescencia modelo 420 C. Provisto de Integrador.

3.2. METODOS.

3.2.1. Técnica de dilucién en agar Mueller Hinton.

Hemos utilizado el método de dilucién en Agar Mueller Hinton

siguiendo la técnica de WASHINGTON y BARRY (146).

Se define concentracidon minima inhibitoria como la mds baja

concentracién de antibidtico capaz de inhibir el crecimiento de un indcu-

5

lo de 10” unidades formadoras de colonias (UFC) por ml.

Descripcién del método de dilucién en agar Mueller Hinton.

a) Preparacién de las diluciones de antibidticos.

Las soluciones de antibidticos fueron preparadas a partir de una
solucidn original, cuyas concentraciones fueron diez veces superior a las

concentraciones utilizadas al final de la prueba.
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Para determinar la CMI se prepararon diluciones decrecientes de
antibidticos en base dos. Las concentraciones usadas se€ encuentran entre

rangos que fueron de 0,12/ug/m1 a 512 }Jg/ml.

El cdlculo para saber la cantidad de ''polvo valorado'" que teniamos
que pesar (P) lo obtuvimos multiplicando el factor de correccién que nos
indica la pureza de este antibidtico (fc), por el vclumen final de la
solucién (Vf), por la concentracién elegida del antibidtico (A) y por el

volumen de la placa (VP).

P = (fc) x (Vf) x (A) x (Vp).

b) Medio de cultivo.

Mueller Hinton Agar al que se incorpora la dilucién del

antibidtico en una proporcién 9/1.

c) Preparacién del indculo.

Partimos de wun cultivo puro de cada una de las cepas de

referencia y de las cien cepas de P.aeruginosa que descongelamos,

aislamos y mantenemos 18 horas en incubacién a 37°2C. Transcurrido este
tiempo tomamos tres o cuatro colonias, inoculamos en un tubo con 10 ml
de caldo de Mueller Hinton y lo dejamos incubar 3 6 4 horas. Pasado
este tiempo se mide su turbidez que ajustamos con la escala sulfato de

Bario standard.

Esta turbidez es equivalente aproximadamente a 5 X 107 unidades

formadoras de colonias (UFC) para E.coli y de 1x108 abx 108 UFC para

P.aeruginosa.Hacemos una dilucién tomando 0,5 ml de este tubo a otro

con 10 ml de agua, que sera el que utilizaremos para rellenar los
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pocillos del replicador de Steers (137).

d) Inoculacién del medio.

Las placas de Mueller Hinton Agar conteniendo el antibidtico y
las placas control sin antibidtico son inoculadas con una gota calibrada
de 0,001 a 0,002 ml mediante el replicador de Steers. En cada pocillo se

pone 104 UFC en un espacio de 5-6 mm de didmetro.

Una vez inoculadas las placas esperamos 5 6 10 minutos para que
se absorba bien la gota del indculo en la placa con la solucidon de anti-
bidtico.

e) Incubacién.

Se incuban en estufa a 372C. durante 18 horas.

f) Resultados de la medida.

La CMI representa la m4s baja concentracién de antibidtico

capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.
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3.2.2, Técnica de dilucidén en cuadrado en medio sdlido.

Determina si una combinacidén de antibidticos tiene un efecto
sinérgico, indiferente,aditivo,antagénico o favorable sobre un microorga-

nismo, siguiendo el método de dilucidn en cuadrado (124).

Descripcién del método ''dilucién en cuadrado'.

a) Preparacién de las diluciones de antibidtico.

Las soluciones de antibidticos fueron preparadas a partir de una
solucién original, de concentracién diez veces superior a las concentra-

ciones requeridas.

Las concentraciones usadas se encuentran entre rangos 0,12

pg/ml a 512 pg/ml.

El cdlculo del 'polvo valorado" que teniamos que pesar lo

obtuvimos segun la férmula:

P = (fc) x (Vf) x (A) x (Vp).

b) Medio de cultivo.

Mueller Hinton Agar al que se incorpora 1 ml de betalactamico a
una concentracién determinada y 1 ml de aminoglicésido a una concen-

tracidén determinada.

c) Preparacidén del indculo.

Igual a la descrita en la CMI.
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d) Inoculacién del medio.

lgual a la descrita en la CMI.

e) Incubacién.

Se incuban en estufa a 379C durante 18 horas.

f) Resultados de la medida.

La CMI para cada uno de los antibidticos de la combinacidn se
define como la minima concentracidn de antibidticos betalactdmico, combi-
nada con aminoglicdésido a una concentracién dada capaz de inhibir el

crecimiento bacteriano visible a ojo desnudo.

g) Interpretacién de los resultados.

Concentracién Inhibitoria Fraccionada (FIC).

Se define como la concentracién minima de cada uno de los dos
antibidticos, que tiene efecto inhibitorio cuando actuan en combinacién.
El valor del FIC para el betalactdmico fué calculado, como la CMI de los

antibidticos en combinacién dividido por la CMI del betalactdmico sélo

(55).

CMIg. A

FIC,=

CMI

El FIC para el aminoglicésido fué calculado como la CMI de los
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antibidticos en combinacidén dividido por la CMI del aminoglicésido sdlo.

CMIg.a

FIC,=

CMI1

La suma del FICA + FICB se define como indice FIC (1036) FIC =
FICB + FIC,.

El criterio seguido por nosotros para valorar el FIC fué el de
ELION (23): Cuando el valor del FIC fué igual o menor a 0,75 decimos
que existe sinergia. Si es mayor a 0,75 y menor 6 igual a 1 hay

adicidén. Si estd comprendido entre 1 y 2,indiferencia. Cuando es igual 6

superior a 2 hay antagonismo. El efecto favorable comprende los efectos

sinérgicos y aditivos (23).
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3.2.3. Técnica de la curva de muerte.

Esta técnica mide la actividad bactericida de los antibidticos
frente a una cepa en relacién con el tiempo. El método seguido fué el de

ROSENBLATT y STEWART (124) modificado.

Descripcién del método de la curva de muerte.

a) Preparacién de las diluciones de antibidticos.

Igual a la descrita en la CMI.

Dependiendo del comportamiento de las cepas obtenido en el
estudio previo de la interaccién, segun la técnica de dilucién en
cuadrado, las concentraciones de antibidticos utilizadas fueron diferen-

tes.

En las cepas en las que una combinacién de antibidticos mostrd
un efecto sinérgico por el estudio de interaccién en medio sélido, los
antibidticos fueron utilizados en concentraciones subinhibitorias en las
curvas de muerte. Los betalactdmicos y aminoglicésidos en combinacidn

se utilizaron en concentraciones 4 U 8 veces inferior a las CMI respecti-

vas.

En las cepas en las que la combinacién de antibidticos mcstré
efectos indiferentes en medio sdlido, las concentraciones de antibidticos
usadas en las curvas de muerte fueron subinhibitorias, la mitad de las

CMI respectivas.

En aquellos aislamientos considerados como antagdnicos,las

concentraciones de antibidticos utilizadas en la curva de muerte, tanto
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solos como en combinacidn, fué la CMI (124).

b) Medio de cultivo.

Caldo de Mueller Hinton al que se incorpora la dilucién de los

antibidticos en una proporcién 100/1.

¢) Preparacién del cultivo.

Partimos de un cultivo puro de P.aeruginosa que descongelamos,

aislamos y mantenemos 18 horas en incubacidén a 37°2C. Transcurrido este
tiempo, tomamos 3 & 4 colonias,inoculamos en un tubo con 10 ml de caldo
Mueller Hinton; lo dejamos incubar 18 horas a 372C., en este momento su

turbidez debe ser 108 UFC/ml, cuando medimos en el espectofotémetro.
Hacemos una dilucién tomando 0,5 ml de este tubo, a un matraz
con 100 ml de caldo Mueller Hinton, que se deja incubar 6 horas en

agitacidén a 37°9C. hasta alcanzar una turbidez de 107 (UFC/m1).

d) Inoculacién del medio.

Tomamos 0,1 ml del caldo de cultivo previamente inoculado y lo

afiadimos a cada uno de los ocho matraces con 100 ml de MHB, (Fig.1).

El primer matraz lo utilizaremos como testigo del crecimiento
bacteriano. Al segundo matraz (A) una vez inoculado se le afiade 1 ml
de el beta-lactdmico estudiado, a la concentracién adecuada. Esta misma

maniobra tenemos que hacer con los aminoglicdsidos (matraces B,C,D).

Para estudiar el comportamiento de las combinaciones también to-

maremos O,1 ml del inéculo y lo pondremos en cada uno de los tres
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matraces con 100 ml de MHB a los que se afiadiran 1 ml de la solucidén de
beta- lactdmico mds 1 ml de la soluciéon de aminoglicésido a 1las

concentraciones adecuadas.

Una vez inoculado el medio de cultivo, tomamos muestras a las

0,1,2,4, 8 y 24 horas para llevar a cabo el:

e) Recuento del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC),

Para ello procedemos del siguiente modo:

Tomamos 0,1 ml del testigo, lo llevamos a un tubo con 10 ml de
MHB, tras mezclarlo bien tomamos 0,2 ml que repartimos 0,1 ml en otro
tubo con 10 ml de MHB y 0,1 ml en una placa de MHA, que extendemos de
forma homogénea, mediante un giraplacas y asa de Digralski para que
la extensién sea uniforme. Esta operacién se repite dos veces mas, de

este modo hemos conseguido hacer diluciones 10_:,3, 10-5, y 10_7.
f) Incubacidn.
En estufa a 37°C durante 18 horas.

Tomamos alicuotas de cinco mililitros de cada uno de 1los

matraces que utilizamos para:

Medir turbidez en el espectofotémetro.
Medir pH en el peachimetro.
Determinar los cambios morfoldégicos mediante tincidén con Azul de

metileno.
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g) Tincién.

Se eligid Azul de metileno porque P.aeruginosa a veces no se tifie

bien con el Gram, ademds es una tincidén simple, mas sencilla y rdpida

que la anterior.

Observamos 1la morfologia de las colonias, tamafio, eleva-
cidén,superficie, aspecto, bordes, si aparece alguna modificacién.
Estudiamos las variaciones en su sensibilidad a los antibidticos mediante
el cdlculo de la CMI, tomando dos & tres colonias aisladas, observando

si existe algin cambio a lo largo del tiempo (115).

h) Interpretaciéon de los resultados de la curva de muerte.

Segin una interpretacién, la sinergia se definié como una
disminucién de al menos 1 logaritmo del n?® de (UFC) con la combinacién
a las 4 horas, cuando se compara con el n? de (UFC) obtenidas con el
menos activo de los antibidticos solo JAWETZ (62,63). Siguiendo el
criterio de NORDEN (103) se considerd que existia sinergia, cuando la
reduccién del n? de (UFC) provocada por los antibidticos en combinacién
fueron cifras de 2 6 mds logaritmos superior a las obtenidas con el

antibidtico mas eficaz solo, medida a las 24 horas.

Indeterminado. Cuando uno solo de los antibidticos fue capaz de

esterilizar el indculo. Indiferencia cuando la accidn de los dos farmacos

juntos no fué mayor que la del mds activo solo. Antagonismo cuando el

efecto bactericida de los antibidticos fué reducido por su combinacién

con el otro.

El recuento del numero de colonias se obtiene al contar el numero
de colonias que aparecen en las placas de MHA y multiplicar por la

dilucién de la que hemos partido.
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3.2.4. Técnica de cromatografia liquida de alta presién para de-

terminar niveles de antibidticos.

a) Aplicada a amicacina.

Para conocer las condiciones standard de trabajo tomamos mues-
tras del medio de cultivo liquido MHB en que realizamos la curva de cre-

cimiento y determinamos sus caracteristicas.

Tomamos muestras de los matraces inoculados para determinar los
niveles de antibidtico. Cuando la muestra no pudo ser procesada
inmediatamente la mantuvimos en nevera a 4°C para evitar el crecimiento
de 1la bacteria o la 1inactivacién del antibidtico mientras no se

procesaba.

Preparacién de la columna de silica gel.

Para preparar las columnas de silica gel se lava y acondiciona
el Gel de silice (60-200 mallas) afiadiéndole agua; se agita y deja sedi-
mentar, y retiramos el sobrenadante.Se repite la operacién con etanol y

metanol, dejando secar el Gel.

La preparacién de las columnas se lleva a cabo taponando
pipetas Pasteur con lana de vidrio silanizada, se rellenan estas
columnas hasta unos 4 cm con el gel de silice que previamente ha sido

tratado. Consevar a 4°C. bajo atmdsfera de nitrdgeno.

Agente derivatizador.

O-oftalaldehido que se obtiene disolviendo en etanol al 95% a pH

10 y afiadimos 2-mercaptoetanol.
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Patrones.

Solucién stock 512 pg amicacina/ml de agua.

Soluciones patrones: 512,128,32,16,8 JaX: de amicacina/ml de caldo

Mueller Hinton.

Extraccidén y derivatizacion de las muestras patrones y problemas

Se lleva a cabo en las columnas de silica gel previamente prepa-
radas para ello, lavamos la columna con buffer fosfato 66 mM a pH 9.
Posteriormente se mezcla 1 ml de la muestra con 1 ml de buffer fosfato a

pH 9 y se afiade la mezcla a la columna.

Lavamos dos veces el tubo donde estaba la muestra con 1 ml de
agua, cada vez. Este agua también se adiciona a la columna. El eluido
total 4 ml se descarta. Afiadimos a la columna 1 ml del agente

derivatizador y 2 ml de etanol (95% a pH 10).

El eluido,3 ml,conteniendo la amicacina derivatizada, se agita
en un Vortemixed y se calienta a 502C durante 5 minutos. Transcurrido
este tiempo se introduce en hielo durante 3-4 minutos, filtramos

inmediatamente a través de un filtro Millipore (0,6 }Jm).

El filtrado se mantiene en hielo y en la oscuridad hasta que se

realiza la cromatografia.



Condiciones cromatograficas.

Volumen de inyeccién: 25 ul.

EDTA/1.

Flujo 1 ml/min.

Detector: Fluorescencia: Filtro de excitacidén:

emisién: 425 nm (89,90).

Atenuacién Concentraciones.
8 10 ng/ml
16 10-5 ug/ml
32 5/ug/m1.

Integrador.

1
Velocidad del papel: 0,25 cm.min™ °

ATT: 28.

Th: 6

Pw: 0,16 para concentraciones superiores a 5 ug/ml.

0,64 para concentraciones inferiores a S}Jg/ml.

Tr: 8,2 + 0,2 min.

b) Aplicada a sisomicina.

Fase Mdvil: Metanol/acetonitrilo/agua (60:5:35),conteniendo 2g.

Columna: Ubondapack C18 + Precolumna de C18 Cerasil.

340 nm,Filtro

La preparacién de las muestras y de las columnas de silica Gel

es igual que para amicacina, con la excepcidén de que la

.misma debe ser de 2 cm.

altura de las
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Agente derivatizador.

O-oftalaldehido disuelto en metanol al que hemos afiadido acido
bérico a pH 10,4 y 2-mercaptoetanol. Conservar a 42C. bajo atmdbdsfera de

nitrégeno.

Patrones.

- Soluciones stock: 1024 ug. de sisomica/ml de agua.
- Soluciones patrones: agua: 25,5,1 ug/ml.

- Soluciones patrones MHB: 5,5,1, ug/ml.

Extraccidén y derivatizacién de las muestras patrones y problemas

Este tratamiento se lleva a cabo en las columnas de silica gel

previamente preparadas.

Lavamos la columna con 1 ml de agua, se adiciona 1 ml de mues-
tra. Lavamos dos veces el tubo que contenia la muestra con 1 ml de
agua cada vez. Este agua se afiade a la columna. El eluido total 3 ml se

descarta.

Adicionamos 1 ml de agente derivatizador seguido de 2 ml de iso-
propanol. El eluido 3 ml, conteniendo sisomicina derivatizada se agita

en el Vortemixed y se calienta a 63?C, durante 10 minutos.

Después se introduce en hielo y enfria durante 3-4 minutos. Fil-
tramos inmediatamente a través de un filtro Millipore FH (0,6 )Jm). El
filtrado se mantiene en frio y en la oscuridad hasta que se

cromatografie.
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Condiciones de trabajo.

Igual que para amicacina.

Condiciones cromatogrdficas.

- Volumen de inyeccién: 100 )11.

- Fase Mévil: Metanol/Agua (72:28) + 1,8 g.EDTA/litro.

- Flujo: 2 ml/min.

- Columna: Ubondapack C18 + Precolumna de C18 Corasil.

- Detector: Fluorescencia. Filtro de excitacién: 340 nm,Filtro
emisién: 425 nm.

- Atenuacién del fluorimetro: 32 para sisomicina.

Integrador.

1
Velocidad del papel: 0,25 cm.min °

ATT: 28.

Th: 6.

Pw: 0,64.

Tiempo de retencién: 10,30 * 0,50 minutos para sisomicina.

c) Aplicada a gentamicina.

Igual sistemdatica que para sisiomicina. La unica diferencia son

los tiempos de retencidn.

Tiempos de retencion Componentes.
4,15 % 0,15 Cl'
+
7,75 2 0,25 Cla'
9,60 0,30 C

20
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Para cuantificar hay que tener en cuenta la composicién del pre-

parado comercial de gentamicina:

28,3% Gentamicina C1 .

34,6% Gentamicina C

la

37,1% Gentamicina C2.

d) Aplicada a cefotaxima y ceftazidima.

El procesamiento de 1la muestra es igual

amicacina.

El método de calibrado es el patrdn externo.

al

Tomaremos como referencia aquella concentracidn

que estd mdas proxima a los niveles esperados.

Tratamiento de las muestras.

seguido con

que pensemos

Se hizo afiadiendo acetonitrilo en la proporcidn 1l:1, después se

centrifugé durante cinco minutos a 12.000 x g y filtro (118).

Condiciones cromatogrdficas.

Volumen de inyeccién: 20 nl.

jo: 1,5 ml/min.

Detector: UV 254 nm. AUFS: 0,005,

2

ATT: 2 PKWD: 0,16 THRSH: O

Tr (CTX): 18.5 * 0,5 minutos.

Fase Mdvil: agua/metanol (85:15) mds 1% de dcido acético. Flu-

Columna: Ubondapack C18 + Precolumna de C,g Corasil.

.
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3.2.5. Métodos estadisticos.

Se ha realizado estudio descriptivo de 1las variables,
andlisis de regresién, entre dos factores y andlisis de la varianza
(126,147).

Mediante el andlisis de regresién se han valorado las

posibles relaciones lineales entre:

a) Nimero de UFC y tiempo.

b) pH de las muestras y tiempo.

c¢) Turbidez de las muestras y tiempo.
d) Niveles de antibidticos y tiempo.
e) Nimero de UFC y turbidez.

f) Numero de UFC y niveles de antibidticos.

El andlisis de la wvarianza se ha realizado sobre dos

factores, siendo las variables dependientes: El niumero de UFC, pH y
turbidez, y las variables independientes, el tipo de antibidtico (introdu-
ciendo un grupo testigo, sin tratamiento) y el tiempo (horas 0,1,2,4,8,-
24) . Los resultados obtenidos se han expresado en los casos que hubo
diferencias mediante un sistema de cuadriculas. En los laterales de
dicha cuadricula se disponen los grupos comparados,siguiendo siempre
un orden de menor a mayor valor de la media, de abajo arriba y de
izquierda a derecha. Los cuadros en blanco indican que eXxisten
diferencias significativas entre las medias de los grupos que intersectan

a un nivel de p< 0,05 (Fig.2).

Para la valoraciéon de los resultados se ha utilizado el
programa estadistico SPSS de un ordenador Perkin-Elmer del Centro de
Cdlculo de la Universidad de Mdlaga y otros programas elaborados por

la Cdtedra de Bioestadistica de la Facultad de Medicina de Mdlaga.
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4.1, RESULTADOS DE LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS.

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de

las cien cepas de P.aeruginosa frente a: imipenema,cefotaxima,ceftazidi-

ma, moxalactam,cefoperazona, azlocilina,sisomicina,amicacina y gentami-

cina.

Los resultados de la CMI estdn expresados en la tabla 1, donde
podemos apreciar que de tcdos los antibidticos ensayados los mds activos

fueron: imipenema,ceftazidima,cefotaxima y sisomicina.

El beta-lactdmico mds activc fue imipenema, con CMISO 1 ug/ml vy
CMly, 4 /ug/ml, seguido de ceftazidma con CMIg, 2 )ug/ml y CMIgy 4

pg/ml.

Ambos mostraron unos valores de CMI muy similares. La actividad

de cefotaxima y azlocilina sobre P.aeruginosa ocupa un lugar intermedio

dentro del grupo de antibiéticos betalactdmicos estudiados, sus CMI50
fueron 4 }lg/ml y 8 }xg/ml respectivamente, mientras que las CM190

fueron de 32 y 128 }Jg/ml respectivamente.

Cefoperazona y moxalactam mostraron la menor actividad, ambos tu-

vieron iguales valores de CM150 16 /ug/ml y CMI90 64 )Jg/ml.

La actividad de los tres aminoglicésidos ensayados (sisomi-
cina,amicacina y gentamicina) fué muy parecida. El mds activo,
sisomicina, tuvo CMISO: 4 )Jg/ml y CM190: 128 )Jg/ml, los otros dos
antibidticos se diferenciaron en una dilucién en la CMISO,que fué para
gentamicina de 8 /Jg/ml y para amicacina de 16 /xg/ml, mientras que

ambos tuvieron la misma CMI 90 128/Jg/m1.



TABLA I: PORCENTAJE ACUMULATIVO DE CEPAS INHIBIDAS A CONCENTRACIONES CRECIENTES DE ANTIBIOTICOS.

CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS

Antibidticos 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 7512 CMI CM1
(ug/ml) (ug /M) | (g /ml
% DE CEPAS INHIBIDAS
Sisomicina 2 8 9 13 30 65 73 80 83 88 89 91 100 4 128
Amicacina - - - 2 5 9 29 64 76 88 97 98 100 16 128
Gentamicina 2 4 5 11 14 32 62 79 84 85 90 91 100 8 128
Cefoperazona - - 1 3 7 19 31 77 84 90 94 94 100 16 64
Azlocilina - - 2 4 11 3 64 75 82 87 91 99 100 8 128
Ceftazidima | - - 4 18 31 8 95 95 96 97 97 97 100 2 4
Cefotaxima 2 - 8 14 24 55 74 85 100 - - - _ 4 32
Moxalactam - - 1 3 4 10 15 77 85 99 100 - - 16 64
Imipenema - - 2 51 86 99 100 _ _ _ _ _ _ . A

ey
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4.2. RESULTADOS DE LA INTERACCION DE ANTIBIOTICOS.

4.2.1., Resultados con la técnica de dilucién en cuadrado.

Se determinaron las interacciones de los antibidticos beta—-
lactdmicos: cefotaxima,moxalactam,azlocilina,ceftazidima,cefoperazona,-

imipenema y aminoglicésidos: gentamicina, amicacina y sisomicina, entre

si frente a las 100 cepas de P.aeruginosa.

Los resultados obtenidos de la interaccion de cada uno de los

antibidticos junto con el indice FIC se recogen en la tabla 1I.

Las combinaciones de betalactdmicos con amicacina produje-
ron efectos sinérgicos mayores que cuando aquéllos se asociaban a otro
tipo de aminoglicdsidos. El efecto sinérgico mdximo se obtuvo por la
combinacién de moxalactam con amicacina, produciendo inhibicién del
crecimiento en el 93% de las cepas estudiadas. El efecto sinérgico minimo
se observé combinando 1la cefoperazona con sisomicina produciendo

inhibicién en sdlo el 27% de las cepas estudiadas.

Las combinaciones de betalactdmicos con sisomicina produje-
ron efectos de adicidén en mds del 10% de las cepas, mientras que cuando
aquéllos se combinaron con amicacina ese efecto se manifestd en menos
del 10% de las cepas. El mayor efecto aditivo se obtuvo combinando
imipenema con gentamicina que se observé en un 25% de las cepas. El
menor efecto aditivo se produjo en las combinaciones de moxalactam con
gentamicina y amicacina, y de cefotaxima con amicacina, que se observé

sdlo en un 3% de las cepas estudiadas.

El mayor efecto de indiferencia se produjo con la combinacién

de cefoperazona mds sisomicina, (en el 33% de las cepas). El menor
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efecto indiferente se obtuvo en el 3% de las cepas tratadas con las

combinaciones de moxalactam con amicacina e imipenema con amicacina.

El mayor efecto antagdnico se produjo con la combinacidén de

cefoperazona mds gentamicina; se observd en el 17% de las cepas.

No se produjo ningun antagonismo cuando las cepas fueron
tratadas con las combinaciones de moxalactam mds amicacina vy

moxalactam mas gentamicina.

Algunas veces no fué posible valorar la interaccién entre es-
tos antibidticos, por ofrecer unos resultados no interpretables en estos

términos.

La imposibilidad de valorar la interaccién fué mds frecuente

cuando P.aeruginosa fué tratada con cefotaxima mas sisomicina y afectd

al 9% de las cepas. En los demds casos este efecto se detectd con escasa

frecuencia.

El mayor efecto favorable,se observd en la combinacién
moxalactam con amicacina, que se produjo en el 96% de las cepas. El
menor efecto favorable con 1la combinacién de cefoperazona mas

sisomicina, sdlo se produjo en el 44% de las cepas.



TABLA 1I: RESULTADOS DE LA INTERACCION DE ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS Y AMINOGLICOSIDOS FRENTE A 100 CEPAS
DE P.AERUGINOSA EXPRESADOS EN INDICE DE FIC. (%*).

Antibidticos Sinergia Adicién N¢ de cepas inhibidas No valorable Efecto favorable
FIC € 0,75 0,75 LFICL1 Indiferencia Antagonismo Sinergia + Adicién
FIC =1 FIC>1

CTX 70 12 10 7 1 82
MOX 86 3 10 0 1 89
AZL 68 6 13 6 7 74
GNT + c1z 82 7 8 2 4 89
CFP 33 14 32 17 1 47
IMP 57 25 14 3 1 82
CTX 86 3 9 3 1 89
MOX 93 3 3 0 1 96
AZL 85 5 5 4 1 90
AMC + 17 88 7 4 0 1 95
CFP 78 5 13 3 1 83
IMP 82 9 3 5 1 91
CTX 64 11 15 9 9 75
MOX 76 11 8 4 1 87
oo, AL 70 11 5 7 81
CT1Z 75 13 2 1 88
CFP 27 17 33 16 7 m
IMP 80 12 5 2 1 92

*) Los datos numéricos representan % de una determinada interaccidn.

9%
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4.2.2. Resultados con la curva de muerte en medio liquido.

4.2.2.1. Efectos de las combinaciones de cefotaxima.

a) Estudio sobre la cepa 25.

Estudiamos las curvas de muerte de la cepa 25 de

P.aeruginosa frente al antibidtico betaldctamico cefotaxima y los
aminoglicésidos sisomicina,amicacina y gentamicina, solos y en combina-

cién con aquel.

Los valores de las CMI de 1los antibidticos
ensayados sobre esta cepa y el indice FIC para las combinaciones

betalactdmicos y aminoglicésidos se exponen a continuacién:

Antibidticos CMI (ug/ml) Antibidticos Indice FIC
CIX 32 CTX+SIS 0,5
S1S 1024 CTX+AMC 0,18
AMC 128 CTX+GNT 0,25
GNT 1024

A partir de los valores de las CMI y FIC sefiala-
dos anteriormente se deduce que la cepa utilizada era resistente a todos
ellos, pero la interaccidén de los mismos presentd siempre valores muy si-

nérgicos,sinergia heteroérgica.
Las concentraciones subinhibitorias de antibidti-
cos (}lg/ml) utilizadas para hacer la curva fueron:

CTX SIS AMC GNT CTX - SIS CTX - AMC CTX - GONT

16 512 64 512 4L - 128 4L - 16 4 - 128
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De los resultados del recuento del numero de colo-

nias (Tabla 111) y de su representacién grafica (Figs.3,4 y 5), destaca-
mos: El1 testigo tuvo una primera fase de latencia seguida de una fase
de crecimiento logaritmico, hasta la octava hora, a partir de este

momento el crecimiento fué constante hasta el final.

Frente a cefotaxima (Figs.3,4,5) (Tabla 111) la
cepa mantuvo un crecimiento constante pero siempre inferior hasta en dos
logaritmos al testigo sin antibidtico en 1las primeras ocho horas,

igualandose al mismo a las veinticuatro horas.

El efecto de la sisomicina (Fig.3) (Tabla III) so-
bre la cepa problema pone de manifiesto una disminucién del crecimiento
bacteriano de tres logaritmo con respecto al testigo desde el inicio hasta
las cuatro horas, recreciendo de forma progresiva en el transcurso del

tiempo.

El efecto de la combinacién de cefotaxima mds
sisomicina (Fig.3) (Tabla II1) fué una disminucién en el numero de
unidades formadoras de colonias similar al obtenido con el aminoglicédsi-
do sdélo pero que se manifiesta hasta la octava hora, donde fué
maximo,recreciendo la cepa a partir de este momento y apareciendo un
numero incontable de colonias a las veinticuatro horas,siendo igual al

testigo sin antibidtico.

El efecto de la amicacina (Fig.4) (Tabla I111) nos
indica una disminucién del numero de unidades formadoras de colonia
durante las primeras horas, manteniéndose constante a partir de este

momento hasta el final.

La combinacidén cefotaxima mds amicacina (Fig.4)
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(Tabla 111) sobre la cepa 25 se manifestd por una disminucién del
numero de unidades formadoras de colonia semejante al obtenido con el
aminoglicésido sdélo en 1las dos primeras horas, manteniendo un

crecimiento constante desde este momento hasta el final.

El comportamiento de la cepa frente a gentamici-
na (Fig.5) (Tabla 111) se manifestd también por una disminucidn
progresiva del numero de unidades formadoras de colonia con respecto al

testigo hasta el final del estudio en donde el crecimiento fué constante.

La combinacidén cefotaxima mds gentamicina (Fig.
5) (Tabla I11) sobre la cepa problema didé lugar a una disminucién en el
numero de unidades formadoras de colonias idéntico al obtenido con el
aminoglicésido sdlo, en la primera hora,manteniéndose constante a partir

de este momento hasta que termind el experimento.

Morfologia de las colonias.

Se observaron colonias grandes convexas y bri-
llantes, de extremos redondeados, cclor verdoso y olor caracteristico a
manzana. Esta morfologia de las colonias en las placas fué constante
durante las 24 horas del estudio, frente a todos los antibidticos, solos y

en combinacién.

Morfologia bacteriana.

El acspecto morfolégico que presentaban las bacte-
rias (Tabla 1V) de las muestras tomadas del testigo no tratado con anti-
bidticos, en la tincidén con Azul de metileno y observadas al microscopio
optico, con objetivo de 100x, fué de bacilo pequefio de extremos

redondeados, imagen tipica de P.aeruginosa que se mantuvo durante las
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24 horas de la curva de muerte.

La aplicacién de cefotaxima sobre esta cepa 25did
lugar a la aparicién de esferoplastos desde la primera hora hasta el fi-
nal. Estos se manifiestan como bacilos de distinta morfologia, unos
pequefios, otros alargados y mds gruesos, presentando zonas ensancha-

das que se tifien mds intensamente (Figs.6,7).

Por el efecto de la sisomicina aparecieron bacilos
con morfologia caracteristica de P.aeruginosa, sdélo a la 1,8 y 24 heras,
algunos aumentados de grosor, aunque nunca pudimos detectar la

existencia de esferoplastos.

Cuando la cepa fué tratada con cefotaxima mas
sisomicina observamos bacilos con las mismas caracteritiscas morfoldgi-

cas del testigo a la 1,2,4 y 24 horas.

El efecto de amicacina y sus combinaciones con
cefotaxima fué de inhibicién total del crecimiento bacteriano, por ello en
las muestras tomadas no pudimos observar bacterias. S0lo se detectd

crecimiento a las 2 horas cuando la cepa fue tratada con amicacina.

El aspecto morfoldégico de las bacterias tratadas
con gentamicina en la tincidn fué de bacilo idéntico al testigo sin
antibiético a la 1,2 y 4 horas. Después no pudimos observar ningun

crecimiento.

Cuando la cepa fué tratada con cefotaxima mas
gentamicina sélo observamos bacilos pequefios y de extremos romos como

en la muestra tomada en la primera hora de incubacidn.
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Sensibilidad.

Los antibidticos ensayados en esta curva de
muerte, sélos y en combinacidén, mantuvieron sus valores originales de
CMI durante todo el intervalo de tiempo en el que hicimos el

experimento. (Tabla V).

Turbidez.

Observamos que la turbidez (Tabla VI) de la

cepa 25 de P.aeruginosa y de ésta tratada con cefotaxima fué

aumentando paralelamente al numero de unidades formadoras de colonia

con el tiempo.

Cuando la cepa fué tratada con aminoglicésidcs
solos o en combinacién con cefotaxima,el aumento de turbidez fué muy es-
caso, oscilando de 0,15 a 0,20 unidades. No existiendo correlacién entre
numero de UFC y turbidez cuando la cepa fué tratada con sisomicina o

cefotaxima mdéds sisomicina.

Valores del pH del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos de medir el pH en la
curva de muerte estdn expresados en la Tabla VII. Pcdemos afirmar que
este se mantuvo en sus valores originales. El aumento mdximo fué de

ocho décimas cuando la cepa crecié como testigo sin antibidtico.

El pH de la cepa tratada con cefotaxima aumentd

sdlo en cuatro décimas a las 24 horas.

El pH del medio de cultivo con los aminoglicdsi-
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dos sisomicina,amicacina y gentamicina, disminuyd con respecto a los
valores originales entre tres y doce centésimas. En las combinaciones de
cefotaxima mas aminoglicésidos, el pH aumentd siempre con respecto al
valor inicial, entre un rango de once décimas para cefotaxima mas

amicacina y dos centésimas para los dos restantes.

Determinacién de los niveles de antibidticos por -

Cromatografia liquida de alta presidn.

Los resultados obtenidos en la valoracién de las
concentraciones de antibidticos medidos por cromatiografia liquida de alta
presién en el medio de cultivo se recogen en la Tabla VIII. Como se pue-
de observar las concentraciones de todos los antibidticos estudiados fue-

ron decreciendo de forma gradual a lo largo de las 24 horas.

El porcentaje de reduccién (Tabla IX) para
cefotaxima fué 51,3%. Para los aminoglicésidos sisomicina y gentamicina

fué 28%, amicacina tuvo el porcentaje de reduccién maximo 100%.

En las combinaciones de cefotaxima mas aminogli-
cosidos los niveles de cefotaxima fueron inferiores a los encontrados

cuando se administrd sola, lo contrario ocurrié con los aminoglicdsidos.

Los porcentajes de reduccién de la concentracién

inicial de cefotaxima en combinacién con sisomicina fueron de 45% y 68,
75% respectivamente. Los de cefotaxima mds amicacina fueron de 30% y
100% respectivamente. Y los de cefotaxima mads gentamicina fueron de

40% y 68,75% respectivamente.



TABLA 111: RECUENTO DEL NUMERO DE BACTERIAS A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 25.
TIEMPO (Horas)
0 1 8 24,

Testigo 2 x 10° 2,4 x 10° 1 x 10° 1 x 107 1 x 10° 10
Cefotaxima 2 x 10° 1,7 x 10° 2,6 x 10° 2,6 x 10° 5,2 x 10° 107
Sisomicina 2 x 10° 1,5 x 10° 1 x 10° 1 x 10° 6 x 10° 107
CTX+51S 2 x 10° 6,2 x 10% 2,6 x 10 2,3 x 104 1 x 102 10°
Amicacina 2 x 10° 1 x 104 1 x 10° 1 x 10 1 x 102 10°
CTX+AMC 2 x 10° 3 x 10° 1 x 10° 1 x 10° 1 x 10° 102
Gentamicina 2 x 10° 1,8 x 10% 1 x 10 1,3 x 10 8 x 10° 102
CTX+GAT 2 x 10° 1,8 x 10% 1 x 102 1 x 10° 1 x 102 102

£s
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Fig. 6.

Alteracién de la morfologia de Pseudomonas aeruginosa

(100x) por la accidén de antibidticos beta-lactdmicos -

(1/4 de su CMI)
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FigsJ:

Alteracidén de la morfologia de Pseudomonas aeruginosa
(100x) por la accidén de antibidticos beta-lactdmicos -

(1/4 de su CMI)
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TABLA IV: RESULTADOS DE LA TINCION DE LA CEPA 25.
ANTIBIOTICOS

Tiempo Testigo CTX SIS AMC GNT CTX+SIS CTX+AMC CTX+GNT

(horas)
0 BGN - - - - - - -
1 BGN - BGN - BGN BGN - BGN
2 BGN Esf - - BGN BGN - -
4 BGN Esf - BGN BGN BGN - -
8 BGN Esf BGN - - - - -
24 BGN Esf BGN - - BGN - -
BGN: Bacilos Gram negativos

Esf:
(=):

Esferoplastos

No se observan bacterias tefiidas
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VALORES DE CMI (ug/ml) A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 25.

TABLA V:
TIEMPO (horas)
Antibidticos 0 1 2 4 8 24
Cefotaxima 32 32 32 32 32 32
Ceftazidima 4 4 4 4 4 4
Sisomicina 1024 1024 ND ND 1024 1024
Amicacina 128 128 ND ND ND ND
Gentamicina 512 512 512 512 512 ND

ND: No detectable por falta de crecimiento
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TABLA VI: VALORES DE TURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA
25 ( en uMCcF).
ANTIBIOTICOS

Tiempo

(horas) Testigo CTX SIS AMC GNT CTX+S1S CTX+AMC CTX+GNT
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1 0,16 0,16 0,21 0,18 0,19 0,19 0,18 0,17
2 0,18 0,16 0,16 0,18 0,15 0,19 0,17 0,16
4 0,18 0,18 0,15 0,20 0,16 0,19 0,15 0,20
8 1,35 0,65 0,16 0,20 0,15 0,16 0,15 0,20
24 1,55 1,60 0,19 0,20 0,15 0,22 0,16 0,20

uMCF:

Unidad de Mac Farland
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TABLA VI1: VALORES DEL pH DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 25.

ANTIBIOTICOS

'{ée(;r;xgg) Testigo CTX S1S AMC GNT CTX+S1S CTX+AMC CTX+GNT

0 7 7 6,94 7,01 6,97 7 7 7

1 7 7,10 6,85 6,85 6,92 7 7 7

2 7 7,01 6,84 0,90 6,93 7 7 7

4 7 7,10 6,84 6,90 6,92 7 7 7
8 7,6 7,05 6,87 7.13 6,87 7,05 7,15 7,05
24 7,8 7,41 6,82 7,16 6,94 7,02 7,11 7,02
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TABLA VIII: CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS (}lg/ml) EN EL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE
MUERTE EN LA CEPA 25.
ANTIBIOTICOS
Tiempo CTX DCTX* S1S AMC GNT CTX+SIS CTX+AMC CTX+GNT
(horas)
0 15,7 3598, 4 512 64 504 3,4 128 4 14 3 128
1 13 4,1 500 64 500 3 110 3,8 12,14 2,6 128
2 13,3 - 500 50,7 500 2,4 110 3,2 10,5 2,5 110
4 12,2 - 500 47,6 500 2,4 78 3 1,9 2,3 78
8 22,7 - 380 40,4 380 1 62 3 1,6 1,6 62
24 7,8 - 368 - 368 2,2 40 2,8 - 2,4 40
DCTX* Desacetil-cefotaxima, que se detectéd en el primer periodo.
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TABLA 1X: PORCENTAJES DE REDUCCION DE LAS CONCENTRACIONES INICIALES DE ANTIBIOTICOS A LAS 24 HORAS
EN LAS TRES CEPAS.
Antibidticos Cepas 25 32 85

CTX 51,3 47,2 60
SIS 27,8 58,9 100
AMC 100 100 31,5
GNT 28,13 94.38 ND
CTX+SIS 45-68,75 44,3-25 51-100
CTX+AMC 30-100 30-100 34-35,95
CTX+GNT 40-68,75 36,75-74 53-ND

79
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b) Estudio sobre la cepa 32.

Estudiamos las curvas de muerte de la cepa 32,

de P.aeruginosa frente a los antibidticos: Betaldctamico,cefotaxima y los

aminoglicésidos sisomicina,amicacina y gentamicina,solos y en combina-

cién con aquel.

Los valores de 1las CMI de 1los antibidticos

ensayados sobre la cepa y el indice FIC para las combinaciones

betalactdmicos y aminoglicésidos se exponen a continuacién:

Antibidticos CMI (ug/ml) Antibidticos Indice FIC
CTX 32 CTX+S1S 0,53
SIS 4 CTX+AMC 0,12
AMC 64 CTX+GNT 0,5
GNT 16

A partir de 1los valores de la CMl y FIC

sefilalados anteriormente se deduce que esta cepa era sensible a

sisomicina y resistente a los demdas antibidticos ensayados, pero la

interacciéon de los mismos fué siempre sinérgica.

Las concentraciones subinhibitorias de antibidti-

cos (/)ug/ml) utilizadas para hacer la curva de muerte fueron:

CTX SIS AMC GNT CTX - SIS CTX - AMC CTX - GNT

16 2 32 8 4 - 0,5 4 - 8 4L - 2

De los resultados del recuento del numero de colo-
nias (Tabla X) y su representacién grdfica (Figs.8,9 y 10) destacamos:
El testigo tuvo una primera fase de latencia, seguida de una fase de

crecimiento logaritmico,hasta la cuarta hora, desde este momento el

crecimieto se hizo constante hasta el final del estudio.
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Frente a cefotaxima (Figs.8,9 y 10) (Tabla X) la
cepa aumenté el numero de unidades formadoras de colonias en un
logaritmo en la primera hora, manteniéndose en este valor (inferior en
tres logaritmos con respecto al testigo sin antibidtico) e igualdndose al

mismo a las 24 horas.

El efecto de sisomicina (Fig.8) (Tabla X) sobre
la cepa estudiada nos pone de manifiesto una inhibicién del crecimiento
bacteriano, mantenido desde la primera hora hasta el ultimo recuento

que se hizo a las 24 horas.

La combinacién cefotaxima méds sisomicina (Fig.8)
(Tabla X) se observd una disminucién progresiva en el numero de unida-
des formadoras de colonias, hasta 8 horas, donde fué maximo,
recreciendo la cepa a partir de este momento y apareciendo un nuimero
incontable de colonias (al final del estudio) igual al testigo sin
antibidtico.

El efecto de la amicacina (Fig.9) (Tabla X) fué

idéntico al de sisomicina.

La combinacién cefotaxima mds amicacina (Fig.9)
(Tabla X) sobre esta cepa 32 se manifestd por una disminucién del
numero de wunidades formadoras de colonias en la primera hora,
manteniendo desde este momento un crecimiento constante, igual que el

aminoglicésido sdlo.

El comportamiento de la cepa frente a gentamici-
na (Fig.10) (Tabla X) se manifestd por una disminucidén progresiva del
crecimiento bacteriano con respecto al testigo sin antibiético, mantenien-

do un crecimiento constante desde la cuarta hora hasta el final.
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La combinacién cefotaxima mds gentamicina (Fig.
10) (Tabla X) dié lugar a una disminucién en el nimero de unidades for-
madoras de colonias, similar al obtenido con el aminoglicésido sdlo,
siendo mdximo a las 8 horas. Posteriormente recrecié la cepa y aparecid
un numero de colonias al final del estudio igual al que teniamos al

comienzo del estudio.

Morfologia de las colonias.

La morfologia de las colonias en las placas no
experimentéd ninguna modificacién durante las 24 horas de la curva de

muerte, manteniéndose el aspecto tipico de P.aeruginosa,colonias gran-

des, convexas y brillantes, de color verdoso y olor a manzana.

Morfologia bacteriana.

El aspecto morfolégico de 1la bacterias (del
testigo sin antibidtico) en la tincién con Azul de metileno y observado al
microscopio &ptico, con objetivo de 100x, fué de bacilo pequefio de

extremos redondeados, imagen tipica de P.aeruginosa que se mantuvo en

todas las muestras tomadas durante las 24 horas de la curva de muerte.

Por el efecto de cefotaxima sobre la cepa 32, se
observé desde la segunda hora hasta el final de la curva de muerte,
bacilos largos con zonas aumentadas de grosor y mds intensamente

tefiidas, esta morfologia es tipica de esferoplastos.

Cuando la cepa fué tratada con sisomicina en las

tinciones no se observd crecimiento bacteriano.
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En las tinciones realizadas de la cepa tratada
con cefotaxima mds sisomicina, se observé a las 1,2,4 y 24 horas,
bacilos semejantes al testigo, algunos de mayor grosor, pero no aparecid

ninguno con morfologia tipica de esferoplasto.

No se observé ninguna bacteria en las muestras

tomadas de la cepa tratada con amicacina.

En las tinciones realizadas de la cepa tratada
con cefotaxima mads amicacina solo se observaron en la primera hora
bacilos pequefios, gruesos, de extremos romos idénticos al testigo no

tratado con antibidtico.

El aspecto morfoldégico de las bacterias tratadas
con gentamicina en la tincidn, fué de bacilo con la misma morfologia que
el testigo no tratado con antibidtico en la primera y segunda hora. En

las demds muestiras no se observd crecimiento bacteriano.

En las tinciones realizadas la cepa tratada con

cefotaxima mas gentamicina se observaron bacilos pequefios, gruesos,

sdlo en la primera y ultima hora de la curva de muerte.

En la Tabla XI se agrupan estos resultados.

Sensibilidad.

Las concentraciones minimas inhibitorias de la
cepa frente a los antibidticos ensayados en la curva de muerte solos y
en combinacién (Tabla XII), mantuvieron sus valores iniciales durante

todo el tiempo en el que hicimos el experimento.
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Turbide_g.

Los valores de la turbidez en el medio de cultivo

inoculado con esta cepa 32 de P.aeruginosa estdn expresados en la Tabla

XIII.

Se puede observar que sélo el testigo y la cepa
tratada con cefotaxima existié un aumento paralelo de la turbidez con el

nuimero de unidades formadoras de colonias.

Cuando la cepa fué tratada con sisomicina,amica-
cina & con estos antibidticos en combinacidn, la turbidez a las 24 horas

era la misma que teniamos al comienzo del experimento.

Observamos un aumento de dos centésimas cuando
la cepa fué tratada con cefotaxima mds amicacina y de tres centésimas
cuando 1la cepa fué tratada con gentamicina o cefotaxima mas

gentamicina.

Valoracién del pH del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos de medir el pH en la

curva de muerte estdn expresados en la Tabla XIV.

Podemos observar que sélo el testigo lo incremen-
td en catorce décimas con respecto al vélor inicial. En las demas
soluciones el pH disminuyd, oscilando los valores encontrados de una
centésima para amicacina a nueve centésimas para la combinacién

cefotaxima mds gentamicina.
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Determinacidén de los niveles de antibidticos por -

cromatografia liquida de alta presidn.

Los valores obtenidos en la valoracién de las
concentraciones de antibiéticos medidos por cromatografia liquida de alta
‘presion en el medio de cultivc se recogen en la Tabla XV. Como se puede
observar las concentraciones de todos los antibidticos estudiados fueron

decreciendo de forma gradual a lo largo de las 24 horas.

Detectamos la existencia de metabolito Desacetil
cefotaxima, en la segunda hora, cuando medimos los niveles de
cefotaxima sola, mientras que cuando actud cefotaxima con combinacidn
con aminoglicésidos aparecié en la primera hora y fué aumentando en el

transcurso del tiempo.

El porcentaje de reduccién (Tabla 1X) para
cefotaxima fué 47,2%. Para los aminoglicésidos, sisomicina fué. 58,9%;
amicacina tuvo un porcentaje de reduccién mdximo, 100%; la reduccidén de

gentamicina fué del 94,38%.

En las combinaciones de cefotaxima mas aminogli-
cdsidos, los niveles de cefotaxima fueron inferiores a los encontrados

cuando se administré solo, lo contrario ocurrid con los aminoglicésidos.

Los porcentajes de reduccién de cefotaxima mas
sisomicina fueron de 44,3% y 25% respectivamente. Los de cefotaxima mas
amicacina fueron de 30% y 100% respectivamente y los de cefotaxima mas

gentamicina fueron 36,75% y 74% respectivamente.



TABLA X: RECUENTO DEL NUMERO DE BACTERIAS A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 32.

TIEMPO (horas)

Antibiéticos 0 1 2 4 8

Testigo 5,2 x 10° 4,2 x 10° 8 x 10° 1 x 109 1 x 10°
Cefotaxima 5,2 x 10 ° 3« 10° 9 x 10° 1,9 x 10° 3 x 10°
Sisomicina 5,2 x 109 1 x 102 1 x 102 1 x 102 1 x 102

CTX+51S 5,2 x 109 1,5 x 10® 1,7 x 104 2,1 x 10% 1 x 102
Amicacina 5,2 x 109 1 x 102 1 x 102 1 x 102 1 x 102
CTX+AMC 5,2 x 105 3,9 x 104 1 x 102 1 x 102 1 x 162
Gentamicina 5,2 x 10° 1 x 104 1,2 x 10% 1 x 10 1 x 102
CTX+GNT 5,2 x 10° 1,02 x 10> 5x10° 4 x 103 1 x 102 1,67

1L
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TABLA XI: RESULTADOS DE LA TINCION DE LA CEPA 32.
ANTIBIOTICOS
Tiempo
(horas) Testigo CTX S1S AMC GNT CTX+SIS CTX+AMC CTX+GNT
0 BGN - NC NC - - - -
1 BGN Esf - - BGN - BGN BGN
2 BGN Esf - - BGN BGN - -
4 BGN Esf - - - BGN - -
8 BGN Esf - - - BGN - -
24 BGN Esf - - - BGN - -

BGN: Bacilos Gram negativos

Esf: Esferoplastos

(=): No se observan bacterias tefiidas.
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TABLA XII:

VALORES DE CMI (ug/ml) A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 32.

TIEMPO (horas)

Antibiéticos 0 1 2 4 8 24
Cefotaxima 32 32 32 32 32 32
Ceftazidima 1 1 1 1 1 1
Sisomicina 4 4 ND ND 4 4
Amicacina 64 64 ND ND ND ND
Gentamicina 16 16 16 16 16 ND
ND : No detectable por falta de crecimiento.
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TABLA XI1I: VALORES DE TURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA
32 (en uMcF).
ANTIBIOTICOS
Tiempo Testigo CTX SIS AMC GNT CTX+S1S CTX+AMC CTX+GNT
(horas)
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,17
2 0,15 0,15 0,15 0,15 0,18 0,18 0,18 0,18
4 1,15 0,15 0,16 0,15 0,17 0,19 0,15 0,15
8 1,25 0,15 0,15 0,15 0,16 0,15 0,15 0,15
24 1,65 1,10 0,15 0,15 0,18 0,15 0,17 0,18

uMCcF:

Unidad de Mac Farland
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TABLA X1V: VALORES DEL pH DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 32.
ANTIBIOTICOS
=
(}lleor:gso) Testigo CTX SIS AMC GNT CTX+SIS CTX+AMC CTX+4GNT
0 7,2 7,2 7,18 7,13 7,2 7,18 7,2 7,19
1 7,12 7,2 7,08 7,30 7,22 7,2 7,26 7,25
2 7,17 7,2 7,08 7,14 7,2 7,15 7,25 7,27
4 7,19 7,25 7,15 7,31 7,2 7,12 7,30 7,30
8 7,19 7,12 7,09 7,05 7,10 7,12 7,25 7,21
24 7,34 7,17 7,12 7,12 7,15 7,15 7,18 7,10

8L



TABLA XV: CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS (ug/ml) EN EL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE
MUERTE EN LA CEPA 32.
ANTIBIOTICOS

f;g?gz) CTX DCTX S1S AMC GNT CTX DCTX + SIS CTX DCTX + AMC CTX DCTX + GNT
0 11,88 - 1,02 32 8 4 - 0,4 4 - 8 4 - 1,36
1 11,85 - 0,61 17,05 4,02 3,96 0,16 0,26 3,90 0,31 4 3,78 0,28 1,40
2 10,56 0,23 0,59 15,97 3,85 3,46 0,40 0,16 3.26 0,16 2 3,65 0,54 0,83
4 10,10 0,28 0,52 14,12 3,18 3,33 0,99 0,08 3,23 0,08 1,70 3,61 0,50 0,66
8 9,66 0,84 0,48 10,81 2,98 2,76 0,77 0,04 3,02 0,05 1,65 2,93 0,38 0,54
24 8145 5937 O.|42 - 0945 2,23 3793 0,3 2180 1167 - 2-53 3~83 0,52

6L
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c) Estudio sobre la cepa 85.

Estudiamos las curvas de muerte de la cepa 85 de

P.aeruginosa frente a los antibidticos: betalactdmico cefotaxima y los

aminoglicésidos sisomicina, amicacina y gentamicina, solos y en

combinacién con el primero.

Los valores de las CMI de 1los antibidticos
ensayados sobre esta cepa y el indice FIC para las combinaciones

betalactdmicos y aminoglicdsidos se exponen a continuacién:

Antibidticos CMI (ng/ml) Antibidticos Indice FIC
CTX 1 CTX+S1S 8
SIS 2 CTX+AMC 1
AMC 256 CTX+GNT 8
GNT 1

A partir de los valores de las CMI y FIC sefiala-
dos anteriormente se deduce que la cepa utilizada era sensible a todos

los antibidticos excepto a amicacina.

Las concentraciones de antibidticos (ug/ml) utili-

zadas para hacer la curva fueron:

CTX SIS AMC GNT CTX -~ SIS CTX - AMC CTX - GNT

1 2 128 1 1 - 2 0,5 - 128 1 - 1

De los resultados del recuento del numero de colo-
nias (Tabla XVI) y su representacién grafica (Figs.11,12,13), podemos
destacar que en el testigo aparece una primera fase de latencia seguida
de una fase de crecimiento logaritmico, siendo incontables el numero de

colonias a las 24 horas.
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Frente a cefotaxima (Figs.11,12,13) (Tabla XVI),
la cepa tuvo un crecimiento progresivo desde el inicio del estudio,
observdndose un numero incontable de colonias a las 24 horas igual al

testigo sin antibidtico.

El efecto de sisomicina sobre la cepa 85 (Fig.1l1)
(Tabla XV1) se manifesté por una fase de crecimiento constante hasta la
segunda hora, seguido de wuna fase de <crecimiento logaritmico,

detectdndose un numero incontable de colonias a las 24 horas.

La combinacién cefotaxima mds sisomicina (Tabla
XVI) dié lugar a una fase de latencia que abarcé las dos primeras
horas, le siguié un aumento progresivo del numero de UFC hasta el final

de la curva de muerte.

El efecto de la amicacina (Tabla XVI) (Fig.1l)
nos indica una inhibicién del crecimiento bacteriano desde la primera a

las 24 horas.

La combinaciédn cefotaxima mas amicacina (Fig.-
12) (Tabla XVI) sobre esta cepa dié lugar a un incremento del numero de
UFC en la primera hora, manteniendo desde este momento un crecimiento

constante igual que el aminoglicdsido sélo.

El comportamiento de la cepa frente a gentamici-
na (Fig.13) (Tabla XVI) se manifesté por un aumento de diez veces el
nimero de unidades formadoras de <colonias en la primera hora
continuando en este valor hasta la cuarta hora. Posteriormente recrecié

la cepa, siendo incontable el numero de colonias a las 24 horas.

Por el efecto de la combinacidon cefotaxima mads
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gentamicina (Fig.13) (Tabla XIII), la cepa mantuvo un crecimiento
constante igual al testigo sin antibidtico hasta la segunda hora. A la
cuarta hora aparece inhibicién del crecimiento; posteriormente recrecid
la cepa alcanzando un ndimero incontable de colonias a las 24 horas

igual al testigo sin antibidtico.

Morfologia de las colonias.

Se observaron colonias grandes convexas, bri-
llantes, de extremos bien delimitados, color verdoso y olor caracteristico
a manzana. Esta morfologia de las colonias en las placas fué constante
durante las 24 horas de estudio frente a todos los antibidticos solos y en

combinaciones.

Morfologia bacteriana.

El aspecto morfolégico de las bacterias del
testigo no tratado con antibidticos en la tincidn fué de bacilo pequefio de

extremos redondeados. Imagen correspondiente a P.aeruginosa que se

mantuvo durante las 24 horas de la curva de muerte.

El efecto de cefotaxima sobre esta cepa dié lugar
a la aparicién de esferoplastos (Fig.6) en todas las tinciones realizadas

desde la primera a las 24 horas.

Cuando la cepa fué tratada con sisomicina obser-
vamos bacilos de morfologia idéntica al testigo no tratado con
antibidticos en las primeras 4 horas. En las muestras tomadas mas tarde

fué de bacilos aumentados de tamafio y grosor.

La combinacidén cefotaxima méds sisomicina didé lu-
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gar, en los dos primeras horas, a bacilos con morfologia tipica de

P.aeruginosa, desde 1la cuarta hora hasta el final aparecieron

esferoplastos.

No se observd crecimiento bacteriano cuando la
cepa fué tratada con amicacina o cefotaxima mds amicacina,nada mads

que en la primera hora cuando la cepa fué tratada con amicacina sola.

Observamos bacilos pequefios de extremos romos
idénticos al testigo no tratado con antibidticos desde la primera a las 24

horas, cuando la cepa fué tratada con gentamicina.

La combinacidén cefotaxima mds gentamicina sobre
esta cepa dié lugar a bacilos pequefios y de extremos romos en la
primera y segunda hora, posteriormente aparecieron esferoplastos hasta

el final del estudio.

En la Tabla XVII se agrupan todos estos resulta-

dos.

Sensibilidad.

La CMI de los antibidticos ensayados en la curva
de muerte sdlos y en combinacién, en todas las muestras realizadas, fué

igual que la que habia inicialmente (Tabla XVIII).

Turbidez.

Los valores obtenidos al medir la turbidez en el

medio de cultivo de esta cepa estdn expresados en la Tabla XIX.
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Se puede observar que la turbidez fué aumentan-
do en el tiempo hasta alcanzar un valor superior a la unidad para el
testigo y todas las soluciones, las unicas excepciones tuvieron lugar
cuando la cepa fué tratada con amicacina, que sdlo aumenté en cuatro
centésimas y con la combinacién cefotaxima mds amicacina que conservd

la misma turbidez que teniamos al comienzo del experimento.

Valoracién del pH del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos de medir el pH del medio

de cultivo inoculado con la cepa 85 de P.aeruginosa estdn expresados en

la Tabla XX.

Podemos observar que incrementaron el pH con
respecto al valor inicial, el testigo y la cepa tratada con cefotaxima en
una seis décimas respectivamente. Para las demds soluciones el pH

disminuyé manteniéndose dentro de un rango inferior a la unidad.

Determinacién de los niveles de antibidticos por —

cromatografia liquida de alta presidn.

Los resultados obtenidos en la valoracién de las
concentraciones de antibidticos medidos por cromatografia liquida de alta
presién en el medio de cultivo se recogen en la Tabla XXI. Como se
puede observar las concentraciones de todos los antibidticos estudiados

fueron decreciendo de forma gradual a lo largo de las 24 horas.

El porcentaje de reduccién de las concentraciones
iniciales de antibidticos al final de la curva de muerte, (Tabla IX), fué
para cefotaxima del 60%. Para los aminoglicésidos la reduccién fué del

31,5%, mientras que no se pudo detectar gentamicina.
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En las combinaciones de cefotaxima més aminogli-
cdsidos los niveles de cefotaxima fueron inferiores a los encontrados

cuando se administrd solo, lo contrario ocurrid con los aminoglicdsidos.

Los porcentajes de reduccién de cefotaxima maés
sisomicina fueron del 51% y 100% respectivamente. Los de cefotaxima mas
amicacina fueron del 34% y 35,95% respectivamente, y los de cefotaxima

méds gentamicina fueron del 28% y no detectables respectivamente.



TABLA XVI: RECUENTO DEL NUMERO DE BACTERIAS A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 85.
TIEMPO (horas)

24
Testigo 1,6 x 10° 2 x 10° 2 x 10° 107 1 x 10° x 107
Cefotaxima 1,6 105 1,5 106 1,6 106 107 1 108 x 109
Sisomicina 1,6 x 10° 1,8 x 10° 8 x 10° 108 2 x 108 x 10°
CTX+S1S 1,6 x 10° 6.5 x 104 1,4 x 10° 100 1 x 107 x 107
Amicacina 1,6 x 10° 1 x 102 1 x 102 102 1 x 102 x 102
CTX+AMC 1,6 x 10° 2 x 10° 1 x 102 102 1 x 102 x 102
Gentamicina 1,6 105 4 106 4 106 106 1 108 X 109
CTX+GNT 1,6 x 10° 1 x 10° 2,4 x 10° 102 1,2 x 10° x 107

98
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TABLA XVI1: RESULTADOS DE LA TINCION DE LA CEPA 85.
ANTIBIOTICOS
f;emm ) Testigo CTX S1S AMC GNT CTX+SIS CTX+AMC  CTX+GNT
oras
0 BGN - - - - - - -
1 BGN Esf BGN - BGN BGN - BGN
2 BGN Esf BGN - BGN BGN - BGN
4 BGN Esf BGN - BGN Esf - Esf
8 BGN Esf BGN gruesos - BGH Esf - Esf
24 BGN Esf BGN gruesos - BGN Esf - Esf
BGN: Bacilos Gram negativos

Esf:

(=)=

Esferoplastos

No se observan bacterias tefiidas.
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TABLA XVI1II:

VALORES DE CMI

(ug/ml) A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA &5

TIEMPO (horas)

Antibiébticos 0 1 2 4 8 24
Cefotaxima 1 1 1 1 1 1
Ceftazidima 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Sisomicina 2 2 2 2 2 2
Amicacina 256 ND ND ND ND ND
Gentamicina 1 1 1 1 1 1
ND: No detectable por falta de crecimiento

16



TABLA XIX: VALORES DE TURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA
85 (uMcr).
ANTIBIOTICOS
Tiempo
(horas) Testigo CTX SIS AMC GNT CTX+S1S CTX+AMC CTX+GNT
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1 0,16 0,16 0,20 0,16 0,15 0,15 0,17 0,15
2 0,16 0,16 0,19 0,19 0,18 0,18 0,16 0,16
4 0,19 0,19 0,30 0,19 0,18 0,20 0,16 0,16
8 0,36 0,35 0,47 0,19 0,25 0,47 0,16 0,39
24 1,25 1,55 1,25 0,19 1,65 1,15 0,15 1,15

uMCF: Unidad de Mac Farland

6



TABLA XX: VALORES DE pH DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 85.
ANTIB1OT ICOS
f;emp°) Testigo CTX SIS AMC GNT CTX+S1S CTX +ARC CTX+GNT
oras
0 7,03 7,03 7,07 7,14 7,07 7,04 7,10 7,04
1 7,06 7,13 7,10 7,18 7,12 7,14 7,20 7,09
2 7,12 7,18 7,16 7,20 7,18 7,15 7,21 7,13
4 7,12 7,18 7,16 7,21 7,18 7,15 7,18 7,13
8 7,12 7,11 7,16 7,15 7,18 7,15 7,18 7,13
24 7,22 7,09 6,87 7,15 6,87 6,92 7,07 6,63

€6



TABLA XXI: CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS (pg/ml) EN EL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA
DE MUERTE EN LA CEPA 85.
ANTIBIOTICOS
Tiempo CTX S1S AMC GNT CTX+SIS CTX+AMC CTX+GNT
(horas)
0 1 2 128 ND 1 2 0,45 128 0,98 ND
1 0,74 1,13 115,7 ND 0,86 0,55 0,43 101,69 0,94  ND
2 0,56 0,85 106,8 ND 0,77 0,15 0,39 53,2 0,81 ND
4 0,49 0,50 105,6 ND 0,69 0,06 0,36 - 0,76 ND
8 0,45 0 91,2 ND 0,6 0,05 0,32 - 0,66  ND
24 0,4 0 86,6 ND 0,49 O 0,33 69,7 0,47 ND

ND: No detectable por Cromatografia.

76
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4.2.2.2. Efecto de las combinaciones de ceftazidima.

a) Estudio sobre la cepa 25.

Estudiamos las curvas de muerte de la cepa 25 de

P.aeruginosa frente a los antibidéticos betalactdmicos ceftazidima y los

aminoglicédsidos sisomicina, amicacina y gentamicina solos y en combina-

cién con aquel.

Los valores de las CMI de 1los antibidticos
ensayados sobre la cepa y el indice FIC para las combinaciones de

betalactdmicos y aminoglicdsidos se exponen a continuacidn:

Antibidticos CMI (ug/ml) Antibidticos Indice FIC
CTZ 4 CTZ+SI1S 0,53
SIS 10 24 CTZ+AMC 0,56
AMC 128 CTZ+GNT 0,56
GNT 10 24

A partir de los valores de las CMI y FIC sefiala-
dos anteriormente, se deduce que la cepa utilizada era sensible al beta-
lactdmico y resistente a los aminoglicésidos, la interaccién de los mismos

presenté siempre valores muy sinérgicos, sinergia heteroérgica.

Las concentraciones subinhibitorias de antibidti-

cos (}Jg/ml) utilizadas para hacer la curva de muerte fueron:

CTZ SIS AMC GNT CTZ - SIS CTZ - AMC CTZ - GNT

2 512 64 512 0,5 - 128 0,5 - 16 0,5 - 128
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De los resultados del recuento del numero de colo-
nias (Tabla XXI1) y su representacién grdfica (Figs.14,15,16) destaca-
mos lo siguiente: El testigo tuvo una primera fase de latencia seguida
de una fase de crecimiento logaritmico hasta la octava hora,desde este

momento el crecimiento se hizo constante hasta el final.

Frente a ceftazidima (Figs.14,15,16) (Tabla XXII)
la cepa mantuvo un crecimiento constante en las dos primeras horas, se-
guida de wuna fase en la que disminuyéd el numero de unidades
formadoras de colonias siendo maximo a las ocho horas, posteriormente

recrecid alcanzando un numero incontable de colonias a las 24 horas.

El efecto de la sisomicina sobre la cepa problema
pone de manifiesto una disminucién del crecimiento bacteriano desde el

inicio hasta la cuarta hora, recreciendo de forma progresiva con el tiem-

po (Tabla XXII y Fig.l4).

La combinacidén ceftazidima mds sisomicina (Fig.
14) (Tabla XXI1) nos indica una disminucién en el numero de UFC
similar al obtenido con el aminoglicésido solo hasta la octava hora,
recreciendo la cepa a partir de este momento y alcanzando a las 24
horas un nuimero de colonias inferior en un logaritmo al que tenia a las

cero horas el testigo.

El efecto de la amicacina (Fig.15) (Tabla XXII)
fué de disminucién en el numero de UFC en la primera hora,

manteniéndose constante desde este momento hasta que termind la curva.

La combinacidén ceftazidima mas amicacina (Fig.-
15) (Tabla XXII) sobre la cepa 25 se manifestd por una disminucién en

el numero de UFC semejante al obtenido con el aminoglicésido solo,



97

manteniendo un crecimiento constante hasta la octava hora, a partir de
este momento recrecié la cepa alcanzando a las 24 horas un numero de
colonias inferior en dos logaritmos al que tenia a las cero horas el

testigo sin antibidtico.

El comportamiento de la cepa frente a gentamici-
na (Fig.16) (Tabla XXII) se manifesté por una disminucién progresiva
del nimero de UFC desde el inicio hasta el final del estudio, en donde e:

crecimiento fué constante.

El efecto de la combinacién ceftazidima mas
gentamicina (Fig.16) (Tabla XXII) se manifesté por una disminucidén del
numero de UFC en la primera hora, manteniendo un crecimiento constante
entre la segunda y octava hora, recreciendo hasta alcanzar un numero

de colonias de 8,3 x 104, UFC inferior al que existia a las cero hora.

Morfologia de las colonias.

Se observd colonias con aspecto tipico de P.aeru-
ginosa grandes, de extremos redondeados, bien delimitados, color verde
y olor a fruta. Esta morfologia de las colonias en las placas fué
constante frente a todos los antibidticos solos y en combinacién y en

todas las muestras tomadas durante la curva de muerte.

Morfologia bacteriana.

La morfologia del testigo fué tipica de P.aerugi-
nosa, en todas las muestras observadas durante las 24 horas de la

curva de muerte.

Cuando la cepa fué tratada con ceftazidima se
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observé bacilos largos con algunas zonas engrosadas y aumentadas de
coloracion, imagen ésta tipica de esferoplasto desde la primera, hasta

las 24 horas.

En las muestras tomadas cuando esta cepa fué
tratada con sisomicina, observamos bacilos pequefios de extremos romos

sélo a la 1,8 y 24 horas.

Debido a 1la interaccién de ceftazidima mds
sisomicina se observaron bacilos iguales al testigo, sélo en la primera y

24 horas del estudio.

Por el efecto de amicacina y su combinacién con
ceftazidima no observamos crecimiento bacteriano en ninguna de las
muestras tomadas, excepto a las 2 horas cuando la cepa fué tratada con

amicacina.

Cuando la cepa fué tratada con gentamicina sdélo
se observaron bacilos pequefios, de extremos romos en muestras tomadas

a la primera, segunda y cuarta hora.
El aspecto morfolégico de las cepas tratadas con
ceftazidima mds gentamicina fué idéntico al del aminoglicésido solo, pero

s6lo se observd crecimiento en la muestra tomada a la primera y idltima

hora.

Estos resultados sse agrupan en la Tabla XXIII,.

Sensibilidad.

La concentracién minima inhibitoria de esa cepa
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frente a los antibidticos ensayados en la curva de muerte, solos y en
combinacién (Tabla V), conservé sus valores originales en todas las

muestras tomadas durante las 24 horas del estudio.

Turbidez.

Los wvalores obtenidos de medir la turbidez en el

medio de cultivo inoculado con la cepa 25 de P.aeruginosa mas los

antibidticos estdn expresados en la Tabla XXIV,

Se puede observar que sélo con el testigo y con
la cepa tratada con ceftazidima existié un aumento de la turbidez,

paralelo al numero de unidades formadoras de colonia.

Cuando la cepa fué tratada con aminoglicdsido la

turbidez conservd su valor inicial.

Las combinaciones de ceftazidima mds sisomicina
y gentamicina aumentaron la turbidez en 3 y 15 centésimas respectiva-
mente ,mientras que la combinacién ceftazidima mas amicacina mantuvo la

turbidez igual que a las cero horas.

Valoracién del pH del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos de medir el pH en la
curva de muerte estdn expresados en la Tabla XXV. Observamos que el
pH inicial fué superior a 7 en todas las soluciones excepto cuando la

cepa fué tratada con sisomicina y gentamicina.

El pH del testigo de la cepa tratada con

ceftazidima, amicacina y de éstos en combinacién, aumentd con respecto
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al valor inicial entre 6 y 15 centésimas. En los restantess matraces el
pH a las 24 horas fué inferior al inicial, encontrdndose dentro de un

rango de 2 4 16 centésimas.

Determinacién de los niveles de antibidticos por -

cromatografia liquida de alta presidn.

Los resultados obtenidos en la valoracién de las
concentraciones de antibidticos medidos por cromatografia liquida de alta

presién en el medio de cultivo inoculado con la cepa 25 de P.aeruginosa

se recogen en la Tabla XXVI. Como se puede observar las concentraciones
de todos los antibidticos estudiados fueron decreciendo de forma gradual

con el tiempo.

El porcentaje de reduccién de las concentraciones
iniciales de antibidticos a las 24 horas fué de 62,5% para ceftazidima.
Cuando los aminoglicésidos actuaron solos, la reduccién fué del 67,1%
para sisomicina, y para los otros dos aminoglicésidos, amicacina y

gentamicina, fué del 100% (Tabla XXVII).

En las combinaciones, los niveles de ceftazidima
mds sisomicina fueron del 66% y 68,5% respectivamente. Los de
ceftazidima mds amicacina fueron del 66% y 100% respectivamente, y los

de ceftazidima mds gentamicina fueron del 50% y 35,9% respectivamente.



TABLA XX11: RECUENTO DEL NUMERO DE BACTERIAS A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 25
TIEMPO (horas)

24
Testigo 3.2 x 10° 4,5 x 10° 4,7 x 10° 2 x 10° 109 1 x 107
Ceftazidima 3,2 10° 2,5 10° 3 10° 8 x 10° 102 1 x 10°
Sisomicina 3.2 x 10° 1.5 x 10% 1 x 102 1 x 10° 10° 1 x 107
CTZ+S1S 3.2 x 10° 2.5 x 104 ] x 102 1 x 102 102 3.4 x 10%
Amicacina 3.2 x 10° 1 x 10% 1 x 102 ] x 102 102 1 x 102
CTZ+AMC 3.2 x 10° 1 x 102 1 x 102 1 x 102 102 2 x 10°
Gentamicina 3.2 x 10° 1.8 x 104 1 x 10% 1.3 x 104 103 1 x 10°
CTZ+GNT 3.2 x 10° 2.5 x 10% 1 x 102 1 x 102 104 8,3 x 10%

101
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TABLA XXII11:

RESULTADOS DE LA TINCION DE LA CEPA 25.

ANTIBIOTICOS
Tiempo Testigo CTZ SIS AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC CTZ+GHT
(horas) g
0 BGN - - - - - - _
1 BGN Esf BGN - BGN BGN - BGN
2 BGN Esf - - BGN - - -
4 BGN - - - BGN - - -
8 BGH - BGN - - - - -
24 BGN Esf BGN - - BGN - BGH
BGN: Bacilos Gram negativos
Esf: Esferoplastos
(-): No se observan bacterias tefiidas.

S0t



TAELA XXIV: VALORES DE TURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA
25 (uMcF).

ANT IB10T 1COS
f;gfgz) Testigo CTZ S1S AMC - GNT CTZ+S1S CTZ+AMC  CTZ+GNT
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1 0,15 0,17 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
2 0,15 0,20 0,16 0,16 0,16 0,16 0,18 0,18
4 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
8 1,22 0,15 0,15 0,15 0,15 0,18 0,15 0,15
24 1,25 0,95 0,15 0,16 0,15 0,18 0,15 0,20
sMEF: Unidad de Mac Farland

901



TABLA XXV: VALORES DEL pH DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 25.

ANT IBIOT ICOS
f;emp°) Testigo CTZ S1S AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC CTZ+GNT
oras
0 7,01 7,01 6,94 7,01 6,97 7,10 7,03 7,10
1 7,03 7,01 6,85 7,08 6,92 7,04 7,04 7,03
2 7,03 6,96 6,84 7,08 6,93 7,05 7,05 7,03
4 7,04 7 6,84 7,06 6,92 6,97 6,97 6,96
8 7,09 7,06 6,87 7,13 6,87 6,97 7,1 7,03
24 7,1 7,07 6,82 7,16 6,94 6,94 7,08 7,08

LOT



TABLA XXVI: CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS (ug/ml) EN EL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA
DE MUERTE EN LA CEPA 25.

ANT1B10T 1COS
Tiempo CTZ SIS AMC GNT CTZ+SI1S CTZ+AMC CTZ+GNT
(horas)
0 2 512 64 256 0,5 128 0,49 16 0,5 128
1 2 338,5 54,7 254, 2 0,41 100 0,47 13,5 0,5 127
2 2 332,9 50,9 250,8 0,35 80,4 0,43 13,2 0,49 100
A 1,97 307,5 47,9 180,6 0,32 78,3 0,40 12 0,40 70
8 1,82 290, 4 40,6 178, 1 0,25 62,9 0,31 12,3 0,33 68
24 0,75 168,7 - - 0,22 40,4 0,22 - 0,25 40
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TABLA XXVII: PORCENTAJES DE REDUCCION DE LAS CONCENTRACIONES INICIALES DE ANTIBIOTICOS A LAS 24

HORAS EN LAS TRES CEPAS.

Ne¢ DE CEPAS

ANTIBIOTICOS 25 32 85

CTZ 62,5 52 45,2

SIS 67,1 63 20

AMC 100 100 31,5

GNT 100 70,25 ND
CTZ+S1S 66-68,5 66~93,5 51,2-65
CTZ+AMC 66-100 58,6-100 55,6-35,5
CTZ+GNT 50-35,9 60-68,75 58,9-ND

601
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b) Estudio sobre la cepa 32.

Estudiamos las curvas de muerte de la cepa 32 de

P.aeruginosa frente a los antibidticos betalactdmicos ceftazidima y los

aminoglicésidos sisomicina, amicacina y gentamicina, solos y en

combinacién con aquel.

Los valores de las CMI de 1los antibidticos
ensayados sobre la cepa y el indice FIC para las combinaciones

betalactdmicos y aminoglicdsidos se exponen a continuacién:

Antibidticos CMI (ug/ml) Antibidticos Indice FIC
CTZ 1 CTZ+S1S 1
SIS 4 CTZ+AMC 0,012
AMC 64 CTZ+GNT 1
GNT 16

A partir de los valores de la CMI y FIC, sefiala-
dos anteriormente, se deduce que la cepa era sensible a ceftazidima y
sisomicina, resistente a los otros dos antibidticos. La interaccién de los

mismos presentd valores indiferentes y sinérgicos.

Las concentraciones subinhibitorias de antibidti-

cos ()Jg/ml) utilizadas para hacer la curva de muerte fueron:

CTZ S1S AMC GNT CTZ - SIS CTZ - AMC CTZ - GNT

0,5 2 32 8 0,5 - 2 0,12 - 8 0,5 - 8

De los resultados del recuento del numero de colo-
nias (Tabla XXVI1I) y su representacidén grdfica (Figs.17,18,19) destaca-
mos: El testigo tuvo una fase de latencia en la que el crecimiento
fuéconstante hasta la segunda hora, después se hizo logaritmico y a

partir de la octava hora fué constante hasta el final del estudio.
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Frente a ceftazidima (Figs.17,18,19) (Tabla
XXVIII) la cepa mantuvo un crecimiento constante pero siempre inferior
al testigo sin antibidtico en las primeras 8 horas, igualdndose al mismo

a las 24 horas.

El efecto de 1la sisomicina (Fig.17) (Tabla
XXVI11) sobre la cepa 32 fué de inhibicién del crecimiento bacteriano
desde la primera a la octava hora, recreciendo la cepa a partir de este
momento, alcanzando un numero incontable de colonias a las 24 horas

igual al testigo sin antibidtico.

El efecto de 1la combinacién ceftazidima mas
sisomicina (Fig.17) (Tabla XXVIII) dié lugar a una disminucidén en el
numero de UFC similar al obtenido con el éminoglico’sido sbélo, el numero
de colonias a las 24 horas fué inferior en 4 logaritmos al testigo sin

antibidtico.

El efecto de la amicacina (Fig.18) (Tabla XXVIII)
nos indica que el crecimiento bacteriano fué inhibido desde el inicio

hasta el final de la curva.

La combinacidn ceftazidima mas amicacina (Fig.18
(Tabla XXVIII1) sobre esta cepa se manifesté por una disminucién del nu-
mero de unidades formadoras de colonias idéntico al obtenido con el ami-
noglicésido solo hasta la octava hora, recreciendo la cepa a partir de
este momento y apareciendo un numero de colonias igual al que habia a

las cero horas.

Cuando la cepa fué tratada con gentamicina (Fig.
19) (Tabla XXVIII) tuvo lugar una inhibicidn del crecimiento bacteriano

de la primera a la octava hora, recreciendo la cepa desde este momento
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y alcanzando un numero incontable de colonias a las 24 horas, igual al

testigo sin antibidtico.

El efecto de la combinacidén ceftazidima mas
gentamicina (Fig.19) (Tabla XXVIII) nos indica una inhibicién del
crecimiento bacteriano de la primera a la octava hora, recreciendo la
cepa a partir de este momento y apareciendo un numero de colonias igual

al testigo sin antibidtico a las cero horas.

Morfologia de las colonias.

Se observaron colonias grandes, de extremos
redondeados, color verdoso y olor caracteristico a manzana. Esta
morfologia de las colonias en las placas fué constante durante las 24

horas del estudio frente a todos los antibidticos solos y en combinacidn.

Morfologia bacteriana.

El aspecto morfoldégico de las bacterias del
testigo sin antibidtico, con la tincién con azul de metileno y observado
al microscopio d6ptico, con objetivo de 100x, fué de bacilo pequefio, de

extremos redondeados, imagen tipica de P.aeruginosa, que se mantuvo

durante las 24 horas de la curva de muerte.

El efecto de ceftazidima sobre esta cepa 32 did

lugar a esferoplastos desde la primera a la udltima hora del experimento.

Cuando la cepa fue tratada con sisomicina o
ceftazidima mas sisomicina sdlo se observaron bacilos con morfologia

tipica de P.aeruginosa a las 24 horas.
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No se observé ninguna bacteria en las muestras

tomadas cuando la cepa fué tratada con amicacina.

Con la combinacién ceftazidima méds amicacina se
observaron bacilos pequefios y extremos redondeados, sélo en la muestra

tomada a las 24 horas.

El aspecto morfoldgico de las bacterias tratadas
con gentamicina o ceftazidima mds gentamicina en la tincién fué de
bacilo igual al testigo no tratado con antibidtico, sélo a las 24 horas en

el resto de las tinciones no se observd crecimiento.

Estos resultados se agrupan en la Tabla XXIX.

Sensibilidad.

La concentracidén minima inhibitoria de los anti-
bidticos ensayados solos y en combinacién en la curva de muerte (Tabla
XI1) se mantuvo constante en el intervalo de tiempo que abarcd este

estudio.

Turbidez.

Los valores de la turbidez en el medio de cultive

inoculado con esta cepa 32 de P.aeruginosa con antibidticos estdn

expresados en la Tabla XXX,

Se puede observar que sdlo el testigo y la cepa
tratada con ceftazidima y sisomicina aumentaron su turbidez con el
tiempo. En las demds soluciones el incremento de ésta fué muy escaso

oscilando de 1 a 5 centésimas.
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Valoracion del pH del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos de medir el pH en la
curva de muerte estdn recogidos en la Tabla XXXI. Podemos afirmar que
éste se mantuvo en sus valores originales. S6lo aumentaron el pH el
testigo y la cepa tratada con amicacina, gentamicina y ceftazidima mas

gentamicina, oscilando este incremento entre 3 y 20 centésimas.

En las demds soluciones el pH alcanzado a las 24

horas fué ligeramente inferior al que teniamos al iniciar el estudio.

Determinacién de los niveles de antibidticos por -

cromatografia liquida de alta presidn.

Los resultados obtenidos en la valoracién de las
concentraciones de antibidticos medidos por cromatografia liquida de alta

presién en el medio de cultivo se recogen en la Tabla XXXII.

Como se puede observar las concentraciones de to-
dos los antibidticos estudiados fueron decreciendo de forma gradual a lo

largo de las 24 horas.

Observamos que los porcentajes de reduccidén de
las concentraciones iniciales de antibidtico a las 24 horas fueron siempre

superior al 50% (Tabla XXVI1).

La reduccidn de los niveles de ceftazidima tanto

cuando actud solo como cuando lo hizo en combinacién fueron los mds ba-

jos (52%).

Amicacina tuvo el porcentaje de reduccién mayor

(100%) y el minimo de entre los aminoglicdsidos fué sisomicina (63%), pa-
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ra gentamicina fué del 70,25%.

Los porcentajes de reduccion de ceftazidima mas
sisomicina fueron del 66% y 93,5% respectivamente. Los de ceftazidima
mds amicacina fueron del 58% y 100% respectivamente y los de

ceftazidima mas gentamicina fueron del 60% y 68,75% respectivamente.



TABLA XXVIlLI:

RECUENTO DEL

NUMERO DE BACTERIAS EN LA CURVA DE LA CEPA 32 P.AERUGINOSA.

TIEMPO (hcras)
0 24
Testigo 1 x 105 2,04 105 2,12 105 108 109 1 x 109
Ceftazidima 1 x 10 3,28 x 10° 5 x 10° 104 10° 1 x 107
Sisomicina 1 x 10° 1 x 102 1 x 102 102 102 1 x 10°
CTZ+515 1 x 10° 1 x 102 1 x 102 102 102 3,27 x 10°
Amicacina 1 x 10° 1 x 102 1 x 107 102 102 1 x 102
CTZ +AMC 1 x 10° 1 x 102 1 x 107 102 102 5,36 x 10°
Gentamicina 1 x 10° 1 x 102 1 x 102 102 102 1 x 107
CTZ+GNT 1 x 10° 1 x 102 1 x 102 102 102 1,37 x 10°

911
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TABLA XX1X: RESULTADOS DE LA TINCION DE LA CEPA 32.

ANTIBIOTICOS
T(;lg'gg‘;) Testigo CTZ S1S A~I.»'IC GHT CTZ+SI1S CTZ+AMC CTZ+GNT

0 BGN - - - _
1 BGN Esf - - -
2 BGH Esf - - _
4 BGN Esf - - -
8 BGH Esf - - _

24 BGN Esf BGHN - BGN

BGN: Bacilos Gram negativos

Esf: Esferoplastos

(~): No se observan bacterias tefiidas

0ct



TABLA XXX: VALORES DE TURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA
32 (uMcF).
ANTIB1OT 1COS
hompo, Testigo cTZ SIS AMC GNT CTZ+S1S CTZ +AMC CTZ+GNT
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,19
2 0,15 0,16 0,17 0,16 0,17 9,17 0,17 0,17
4 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
8 1,29 0,16 0,15 0,19 0,15 0,15 0,15 0,15
24 1,45 0,75 0,95 0,16 0,18 0,30 0,18 0,18

uMCF: Unidad de Mac Farland

11



TABLA XXX1: VALORES DEL pH DEL

MEDIO DEL CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 32.

ANTIBIOTICOS

f;emp°) Testigo CTZ SIS AMC GNT CTZ+518 CTZ+AMC CTZ+GNT
1oras
0 7,03 7,05 7,09 7,03 7,03 7,06 7,06 7,03
1 7,06 7,10 7,02 7,06 7,04 7,07 7,07 7,07
2 7,02 6,94 6,99 6,96 7,02 7,03 7,03 7,07
4 7,02 7,05 6,99 7,01 6,99 6,98 6,98 7,02
8 7,02 7,11 7,11 7,05 7,08 6,97 7,04 6,99
24 7,06 7,05 7,03 7,12 7,23 7,02 7,12 7,06

44!



TABLA XXX11: CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS (ug/ml) EN EL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA
DE MUERTE EN LA CEPA 32.

ANT IBIOT ICOS
Tiempo CTZ SIS AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC CTZ+GNT
(horas) :
0 0,5 2 32 8 0,5 2 0,12 8 0,5 8
1 0,5 2 30 8 0,29 0.74 0,12 7,9 0,5 7,8
2 0,43 1,79 27,5 6,29 0,26 1,19 0,10 6,5 0,43 6
4 0,41 1,78 20 5,09 0,26 0,14 0,10 4 0,30 - 4,83
8 0,36 1,74 17,9 4,02 0,26 0.13 0,07 2 0,21 3,33
24 0,24 0,74 2,38 0,22 0,13 0,05 - 0,20 2,5

¥Al
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c) Estudio sobre la cepa 85.

Estudiamos las curvas de muerte de la cepa 85 de

P.aeruginosa frente a los antibidticos betalactdmicos ceftazidima y los

aminoglicésidos sisomicina, amicacina y gentamicina, solos y en

combinacidén con aquel.

Los valores de las CMI de los antibidticos
ensayados sobre la cepa y el indice FIC para las combinaciones de

betalactdmicos y aminoglicésidos se exponen a continuacién:

Antibidticos CMI (ug/ml) Antibidticos Indice FIC
CTZ 1025 CTZ+S1S 4
S1S 2 CTZ+AMC 0,25
AMC 256 CTZ+GNT 0,25
GNT 1

A partir de los valores de la CMI y FIC
seflalados anteriormente se deduce que esta cepa era sensible a
sisomicina y gentamicina y resistente a ceftazidima y amicacina, la
interaccién de los mismos fué antagdnica para la combinacién ceftazidima

mds sisomicina y sinérgica para las otras dos.

Las concentraciones de antibidticos (/pg/ml) utili-
zadas en la curva fueron:
CTz S1S AMC GNT CTZ - SIS CTZz - AMC CTZ - GNT

1025 2 128 0,5 1025 - 2 128 - 32 128 - 0,12

De los resultados del recuento del numero de colo-
nias (Tabla XXXIII) y su representacidén grdfica (Figs.20,21,22) destaca-

mos lo siguiente: El testigo mantuvo un crecimiento constante hasta la
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segunda hora, le sigue una fase de crecimiento logaritmico, haciéndose

después constante hasta el final.

Frente a ceftazidima (Tabla XXXI11) (Figs.20,21,
22) la cepa tuvo un crecimiento constante en las dos primeras horas, le
sigue una fase de crecimiento logaritmico, siendo incontable el numero

de colonias desde la cuarta hora hasta el final del estudio.

El efecto de la sisomicina (Tabla XXXIII) (Fig.-
20) sobre la cepa problema pone de manifiesto una fase de latencia que
se extendié hasta la segunda hora, después el crecimiento se hizo
logaritmico detectdndose un numero incontable de colonias a las 24

horas.

La combinacidn ceftazidima mds sisomicina (Tabla
XXXI1I) sobre esta cepa 85, dié lugar a una fase de latencia que abarcd
las dos primera horas, después el crecimiento fué maximo, le sigue una
disminucién progresiva del mismo, existiendo wuna inhibicién del

crecimiento a las 24 horas.

El efecto de la amicacina (Fig.21) (Tabla XXXIII)
nos indica una inhibicién del crecimiento bacteriano desde la primera

hora hasta el final de la curva de muerte.

La combinacidén ceftazidima m&ds amicacina (Fig.-
21) (Tabla XXXIII) sobre la cepa 85 se manifesté por una disminucidn
del numero de UFC en la primera hora, seguido de un crecimiento escaso
y mantenido con posterior inhibicién del crecimiento bacteriano, desde la

octava hora hasta el final.

Frente a gentamicina (Tabla XXXIII) (Fig.22) 1la
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cepa tuvo una fase de latencia hasta la cuarta hora, seguido de una
fase de crecimiento logaritmico alcanzando un nimero de unidades
formadoras de colonias igual al testigo sin antibidtico desde la octava

hora hasta el final de la curva de muerte.

La combinacién ceftazidima méds gentamicina (Fig.
22) (Tabla XXXII1) se manifestd por una disminucién progresiva del
numero de unidades formadoras de colonias similar al obtenido con el
aminoglicésido solo, que fué maximo a la octava hora, recreciendo
lentamente desde este momento alcanzando a las 24 horas un numero de

colonias igual al que teniamos a las cero horas.

Morfologia de las colonias.

Se observaron colonias grandes, convexas, bri-
llantes,de extremos bien delimitados, color verdoso y olor caracteristico
a manzana. Este aspecto de las colonias en las placas fué constante
durante las 24 horas del estudio frente a todos los antibidticos solos y

en combinacidn.

Morfologia bacteriana.

El aspecto morfolégico de las bacterias del
testigo en las tinciones fué de bacilo pequefio, de extremos redondeados,

esta imagen es tipica de P.aeruginosa y se mantuvo durante las 24

horas de la curva de muerte.

El efecto de ceftazidima sobre la cepa 85 dié
lugar a la apariciéon de esferoplastos, como pudimos observar en todas

las tinciones realizadas desde la primera a las 24 horas.

Cuando la cepa fué tratada con sisomicina obser-
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vamos bacilos de morfologia idéntica al testigo no tratado con
antibidticos en las cuatro primeras horas, en las muestras tomadas
posteriormente el aspecto morfolégico fué de bacilo de mayor grosor y

mds alargado que el testigo.

El aspecto morfoldgico de la bacteria tratada con
ceftazidima mds sisomicina en la primera y segunda hora, fué de

P.aeruginosa; después aparecieron esferoplastos en las muestras tomadas

a las 4 y 8 horas. No se observé crecimiento en la muestra tomada a

ultima hora.

No se observd ningun crecimiento bacteriano

cuando la cepa fué tratada con amicacina.

Cuando la cepa 85 fué tratada con ceftazidima
mds amicacina, se observaron bacilos con morfologia tipica de P.aerugi-
nosa, sélo a las 2 y 4 horas del estudio.

2528

En las tinciones realizadas de la cepa tratada
con gentamicina se observaron bacilos idénticos al testigo sin tratar con
antibidticos en la primera, segunda y cuarta horas y en las dos ultimas

muestras éstos aumentaron de grosor y se alargaron.

La combinacidén ceftazidima mds gentamicina sobre
esta cepa 85 dié lugar a bacilos pequefios de extremos romos en las
primera y segunda horas. A las 4 horas no se detectd crecimiento,
reapareciendo a las 8 horas y hasta el final de la curva de muerte como

esferoplastos.

Estos resultados se agrupan en la Tabla XXXIV.
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Turbidez.

Los wvalores de la turbidez en el medio de cultivo

inoculado con esta cepa 85 de P.aeruginosa estan expresados en la Tabla

XXXV,

Se puede obsevar que fué incrementandose con el
tiempo, tanto el testigo como la cepa tratada con ceftazidima, sisomicina
y gentamicina. En las demds preparaciones el aumento fué muy escaso,
oscilé entre 5 centésimas para amicacina y 12 centésimas para

ceftazidima mas aminoglicésidos.

Valoracién del pH del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos de medir el pH en la
curva de muerte estdn expresados en la Tabla XXXVI. Podemos afirmar
que éste se mantuvo en sus valores originales. S6lo incrementaron sus
valores con respecto al pH inicial el testigo y la cepa tratada con
sisomicina y ceftazidima mds sisomicina; estos aumentos fueron de 3 y 4

centésimas.

Cuando la cepa fué tratada con ceftazidima no
modificéd su pH inicial. En el resto de las soluciones disminuyd también

entre 2 y 4 centésimas.

Determinacién de los niveles de antibidticos por -

cromatografia liquida de alta presidn.

Los resultados obtenidos al medir las concentra-
ciones de antibidticos por cromatografia liquida de alta presién en el

medio de cultivo se recogen en la Tabla XXXVII.
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Como se puede observar las concentraciones de to-
dos los antibidticos estudiados fueron decreciendo de forma gradual a lo

largo de las 24 horas.

El porcentaje de reduccién para ceftazidima fué
45,2% para sisomicina fué 20%, amicacina 31,5%, no siendo posible detec-

tar niveles de gentamicina (Tabla XXVII).

En las combinaciones de ceftazidima mas amino-

glicésidos, las concentraciones de ceftazidima fueron siempre superior al

50%.

Los porcentajes de reduccién de ceftazidima mds

sisomicina fueron del 51,2% y de 65% respectivamente.

Los de ceftazidima mds amicacina fueron de 55,6%
y 35,5% respectivamente, y los de ceftazidima mds gentamicina fueron
58,9% para el primero, no siendo posible detectar gentamicina desde el

inicio.



TABLA XXXIII:

RECUENTO DEL NUMERO DE

BACTERIAS A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 85.

TIEMPO (horas)

1 2 24
Testigo 11 x 105 1,1x10°  3,2x 10° 1 x 107 107 x 107
Ceftazidima 11 x 105 2,3x 105 2,3x 10° 1 x 107 107 x 107
Sisomicina 1.1 x 10° 1,3 x 10° 8 x 10° 1 x 108 108 x 107
CTZ+S15 11 x 105 3,74x 105 4,6 x 10° 1 x 107 10% x 102
Amicacina 1,1 x 10° 1 x 102 1 x 102 1 x 102 102 x 10°
CTZ +AMC 1,1 x 10° 1 x 103 3,4x 104 3,3 x 10 102 x 102
Gentamicina 1,1 x 102 8 x 10% 5 x 10° 6 x 10° 107 x 10°
CTZ+GNT 1,1 x 102 2 x 10° 2 x 104 1 x 102 104 x 10°

0oct
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TABLA XXXIV: RESULTADOS DE LA TINCION DE LA CEPA 85.

ANTIBIOTICOS
T(;lemp° ) Testigo CTZ S1S AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC CTZ+GNT

oras

0 BGN - - - - - - -

1 BGN Esf BGN - BGN BGN BGN BGN

2 BGN Esf BGN - - BGN BGN BGN

4 BGN Esf BGN - BGN : Esf - -

8 BGN Esf BGN gruesos - BGN gruesos Esf - Esf
24 BGN Esf BGN gruesos - BGN gruesos Esf - Esf
BGN: Bacilos Gram negativos

Esf: Esferoplastos

v-): No se observan bacterias tefiidas

7¢€1



TABLA XXXV:

VALORES DE TURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA

85 (en uMcF).

ANTIBIOT ICOS
f;empo) Testigo CTZ S1S AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC CTZ+GNT
oras
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1 0,20 0,21 0,15 0,15 0,22 0,23 0,20 0,21
2 0,23 0,28 0,20 0,15 0,25 0,23 1,15 0,24
4 1,25 0,18 0,25 0,15 0,45 1,35 0,23 0,15
8 1,45 0,33 0,55 0,15 0,75 0,27 0,25 0,55
24 2,05 0,55 1,14 0,20 1,75 0,27 0,27 0,27
uMCF: Unidad de Mac Farland

Ge1



TABLA XXXV1:

VALORES DEL pH DE

L MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA DE MUERTE EN LA CEPA 85.

ANTIBIOTICOS

féZT§Z> Testigo CTZ SIS AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC ~ CTZ+GNT
0 7,27 7,20 7,35 7,32 7,30 7,32 7,34 7,36
1 7,28 7,13 7,32 7,32 7,25 7,32 7,31 7,30
2 7,29 7,07 7,30 7,22 7,20 7,22 7,20 7,21
4 7,20 7,05 7,264 7,17 7.17 7,18 7,19 7,13
8 7,30 7,25 7.36 7,38 7,23 7,34 7,30 7,36
24 7,34 7,20 7,38 7,29 7,28 7,35 7,32 7,34

9¢t



TABLA XXXVII:

CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS (ug/ml) EN EL MEDIO DE CULTIVO A LO LARGO DE LA CURVA

DE MUERTE EN LA CEPA 85.

"ANTIBIOTICOS
Tiempo CTZ SIS AMC GNT CTZ+S1S CTZ+AMC CTZ+GNT
(horas)
0 1025 2 128 ND 1025 2 125,6 32 128  ND
1 1015, 4 2 115,6 1019 2 121,2 32 120
2 665,6 2 106,5 998 1,4 115,9 28,8 115
4 625, 1 1,75 105,6 645 1,1 102,9 28,6 70, 4
8 617,6 1,70 91,2 640 0,8 99,8 25,4 63,2
24 562,3 1,6 87,7 500 0,7 56,9 20,5 52,6

LET



TABLA XXXVIII: COMPARACION ENTRE LOS METODOS PARA VALORAR LAS INTERACCIONES ENTRE ANTIBIOTICOS

COMBINACIONES DILUCIOHN CURVA DE MUERTE
CEPA DE EN CRITERIO A CRITERIO B

ANTIBIOT 1COS CUADRADO A 4 horas a 24 horas
25 CTX S A A
32 CTX 1 A A
85 CTX A S A

SIS +

25 CTZ 1 1 S
32 CTZ S 1 S
85 CTZ 1 A S
25 CTX A I 1
32 CTX S 1 I
85 CTX A 1 1
25 AMC + erz S 1 A
32 CTZ S 1 A
85 CTZ S 1 1
25 CTX S S 1
32 CTX 1 1 A
85 GNT + CTX A S A
25 CTZ S S A
32 CTZ 1 1 S
85 CTZ S S S

8el

S: sinergia, 1l: indeterminado, A: antagonismo
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4.2.3. Resultados del andlisis de la varianza.

4.2.3.1. Recuento del numero de UFC.

En la Tabla XXXIX y Figs.23,24,25,26,33 se recogen

los resultados.

La diferencia del logaritmo del numero de UFC entre
las distintas fracciones de tiempo no tomando en consideracién las
diferencias entre antibidticos,nos muestra comportamiento similar en las

cepas 25 y 32, con una cifra global significativa (p<0,001).

El andlisis de las diferencias del logaritmo del
nimero de UFC entre las distintas muestras -testigo y tratadas con
antibidticos- sin considerar las diferencias por tiempo-muestra valores
distintos segun las cepas. Sin embargo en las tres podemos destacar que
el recuento medio realizado en las muestras tratadas con amicacina, y
con sus combinaciones (amicacina mds ceftazidima) y (amicacina mds

cefotaxima) dieron los valores mds bajos frente al recuento en el testigo

(p<0,05).

La aplicacién de la prueba de la varianza permitid
valorar la influencia de la hora del recuento y del antibidtico o
combinacién utilizado. Del estudio realizado en las tres cepas solo se ha
encontrado interacciones valorables significativamente en la cepa 85. En
la Fig.26 se recoge la comparacidn del logaritmo de recuento de
colonias en los distintos tiempos, para cada antibidtico solo o en

combinacién.

Del estudio del crecimiento bacteriano en el tiempo y

la influencia del tratamiento con antibidtico podemos destacar:
P
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a) La amicacina disminuye el numero de UFC desde
la primera hora a las 24 horas en cifras significativas (p<0,05)

respecto al valor del recuento en el momento inicial.

b) Se observa aumento significative (p 0,05) del
numero de UFC a las 24 horas, respecto del valor del recuento en el
momento inicial (hora cero) en las preparaciones siguientes: El testigo,
las tratadas con: {(cefotaxima mds sisomicina), (cefotaxima mds gentami-
cina), ceftazidima, (ceftazidima maéas gentamicina), sisomicina y gentami-

cina.

c) Con la mayor parte de los antibidticos utilizados
los efectos bactericidas se manifiestan en las primeras cuatro horas, sin
embargo en la combinacidén ceftazidima mds sisomicina, se manifiesta mas

a las ocho y a las 24 horas.

La valoracién del logaritmo del recuento de UFC
realizados por intervalos de tiempo comparando los ensayos tratados con
distintos antibidticos, solos o en combinacién, se recogen en las Figs.26

y 33. De ello destacamos lo siguiente:

Primera hora.

a) Solo en las preparaciones tratadas con amicacina
se observa disminucién significativa en el logaritmo del numero de UFC

en relacién con el testigo (p < 0,05).

b) También es significativa (p¢0,05) en relacidén
con las combinaciones (ceftazidima mds gentamicina), (ceftazidima mdés

sisomicina) y (cefotaxima mdas amicacina).
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Segunda hora.

a) Respecto del testigo se observa disminucién
significativa del logaritmo del numero de UFC (p €£0,05) en las siguientes
preparaciones: Las tratadas con amicacina,{cefotaxima més amicacina),
(ceftazidima mds amicacina), (ceftazidima mds gentamicina), (cefotaxima

mds gentamicina) y (cefotaxima mds sisomicina).

A las cuatro horas.

Se observa disminucidén significativa del logaritmo
del numero de UFC, respecto del testigo (p¢ 0,05) en las preparaciones
tratadas con: amicacina,(cefotaxima méds amicacina), (ceftazidima mas
amicacina), (cefotaxima mas gentamicina), (ceftazidima mas gentamici-

na).

A la octava hora.

Se observa disminucién significativa del logaritmo
del numero de UFC, respecto del testigo (p <0,05) las preparaciones
tratadas con: amicacina,(cefotaxima mas amicacina), (ceftazidima mds
amicacina), (ceftazidima mdas gentamicina), (ceftazidima mds sisomici-

na).

A las veinticuatro horas.

Los resultados son iguales a los seflalados en la
octava hora. El logaritmo del recuento de UFC en las preparaciones
tratadas con amicacina sola o en combinacién, fué inferior significati-
vamente (p<0,05) al medido en las horas 22,4%,82 y 24%, de las

preparaciones tratadas con cualquier otro antibidtico solo.
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No se produce disminucidén significativa en el
logaritmo del nuimero de UFC en relacidén con el testigo en ninguna de las
horas estudiadas en las preparaciones tratadas con: cefotaxima,

ceftazidima, sisomicina, gentamicina, solos.

4.2.3.2. Turbidez.

En las Figs.27,28,29 y Tabla XL se recoge el
resultado de aplicar las pruebas de varianza en la valoracién de la
turbidez media, considerando la interaccién tiempo-antibidticos. El
estudio de las interacciones dié valores significativos (p ¢0,001) en las
tres cepas de estudio. De él1 destacamos lo siguiente: La turbidez media
de todos los ensayos es significativamente mas alta (p 0,05) en todos
los casos, en las ultimas fracciones de tiempo elegidas para la
valoracién de las muestras (8 y 24 horas) en relacién a las primeras (1

y 2 horas).

En la cepa 25 se pone de manifiesto que la turbidez
media es significativamente méds alta cuanto mds tiempo transcurre (p¢

0,05).

En esta misma cepa la turbidez media a lo largo del
tiempo es significativamente mayor (p<0,05) en el testigo y en las mues-

tras tratadas con cefotaxima y con ceftazidima.

En la cepa 32 ademds de estar elevada la turbidez
media en esas muestras lo estd también en las tratadas con (ceftazidima

mds sisomicina).

En la cepa 85, solo el testigo presenta turbidez me-

dia elevada signficativamente (p( 0,05),frente a mds de la mitad de las
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muestras tratadas con antibiodticos.

4.2.3.3. pH.

De las Figs. 30,31,32 y Tablas XLI, en donde se
recogen las interacciones del tipo de antibiético o combinacién, y el

tiempo, se destaca lo siguiente:

En la cepa 25 el valor del pH medio (de todas las
muestras tratadas y del testigo) es significativamente superior a las 24
horas (p¢ 0,05) si se compara con los obtenidos en cada una de las frac-

ciones de tiempos precedentes.

El pH medio medido a las 8 horas es significativa-

mente superior (p<0,05) al medido a las 42,22 y 12 horas.

En las otras cepas -32 y 85- ese mismo estudio sobre
las diferencias de pH en 1las distintas horas, no dio wvalores

significativos.

Comparando los valores de pH medio a lo largo del
tiempo, en muestras tratadas con diferentes antibidéticos o combinaciones

y con el testigo destacamos lo siguiente:

Cepa_ 25.

Los valores de pH medio del testigo fueron significa-
tivamente superiores al de tcdas las muestras (pg 0,05), excepto a las

tratadas con cefotaxima y amicacina.

Los valores de pH medio en las muestras tratadas
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con sisomicina y gentamicina, fueron significativamente inferiores a las

restantes (p 0,05).

CeEaiZ_.

El valor del pH medio del testigo es significativa-
mente superior (p(0,05) a wuna parte de las otras muestras vy

significativamente inferior a las restantes (p £0,05).

CeEa_ﬁé.

Respecto al valor del pH medio del testigo se
destaca que no presenta diferencias significativas respecto al de la

mayor parte de las muestras.
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TABLA XXXI1X: RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DEL LOGARITMO DEL NUMERO DE UFC.

CEPA 25
FUENTE DE VARIACION SUMA DE CUADRADOS GRADOS DE LIBERTAD CUADRADO MEDIO F.EXPERIMENTAL SIGNIFICACION
Antibidtico 206.5894 14 14,75638 6,3087 p < 0,001
Tiempo 56,92603 5 11,38521 4,86745 p< 0,001
Interaccidn 4,698383 4,698383 2,00846 N.S.
Error 161,3942 69 2,339046

CEPA 32
FUENTE DE VARIACION SUMA DE CUADRADOS GRADOS DE LIBERTAD CUADRADO MEDIO F.EXPERIMENTAL SIGNIFICACION
Antibidtico 232,8001 14 16,62857 7,3956 p< 0,001
Tiempo 98,45215 19,69043 8,75744 p <0,001
Interaccidn 6,909405 6,909405 3,03730 N.S.
Error 155,1411 69 2,248422

CEPA 85
FUENTE DE VARIACION SUMA DE CUADRADOS GRADOS DE LIBERTAD CUADRADO MEDIO F.EXPERIMENTAL SIGNIFICACION
Antibidtico 268,5259 14 19,18042 10,755348 p <0,001
Tiempo 26,36475 5.272949 2,956786 N.S.
Interaccidn 63,15718 63,15718 35,415 p € 0,001
Error 123,0503 69 1,783338

671
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TABLA XL: RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DE LA TURBIDEZ

CEPA 25
FUENTE DE VARIACIOV SUMA DE PUADRADOS GL LUADRADO MEDIO F. EXPLRIMnNTAL SIGNIFICACION
Antibidtico 0,8382013 14 5,987152E-02 24,93399 p< 0,001
Tiempo 0,7050917 5 0,1410184 58,740796 p«0.001
Interaccioén 2,59297 1 2,59297 1071,41986 p < 0,001
Error 0,1669886 69 2,420125E-03

CEPA 32
FUENTE DE VARIACION SUMA DE CUADRADOS GL PUADRADO MEDIO F EXPERleNTAL SIPNIrICAPION
Antibidtico 1, 439187 14 0,1027961 7,77844 p< 0,001
Tiempo 0,8046794 5 ' 0,1609359 121,7744 p < 0,001
Interaccién 1,831952 1 1,831952 138,6172 p < 0,001
Error 0,9119024 69 1.321598E-02

CEPA 85
FUENTE DE VARIACION SUMA DE CUADRADOS GL CUADRADO MED10O F.EXPERIMENTAL SIGNIFICACION
Antibidtico 1,705797 14 0,1218427 2.003939 p 0,05
Tiempo 5,700568 5 1,140114 18.751382 p ¢ 0,001
Interaccioén 2,765169 1 2,765169 45,4785 p< 0,001
Error 4,195312 69 6,080162E-02

971




TABLA XL1:

RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DEL pH.

CEPA 25

FUENTE DE VARIACION

SUMA DE CUADRADOS GRADOS Dn LIBERTAD

Antibidtico
Tiempo
Interacciodn

Error

CUADRADO MED1O F.EXPERIMENTAL  SIGNIFICACION
0,0424456 7,566735 p £0.001
2.,373047E-02 4,2303949 p < 0,01
9.849191E-03 1,771118 N.S.

5,56095E-03

0.5942383 14

0,1186524

9.849191E-03 1

0,3837055 69
CEPA 32

FUENTE DE VARIACION

GRADOS DE LIBERTAD

SUMA DE CUADRADOS

Antibiotico
Tiempo
Interacciédn

Error

CUADQADO MEDIO F. EXPLRIMLNTAL

SI”NIrIbACION

FUENTE DE VARIACION

Antibidtico
Tiempo
Interaccion

Error

0,4809571 14 3,435407n—02 16 66456 p<(0,001
1,806641E-02 5 3,613281E-03 1,752704 N.S.
7,992073E-02 1 7,992073E-02 38,768 p 0,001
0,1422472 69 2,061554E-03
CEPA 85
EUMA DE CUADRADOS GRADOS DE LIBERTAD CUADRADO MEDIO F EXPERIMENTAL SIGNIFICACION

0,7553711 14 5,395508E-02 700,16974 p<0,01
0,0522461 5 1.,044922E-02 1,35 N.S.
1,759638E-02 1 1,759638E-02 2,2831 N.S.
0,5317201 69 7,706088E-03

L71
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(bis,

Significado de los numeros utilizados en estas Figuras, con referen-

cia a los antibidticos.

(oA TN O 2 B S N 98 ]

10
11
12
13
14
15

Cefotaxime CTX

+ Sisomicina CTX+S1S

+ Amicacina CTX+AMC

" + Gentamicina CTX+GNT

Ceftazidime CTZ

+ Sisomicina CTZ+SIS

+ Amicacina CTZ+AMC

" + Gentamicina CTZ+GNT

Sisomicina SIS
Amicacina AMC
Gentamicina GNT
Sisomicina 515
Amicacina AMC
Gentamicina GNT

Testigo

(2 pg/ml)
(128 pg/ml)
(1 ug/ ml)
(2 pg/ml)
(128 pg/ml)

(0,5 )Jg/ml)
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VARIANZA EN EL PARAMETRO TURBIDEZ EN LA CEPA 25,
ARRIBA DIFERENCIAS ENTRE TIEMPOS. ABAJO DIFE-
RENCIAS ENTRE ANTIBIOTICOS.
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F1GUuRA 28.- DIAGRAMAS REPRESENTATIVOS DE LAS
DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS DEL ANALISIS DE LA
VARIANZA EN EL PARAMETRO TURBIDEZ EN LA CEPA 32,
ARRIBA DIFERENCIA ENTRE TIEMPOS. ABAJO DIFE-

RENCIAS ENTRE ANTIBIOTICOS.
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F1GURA 23.- DIAGRAMAS REPRESENTATIVOS DE LAS
DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS DEL ANALISIS DE LA
VARIANZA EN EL PARAMETRO TURBIDEZ EN LA CEPA 85,
ARRIBA DIFERENCIAS ENTRE TIEMPOS. ABAJO DIFE-
RENCIAS ENTRE ANTIBIOTICOS.
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Ficura 30.- DIAGRAMAS REPRESENTATIVOS DE LAS
DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS DEL ANALISIS DE LA
VARIANZA EN EL PARAMETRO PH EN LA CEPA 25,
ARRIBA DIFERENCIAS ENTRE TIEMPOS. ABAJO DIFE-
RENCIAS ENTRE ANTIBIOTICOS.
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FIGURA 31.- DIAGRAMA REPRESENTATIVO DE LAS DIFE-
RENCIAS DE LAS MEDIAS DEL ANALISIS DE LA VARIANZA
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4.2.4. Resultados del estudio de regresidn.

En las Tablas XLII,XLI1II,XLIV,XLV,XLVI,XLVII, se recogen
los resultados expresados en grado de significacién estadistica de las

relaciones lineales entre los siguientes pardmetros:

- Log del N2 de UFC - Turbidez (Tabla XLII).
- Log.del N¢ de UFC - Tiempo (Tabla XLIII).
- Turbidez - Tiempo (Tabla XLIV).

- pH - Tiempo (Tabla XLV).

- Log.del N2 de UFC - pH (Tabla XLVI).

-~ Log.del N2 de UFC - Nivel de antibiéticos (Tabla XLVII).



TABLA XL11: GRADOS DE SIGNIFICACION DEL ANALI1SIS DE REGRESION. LOG.DEL N¢ UFC - TURBIDEZ.
ANT IBIOTICOS
CEPA CIX + + + + + SIS AC QT Q\T*
SIS AMC QT Sis QT
Z) p(O,wQS - p< 0703 p<0105 p<0,05 - - p<0,w9 - -
32 P<O,m25 P<O905 - - - - p(osol - - -
85 - p4.0,01 - p<L 0,01 p<0,5 - p<0,05 - p< 0,05 p<0,01

*GNT: A concentracion 1/4 de GNT.
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TABLA XLIII:

GRADOS DE SIGNIFICACION DEL ANALISIS DE REGRESION. LOG.DEL N° UFC

- TIEMPO.

ANT IBIOTICOS
CIX CIX CIX . CIz CIZ CiZ
(FPA CIX + + + CIZ + + + SIS AVC NT QNT*
SIS A avr SIS AL QT
i
25 | p«0,0005 ~ - - p¢0,0005 - - - p<0,02 - - -
32 P<Oy()5 p<0,m5 - - P40105 - - - p(0,0S - - -
:
& | p (0,05 p 0,005 - p<0,05 - - - - p<0,05 - p<0,0l | p<0,05
| .
*NT: A concentracidén 1/4 de GNT.
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TABLA XL1V: GRADOS DE SIGNIFICACION DEL ANALISIS DE REGRESION. TURBIDEZ-TIEMPO.

ANTIBIOT ICOS
PA CIX + + + CIZ + + + SIS AL QT QNT*
SIS AVC QT SIS AN QT
25 p £0,0025 - - - p <0,0025 p<0,03 - p¢ 0,05 - - - -
‘ 32 p <ng25 p<o,m5 - - p<oym% p(o705 p< O,()S - p( Oymzs - - -
|
\
8 p <0,0005 p< 0,005 - p¢0,0005 | p<0,0025 - - - p<0,0005 p<0,0025 |p<«0,0025 | p«0,0005
*QNT: A concentracién 1/4 de GNT.
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TABLA XLV: GRADOS DE SIGNIFICACION D3l ANALISIS DE REGRESION. pH - TIEMPO.

ANT IBIOT ICOS
CIX CIX CIX CIZ CIz CIZ ;
CEPA CIX + + + Crz + + + SIS AVC
S1S AC ar SIS AVC QT
25 P4O,(D25 - - - P <0105 - - - - p<0704
32 - - - - - - - - - p<£ 0,05
85 - - - - - - - - - i -

"% GNT: A concentracidn 1/4 de GNT

€91



TABLA XLV1: GRADOS DE SIGNIFICACION DEL ANALISIS DE REGRESION. LOG. DEL N¢ UFC - pH
ANTIBIOTICOS
CIX CIX CIX CIlZ CIZ CIZ
CEPA CT% + + + CIZ + + + SIS AL GiT QT*
SIS AMC QT SIS AMC QT
25 p £0,0025 - - - p<0,05 - - p<0,05 - p<0,05 - -
32 - - - - - - - - p<0,05 - p< 0,005 -
85 - - - - - - - p¢0,01 - - - -
* GNT: A concentracidén 1/4 de GNT.
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TABLA XLVITI:

GRADOS DE SIGNIFICACION DEL ANALISIS DE REGRESION. LOG.

~

DEL NeUFC - NIVEL DE ANTIBIOTICOS.

ANTIBIOTICOS
CIX CIX CIX : CIZ CIZ CIZ
CFPA CIX + + + i CIZ + + + SIS AL QAT Qi
SIS AL QT ; SIS AL QT
p<0,008 | p0,05 020,04 p<0,01
25 y y :
p €0,006, | p<0,03;
R p<£0,0025 | p«0,005 p<0,01 p<0,025 p< 0,05 p«0,01
& p¢0,05 p< 0,05 ;
*@NI: A concentracidon 1/4 de GNT.

591




5.DISCUSION
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5.1. SENSIBILIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS.

Los problemas que plantean las infecciones causadas por P.aerugi-

nosa ha motivado la busqueda de nuevas pautas terapetticas, tanto para

intentar obviar la aparicion de cepas resistentes como para intentar tra-

tar las infecciones por cepas multirresistentes (32,40,48,52,138,140).

En una primera parte de nuestro trabajo hemos estudiado la activi-
dad de nueve antibidticos -seis betalactdmicos mds tres aminoglicdsidos-

sobre 100 cepas de P.aeruginosa. Como los efectos de algunos de estos

antibidticos sobre otras cepas de P.aeruginosa ya habia sido estudiado

por otros autores (14,24,113,121,149) nos ha parecido de interés
comparar los valores de las CMI50 y CMI90 obtenidos por nosotros con la
de ellos para conocer la diferente sensibilidad de este microorganismo
aislado en nuestro medio hospitalario. Partiendo de los resultados de los
efectos de antibidticos wutilizados comentaremos a continuacidén los
obtenidos wutilizando combinaciones de betalactdmicos y aminoglicdsidos

seleccionados.

Los antibidticos mas activos fueron imipenema y ceftazidima que
presentaron los valores mds bajos de CMISO ly Z/Jg/ml respectivamente,

y CMI90 4)1g/m1 para ambos.

La razén de la mayor actividad de la imipenema parece explicarse
(122) por la particular estructura quimica, determinada por un cambio
de lugar en el 6-alfa-hidroxietil, que le confiere mayor resistencia a las

beta-lactamasas tipo 1ld de P.aeruginosa y a la ausencia de un dtomo de

azufre en el anillo secundario. Por otra parte, NEU (108) ha sefialado
que la imipenema es activa sobre todas las bacterias resistentes a
ampicilina, cefamandol, cefoxitina,ticarcilina,cefoperazona,cefsulodin vy

ceftazidima.lLas CMISO oMI .
¥ ~Mlgo obtenidas por nosotros para este iltimo
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antibidético son idénticas a las encontradas por GOBERNADO (42),ROMAG-
NOLI (122) y superior en una dilucién a los de CORRADO (16),SKALOVA
(134).

CLUMECK afirma que ceftazidima tiene una buena actividad "in

vitro" frente a P.aeruginosa y posee una alta estabilidad frente a las

beta-lactamasas. Por esas caracteristicas, por tener una vida media
larga (1,3- 1,8 hora) y una escasa capacidad de unirse a proteinas
(17%) (44),algunos autores BOUZA (10),CLUMECK (17),GOZZARD (43), NEU
(107), ROLSTON (121) la proponen como una via alternativa en el
tratamiento de infecciones graves. En el mismo sentido estdn nuestros
resultados. Nuestros valores de sensibilidad son comparables a los de
DUGUID (20) ENG (24), GOBERNADO (42), diferencidndose en escasas
diluciones (1 & 2) de los encontrados por GOBERNADO (42), ROLSTON
(121).

La cefotaxima no mostré una accidén bactericida importante sobre los
microorganismos estudiados (CMISO: 4 /ug/ml y CM190: 32 ng/ml). Otros
autores obtienen valores superiores en dos diluciones a los nuestros
CHANDRASEKAR (14), GOBERNADO (42), WISE (148), aunque fué mds activa
que las otras dos cefalosporinas de la tercera generacién YU (158) y
también que la carbenicilina, como han demostrado WISE y cols. (148),
NEU y cols. (107) y BARRY y cols (5) consideran que este antibidtico

podria wutilizarse en algunas infecciones producidas por P.aeruginosa,

siempre que se alcance en el lugar de la infeccién una concentracién

superior a 32/ug/m1.

Nuestros resultados apoyan lo mantenido por NAMEE (101), que
ninguna cefalosporina de 1la tercera generacién presenta suficiente

actividad bactericida frente a P.aeruginosa como para poder usarse

sola, como se ha venido haciendo en pacientes con septicemias o
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granulocitopénicos. Con los valores de CMI encontrados por nosotros

tampoco podria ser recomendadas, la uUnica excepcién es ceftazidima.

La azlocilina es una penicilina con actividad antipseudomonas, pero
inestables a las betalactamas CAMI (13). Los valores de CMISO (8)ug/m1)

y CM190 (128 }Jg/ml) obtenidos por nosotros frente a P.aeruginosa coinci-

den con los encontrados por PEREA y cols (113) cuando estudia la activi-

dad de este antibidtico frente a cepas de P.aeruginosa sensibles y resis-

tes a carbenicilina. Sin embargo los encontrados por otros autores
presentan diferencias respecto a las nuestras. Mientras que coincidimos
en la CMISO, la CMI90 es tres diluciones superior a la de MOODY (99);
otros sin embargo obtienen una CMISO inferior y CM190 superior (14,52).
La misma actividad bactericida presentaron cefoperazona y el moxalac-
tam. Ambos mostraron los valores mds altos de CMISO (16 ug/ml) y CM190
(64 /Jg/ml) de los seis betalactdmicos ensayados. Sin embargo algunos
autores obtienen cifras diferentes de CMI para la cefoperazona (ENG
(24),HALL (54), NEU (108), SOSNA (135) que en la mayor parte de casos
citados se podria explicar por las variaciones regionales en la

susceptibilidad de P.aeruginosa aisladas de sujetos inmunocomprometi-

dos, previamente tratados con antibidticos y frecuentemente infectados

con organismos mds resistentes.

Los valores de CMISO y CM190 de moxalactam encontradas por noso-
tros son similares a los publicados por otros autores (GREENWOOD (50),
KURTZ (77),WISE (149). NEU (107) ya habia observado que este

antibidtico tenia poca actividad bactericida sobre P.aeruginosa que

parece inactivarlo por accién de betalactamas. En este mismo sentido se

interpretan los resultados de BARRY (5), y las nuestras.

En relacidén con la sensibilidad de los aminoglicdsidos estudiados

(sisomicina,amicacina,gemamicina) nuestros resultados han mostrado que
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la CMI90 es igual para los tres (128 /Jg/ml),mientras que las CMI50 se
diferencian entre si en'una dilucién. La sisomicina fué la mds activa de
los tres (CMI50 A}Jg/ml).Estos resultados coinciden con los encontrados
por PEREA y cols (113), ROSLTON y cols (121), MARKS y cols (128)
comprobaron que este antibidtico era eficaz en el 40% de cepas de

P.aeruginosa, resistentes a gentamicina. En la misma linea estd el

estudio de WAITZ y cols (143) que "in vivo' observan que la sisomicina

era mds activa que gentamicina,kanamicina y tobramicina.

La valoracién de la actividad de amicacina nos ha mostrado que las
cifras de CMISO (16 )xg/ml) y CM190 son ligeramente superiores a las pu-
blicadas por la mayoria de autores (BARRY (5),CHANDRASEKAR (14),
KURTZ (76), NEU (108). Algunos que obtuvieron valores de CMI inferiores
a los nuestros, lo consideran el aminoglicésido mas activo contra

P.aeruginosa, seflalando que solo se inactiva por uno de los enzimas que

actuan sobre los antibidticos de este grupo (PEREA (113), ROLSTON (121).

En la valoracién de las CMISO‘y CMI9O de gentamicina obtuvimos ci-
fras iguales (CHANDRASEKAR(14), GREENWOOD (50) o ligeramniente superio-
res (ENG (24), GWYNN (52), WISE (148) a las de otros autores. Creemos
que la causa de esta mayor resistencia se debe a la gran utilizacidén de
este antibidtico en nuestro medio hospitalario y extrahospitalario. Pues
aunque este antibidtico se recomendd en principio para el tratamiento de
infecciones en sujetos neutropénicos ROBERTS (119), sin embargo se ha
venido haciendo un wuso excesivo del mismo, incluso en 1infecciones

banales.

De los resultados expuestos podemos afirmar que de los antibidticos
ensayados los mds activos han sido la imipenema y la ceftazidima. El
resto han mostrado unos valores de CMI elevados sobre las cien cepas

estudiadas de P.aeruginosa. Por ello creemos que no es aconsejable su
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uso clinico porque se necesitaria utilizar dosis altas para ser efectivos

que con frecuencia serian téxicas para el sujeto.

5.2, INTERACCIONES DE ANTIBIOTICOS CON DISTINTOS METODOS.

Para el estudio de la interaccidn entre antibidtico los métodos
seguidos han sido la técnica de dilucién en cuadrado y la curva de
muerte en medio liquido. Ccn el primero de ellos se han estudiado los
efectos de las combinaciones de los seis betalactdmicos con los tres

aminoglicésidos sobre cien cepas de P.aeruginosa. El segundo método se

ha utilizado para valorar la accién bactericida de las combinaciones de
dos betalactdmicos -cefotaxima y ceftazidima- con los tres aminoglicdsi-

dos, sobre tres cepas de P.aeruginosa. Estas fueron seleccionadas

atendiendo a la respuesta observada previamente de los antibidticos en
medio sdélido sobre cada una de las cien cepas aplicando el primer

método.

Con la -técnica de dilucidn en cuadrado- en medio sélido las
combinaciones de amicacina con todos los betalactdmicos fueron las de
mayor efecto sinérgico, siendo el de mdximo rango la formada por
amicacina con moxalactam (93%). Utilizando combinaciones de este
aminoglicdsido con otros betalactdmicos, distintos a los ensayados por
nosotros, algunos autores han obtenido resultados similares (41,77,129,-
152). También observamos que los efectos de "antagonismo' e 'indeferen-

"

cia con esta combinacién fueron minimos, mientras que el efecto

"favorable'" fué maximo.

La combinacién de amicacina con ceftazidima inhibid sinérgicamente
(88%) de las cepas estudiadas. HOOTON (59) obtiene un efecto sinérgico

muy inferior al nuestro (29%). Afirma que el escaso efecto sinérgico es
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consecuencia exclusiva de una menor sensibilidad con una mayor CM190

del betalactdmico. Sin embargo en nuestros resultados se produce un

efecto sinérgico alto con una baja CMI90 (A)ug/ml) de ceftazidima.

Los menores porcentajes de sinergia los observamos con las combina-
ciones de todos los aminoglicésidos con cefoperazona y dentro de los pri-
meros con sisomicina (27%). Este dato no puede ser comparado con los de
otros autores por no haber encontrado ninguna referencia en la
bibliografia consultada acerca de esta combinacién. Nos llama la
atencién que este aminoglicésido, el mas activo utilizado solo, sea el

menos sinérgico en combinacidn.

La adicidn globalmente considerada fué superior al diez por ciento
para todas las combinaciones de sisomicina mas betalactdmicos. Los efec-
tos superiores de adicidén se obtuvieron con la combinacién gentamicina
m&as imipenema (25%). Este betalactdmico, que fué el mds activo de tcdos
los ensayados cuando se utilizdé solo, mostrd poca actividad sinérgica en
combinacidn con gentamicina (57%) aunque con los otros dos aminoglicé-

sidos mostrd valores sinérgicos superiores al 80%.

La indiferencia se observd con mayor frecuencia en las combinacio-
nes de todos los aminoglicésidos con cefoperazona, siendo mayor la

indiferencia cuando ésta se combind con sisomicina (33%).

Destacamos los reducidos efectos antagdnicos obtenidos en las combi-
naciones de los antibidticos estudiados. El mayor efecto relativo lo

observamos con la combinacidén de cefoperazona méas gentamicina (17%).

En un porcentaje pequefio de cepas (9%) no se pudo valorar el
efecto de la combinacién de la sisomicina con el cefotaxima, por no

ajustarse a los criterios requeridos para determinar su comportamiento.
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5.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS CURVAS DE

MUERTE.

5.3.1. Modificaciones de la poblacidén bacteriana.

Observando los resultados que recogemos en la Tabla XXXVIII
podemos afirmar que varias combinaciones de antibidticos, en particular
aquellas formadas por gentamicina, muestran efectos sinérgicos segun el
criterio de BULGER (12),JAWETZ (62), a las cuatro hcras de la curva de
muerte en determinadas cepas. Solo la combinacién gentamicina mads
ceftazidima, sobre la cepa 85, mostré también efectos sinérgicos a las 24
horas. Valorando la interaccidén a las 24 horas observamos que algunas
combinaciones que fueron sinérgicas a las 4 horas, mostraron efectos
antagdnicos:(sisomicina méas cefotaxima) (cepa 85), (gentamicina mads
cefotaxima) (cepa 85) y (gentamicina mds ceftazidima) (cepa 25). Por
otra parte a las 24 horas, se observaron efectos sinérgicos en
combinaciones que no lo fueron a las 4 horas (sisomicina mds

ceftazidima) en las tres cepas y (gentamicina mdés ceftazidima) (cepa

32).

Estos resultados muestran discrepancias en el tipo de efectos
segun se valore con un criterio u otro en razén de la hora de hacer el
estudio. Estas diferencias ya habian sido puesta de manifiesto PEREA y
cols (112). Si bien no hay todavia una explicacidén satisfactoria de esos
comportamientos, podrian suponerse debidos a posibles cambios parciales
en la estructura de la molécula de algunos de los antibidticos por accidn
de los enzimas bacterianos, o bien a posible aparicién de cepas resisten-
tes a los antibidticos. En la prdctica, sin embargo, es donde se
plantean los problemas mds acuciantes, ya que hay que decidir qué
tiempo -las 4 & las 24 horas- es el mds adecuado para valorar la

interaccién. La mayoria de autores (112,148) son mds partidarios de que
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la valoracidén se haga a las 24 horas, porque no encuentran variaciones
significativas a las 4 horas en las curvas de muerte, utilizando

combinaciones de otros antibidticos en diferentes microorganismos.

Después de aplicar el estudio estadistico a los datos
obtenidos en las curvas de muerte, extraemos algunas consideraciones,
que nos parecen interesantes. La obser‘vacién de que en las muestras
tratadas con amicacina sola y con las combinaciones de éste aminoglicé-
sido con cefotaxima y ceftazidima, se den los valores mds bajos en el
numero de UFC a lo largo de las 24 horas y en las tres cepas, indica un
mayor efecto bactericida que contrasta con los efectos de indiferencia y
antagonismo que presentan esas combinaciones, utilizando los criterios
establecidos. Esta aparente discrepancia podria explicarse en base al
gran efecto bactericida ejercido por las concentraciones subinhibitorias
de amicacina que no permitié una accidén conjunta de los betalactdmicos
con los que se combiné en cada caso. De hecho, la accidn bactericida
ejercida por la amicacina sola, y la de sus combinaciones no mostrd
diferencias signficativas a lo largo de las 24 horas en las cepas
estudiadas. Sin embargo a las 24 horas las otras dos combinaciones
-sisomicina mas ceftazidima- y -gentamicina mds ceftazidima-, que
mostraron mayores efectos bactericidas, se comportaron como sinérgicos
sobre la cepa 85. Creemos que esta doble cualidad supone un dato de
interés aplicatiyo, que en la segunda de las combinaciones citadas viene
reforzada por el hecho de presentar también efecto sinérgico a las 4

horas.

El estudio estadistico realizado a las 4 horas en la cepa 85,
pone de manifiesto que los mayores efectos bactericidas corresponde a la
amicacina,gentamicina, solas, y a las combinaciones de amicacina y
gentamicina con los dos betalactdmicos. Se muestra también aqui, seguin

el criterio seguido por BULGER (12), efectos indiferentes las combinacio-
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nes de amicacina, mientras que son sinérgicos los encontrados para las

combinaciones de gentamicina.

Junto al efecto sinérgico valorables segun los distintos crite-
rios -a las 4 y a las 24 horas-, creemos que es aconsejable también
tener en cuenta el efecto bactericida global de cada antibidtico y sus
combinaciones, a lo largo del tiempo, y el que se puede poner de
manifiesto a intervalos particulares. A titulo de muestra apreciamos que
mientras la combinacién (amicacina mds cefotaxima) tiene un efecto
bactericida muy reducido al finalizar la primera hora, mostrdndose
significativamente inferior (p <0,05) a los otros citados, sin embargo a
las dos horas aparece como la accidén bactericida mds importante y asi
se mantiene hasta finalizar las 24 horas. Este estudio de la interaccidén
antibidtico-tiempo para valorar el numero de UFC solo se pudo hacer en
la cepa 85, uUnica de las tres que dié valores significativos al hacer el
andlisis de la varianza (p{0,001). Sin embargo somos conscientes del
gran trabajo y tiempo que habria que utilizar para valorar el efecto
bactericida que hemos sefialado,puesto que implicaria hacer un estudio
pormenorizado en cada una de las cientos de cepas estudiadas en cada

caso.

Cuando comparamos los resultados obtenidos de los efectos de
las combinaciones de antibidticos utilizando la técnica de dilucién en
cuadrado, en relacidén con los obtenidos a partir de la curva de muerte
encontramos también diferencias. Hay algunas coincidencias como el
efecto sinérgico de las combinaciones (sisomicina més ceftazidima) (cepa
25) y (gentamicina mds ceftazidima) (cepa 85). Por otra parte coinciden
igualmente los resultados obtenidos de efectos antagdnicos de (sisomicina

mas cefotaxima) (cepa 85) y (gentamicina y cefotaxima) (cepa 85).

Las diferencias en los resultados segun la técnica utilizada,
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ha sido puesta de manifiesto por BAYER (7), NORDEN (104),ensayando o-

tras combinaciones de antibidticos sobre Klebsiella pneumoniae. La

explicaciéon de esas diferencias radica en que con la técnica de dilucién
en cuadrado se valora la capacidad de una combinacién de antibidticos
de inhibir el crecimiento bacteriano y se observa el resultado final de
la interaccidén a las 18-24 horas, mientras que con la curva de muerte se
valora la proporciéon de muerte bacteriana determinada por la combina-
cidon y la dindmica de esta interaccién en el tiempo estimdndose que con
cada técnica se valora un fendmeno diferente y en consecuencia no debe
sorprender que en ciertos casos no se de una buena correlacién. Algunos
autores, GREENWOOD y col (62) considera que la técnica de dilucidén en
cuadrado es pobre en resultados, por lo que no aconseja que sirva de
pauta para indicaciones en la terapeutica antimicrobiana. Por otra parte
KING (68) afirma que la técnica de dilucidn en cuadrado es imprecisa y

errénea (25).

El efecto de concentraciones subinhibitorias de antibidticos
sobre la morfologia bacteriana habia sido descrita desde hace afios,
utilizando Penicilina (1,27,31) aunque el significado del mismo no se ha
sabido hasta mds recientemente (35,69,83,84,159). Se han descrito
alargamientos y engrosamientos de la pared bacteriana por efecto de
algunas cefalosporinas (83,85,86) y se ha interpretado que esas formas
alargadas se debian a una alteraciéon en la sintesis de las proteinas
necesarias para la divisidén celular (SPRATT (136), para ENG (24) esas
formas aberrantes a que dan lugar algunos betalactdmicos -ceftazidima-
se deberian a las alteraciones ocasionadas por la unién del antibidtico
con un tipo de protéina fijadora de penicilina (PBP 3) pero no otras

(PBP, 1y 2).

En nuestros resultados hemos observado que las cepas trata-
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das solo con betalactdmicos, desde la segunda hora hasta el final,
presentan abundantes esferoplastos, con las caracteristicas morfoldgicas
ya citadas (83,84,85,86). Sin embargo, utilizando las combinaciones de
beta-lactamicos con aminoglicdsidos, observamos bacilos con morfologia

tipica de P.aeruginosa en las dos primeras horas. En las horas

siguientes pudimos comprobar la aparicién de esferoplastos. Tal vez
estos resultados sean comparables a los descritos por HAYES (58) quien

en cepas de P.aeruginosa, tratadas con ceftazidima observa un periodo

transitorio en el que se forman bacilos filamentosos, aberrantes,
seguidos de otra fase con una reduccién del numero de colonias. Esa
secuencia de sucesos la asocia a la unién a las PBP tipo 3 y tipo 1, de
la ceftazidima que conduce finalmente a la lisis bacteriana. Nuestros
resultados, utilizando la tincidén con azul de metileno, sin embargo, son
diferentes porque en dos cepas observamos con ceftazidima, cefotaxima y
las combinaciones de éstos con sisomicina y gentamicina, que aparecen
esferoplastos en fases intermedias de la curva, pero se produce un
recrecimiento bacteriano al final de las 24 horas. Este recrecimiento en
las dltimas fases, viene confirmado en el estudio estadistico por una
relacién lineal significativa entre numero de UFC y tiempo. Aunque no es
facil encontrar una explicacidén convincente para la existencia de ese
recrecimiento, LAYTE (80) interpreta que podrd deberse al resultado de
la formacién de agregados de células bacterianas intimamente adheridas
a la pared del tubo. En nuestro estudio estas observaciones no tuvieron
lugar, pues los matraces con las muestras estuvieron en un bafio de

agitacidén durante las 24 horas del experimento.

La CMI de las cepas durante y después de su exposicién a
concentraciones subinhibitorias de antibidticos solos y en combinacién no
mostré ninguin cambio en su sensibilidad, GIALDRONI (36,37) observd el

mismo efecto cuando estudiaba E.coli,P.aeruginosa y Staphylococcus au-

reus expuestos a concentraciones subinhibitorias de penicilina, gentami-
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cina, cloranfenicol y fosfomicina, afirmando que las concentraciones

subinhibitorias de antibidticos no modifican la CMI de los antibidticos
ensayados y tienen escaso efecto en el crecimiento. Esto podria ser
atribuido al hecho de que las concentraciones subinhibitorias eliminan
solo a la parte mds sensible de la poblacidén, o inducen modificaciones
estructurales reversibles en el resto. Por otra parte GWYNN (52) confirma
lo sefialado, al observar que las bacterias que habian crecido en

presencia de antibidticos betalactdmicos no modifican su sensibilidad.

5.3.2. Modificaciones de la turbidez del medio de cultivo.

De nuestra valoracién estadistica deducimos que sdlo se dan
escasas relaciones lineales significativas entre grado de turbidez y log.
del numero de UFC (Tabla XLII). De esto deducimos, que la turbidez no
es una buena técnica para valorar el grado de crecimiento bacteriano.
Contra la afirmacidén de algunos autores (46,47,48,49,159), esta técnica
no nos permite dar una orientacidén acerca del comportamiento que tendrd
la cepa frente al antibidtico estudiado a las 4 horas, pues la medida del
crecimiento con la densidad odptica es muy similar en todos los cultivos
en las primeras horas. Después de este periodo la razdn de crecimiento
en presencia de concentraciones subinhibitorias de antibidticos beta-lac-
tamicos o aminoglicésidos disminuye comparada con el control. NORDS-
TROM (105) también observd este efecto con otros beta-lactdmicos. ZANON
(159) manifiesta sus dudas sobre la validez de la turbidimetria como
técnica para medir el numero de bacterias, porque a concentraciones
subinhibitorias las células aumentan de volumen y por ello aumenta la
densidad o6ptica, y lo que se mide es la masa celular, mds bien que el

numeroc de bacterias.
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5.3.3. Modificaciones del pH.

La determinacidén del pH del medio de cultivo tiene interés

pues puede influir sobre la actividad de los antibidticos. Algunos
autores han coincidido en afirmar la presenunta indiferencia del pH
sobre la accién de determinados antibidticos betalactdmicos. Asi PEREA y
col(111), afirman que variaciones en el pH del medio de cultivo de 6 &
8, no producen efecto significativo en la actividad de cefoxitina y los
microorganismos no cambian su susceptibilidad o resistencia. En el
mismo sentido se interpretan los resultados de NEU (106). No obstante
HOU y POLE (60) sefialan que los betalactdmicos son varias veces mds
potentes en un medio dcido determinado, pH 5,5 que en un medio
alcalino. De ello se puede deducir que este grupo tiene una accién
6ptima a pH de 5,5 4 7,5. Por eso se ha afirmado que. en orina, la
accién de éstos mejorara con la acidificacién del medio. Por otra parte,

es conocido que los aminoglicésidos son mds activos en medio basico

(28).

No ha sido objetivo de nuestro trabajo estudiar las modifica-
ciones en la actividad de los antibidticos, a distintos valores de pH. Sin
embargo, hemos apreciado pequefias variaciones en el mismo a lo largo
de los distintos ensayos que trataremos de comentar. Esas oscilaciones
del pH a través del tiempo fueron en general inferiores a la unidad, por
ello pensamos que influyeron poco en la actividad de los antibidticos. El
incremento maximo fué de 0,41 cuando la cepa 25 crecid en presencia de

cefotaxima.

Observamos que un cambio minimo del pH inicial, cuando la
cepa 25 fué tratada con sisomicina y gentamicina,no parece coincidir con

una menor actividad de ambos antibidticos. El hecho de que la

amicacina, que como todos los aminoglicésidos se muestra mds activo con
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pH alcalino, explicaria en parte el que las tres cepas tratadas con este
antibidtico presentaron valores de pH significativamente superior (p¢
0,05) a la casi totalidad de las restantes; aunque esas diferencias no
pueden servir de base para explicar la mayor actividad bactericida de
este antibidtico. Los otros dos aminoglicésidos, en cuanto a la medida
del pH no muestran valores superponibles, si bien las muestras de la
cepa 32 tratadas con gentamicina ponen de manifiesto una relacidn

pH-tiempo significativa (p¢0,02).

5.3.4. Modificaciones de los niveles de antibidticos.

La determinacién de los niveles de antibidticos durante la
curva de muerte la hemos realizado por cromatografia liquida de alta
presidén, pues el método microbiolégico no es valido ya que las
concentraciones subinhibitorias utilizadas son muy bajas y la técnica no
es tan sensible como para poder detectarlo. Por otra parte resulta
imposible encontrar cepas que permitan detectar las concentraciones de
dos antibidticos en combinacidén, ya que se puede dar un fendmeno de
sinergia entre ellos frente a la cepa patrdn o la imposibilidad de
encontrar cepas sensibles a uno y resistente al otro antibidtico, dadas

las multiples combinaciones que de los mismos se pueden presentar.

La cromatografia liquida de alta presidén, es el unico método
con gran sensibilidad que nos permite detectar antibidticos en rango de
microgramos (38,81,154), y especificidad, puesto que estd basado en la
diferente absorcidén seguin la estructura quimica de los mismos. Asi la

cuantificacién para los antibidticos betalactdamicos estd basada en la
absorcidn de luz ultravioleta, y la de los aminoglicdsidos en la medida
de fluorescencia (102,118,133). Estas propiedades nos han permitido
identificar simultdneamente concentraciones de varios antibidticos,

aunque tengan estructura quimica muy parecida. Presenta ademds la
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ventaja de ser una técnica rdpida. Después de inyectar las muestras en
las columnas correspondientes, en menos de 5 minutos se obtienen los

resultados (102,155).

Hasta hace poco tiempo solo se habia utilizado la cromatogra-
fia liquida de alta presidén para las determinaciones de cefotaxima (118)
y gentamicina (3,4,89,96). En nuestro laboratorio se habian puesto a
punto en el momento de la realizacidn de nuestro trabajo las

determinaciones de ceftazidima, sisomicina y amicacina.

Del estudio de regresién entre nivel de antibidticos en rela-
cién con el tiempo, observamos que aquellos antibidticos que disminuyen
significativamente, en su mayor parte, corresponden a los que tienen sus
efectos bactericidas en las primeras horas, como se demuestra en el estu-
dio de regresion realizado entre nivel de antibidticos y numero de UFC,
y teniendo presente cémo varia este numero -que equivale a efecto
bactericida- a lo largo del tiempo. De todo ello se puede deducir que
una vez ejercida la accién sobre la bacteria, hay una inactivacidn
parcial de la molécula, probablemente producida por su unién o
absorcidn a la estructura bacteriana. En este sentido interpretamos que
la disminucién en los niveles de antibidticos vendria motivada por su
fijacién a la célula del microorganismo que simultdneamente pereceria.
En el caso de los betalactdamicos la disminucién de sus niveles podria
deberse a una alteracién de la molécula por la temperatura, ya que son
muy termoldbiles, pero ésto no serviria de explicaciéon en el caso de los

aminoglicésidos, muy termoestables.

No es fdcil interpretar el diferente comportamiento entre unos
y otros antibidticos. Tal vez algunos son mds susceptibles de perder
parcialmente su estructura activa. En este sentido y considerando todas

las cepas, la sisomicina y el cefotaxima, cuando estuvieron combinados
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fueron las que presentaron un mayor descenso a medida que pasaba el
tiempo. El numero elevado de relaciones lineales positivas estadistica-
mente significativas entre nivel de antibiéticos y numero de UFC,
sugieren que la pérdida de nivel detectable guarda estrecha relacidén con

los efectos bactericidas.



6. CONCLUSIONES
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La valoracién de la CMI muestra que los antibidticos mds activos de

todos los estudiados son la imipenema y la ceftazidima.

Con la técnica de dilucién en cuadrado se observd que: El mayor
efecto sinérgico se produjo con la combinacién de amicacina mds
moxalactam. El mayor efecto de adicién con la combinacién gentamici-
na mas imipenema. El mayor efecto antagdénico con la combinacidn
gentamicina mas cefoperazona, y la interaccién menos favorable fué

sisomicina mas cefoperazona.

El estudio de las interacciones entre antibidticos aminoglicésidos y
betalactdmicos, muestran resultados discrepantes, utilizando la técni-
ca de dilucidn en cuadrado, en relacién con los obtenidos en las

curvas de muerte.

Mediante el estudio de la curva de muerte las interacciones son
distintas segun que el tiempo elegido para la valoracién fueran las 4
6 las 24 horas. El gran numero de interacciones indeterminadas a las
4 horas permite afirmar que la valoracién de las interacciones

mediante la curva de muerte se debe realizar a las 8 6 24 horas.

El estudio realizado a las 24 horas mﬁestra: Efecto sinérgico, de las
combinaciones sisomicina mds ceftazidima en todas las cepas, y de
gentamicina mds ceftazidima en dos terceras partes de las cepas
estudiadas. Efecto antagdnico de las combinaciones de sisomicina mas
cefotaxima en todas las cepas; de amicacina mas ceftazidima en las
dos terceras partes de las cepas, y de gentamicina mds cefotaxima en
dos terceras partes de las cepas estudiadas.Efecto indeterminado, en
las combinaciones de amicacina méas cefotaxima en todas las cepas; de
amicacina mas ceftazidima en un tercio de las cepas y de gentamicina

mas cefotaxima en un tercio de las cepas estudiadas.
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El estudio estadistico de las variaciones del nimero de UFC valorando
la interaccién antibidtico-tiempo, nos parece un buen método para
cuantificar los efectos Dbactericidas de antibidticos solos o en

combinacidn.

Segin este estudio la amicacina y sus combinaciones a las dosis
utilizadas, muestran los mayores efectos bactericidas a lo largo de

las 24 horas.

Las concentraciones subinhibitorias de los antibidticos utilizado. no
modificaron la morfologia de las colonias bacterianas en su cultivo
posterior a la exposicidén de los antibidticos. Tampoco se modificaron
los valores de CMI iniciales sobre las bacterias que recrecieron tras

exposicidn a aquellas concentraciones de antibidticos.

La accidén de los betalactdmicos determindé la aparicién de esferoplas-
tos desde la segunda hora. Los aminoglicésidos en concentraciones
subinhibitorias no alteraron aparentemente la morfologia microscdpica

de P.aeruginosa.

La turbidez no se muestra buena técnica para medir el grado de

crecimiento bacteriano, en cuanto al nuimero de bacterias.

Las modificaciones del pH del medio de cultivo fueron muy pequefias
en todas las muestras. No hay datos que permitan afirmar que

influyeran en la actividad de los antibidticos.

La determinacién de las concentraciones de antibidticos,mediante la
cromatografia liquida de alta presidon se muestra un procedimiento de

gran valor en el estudio de los efectos bactericidas de aquellos.
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13. Mediante dicha técnica se han obtenido niveles de antibidticos que
muestran una relacién lineal significativa positiva con el numero de
bacterias en la mayoria de los ensayos estudiados, sugiriendo que la
disminucidén del nivel de antibidticos sea en buena parte debida a su

fijaciéon sobre la célula bacteriana.
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