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1.- INTRODUCCION

1.1.CONCEPTO DE EFECTO POSTANTIBIOTICO

1.1.1. DEFINICION CLASICA

El efecto postantibidtico (EPA), es el fendmeno de supresidn
o enlentecimiento del crecimiento bacteriano tras una corta
exposicidén a un agente antimicrobiano que posteriormente es
eliminado del cultivo. Esta definicidén enfatiza que este efecto

es debido a la exposicidén al antibidtico y no a la accidn de

concentraciones subinhibitorias (McDonald et al., 1977); (Craig
WA & Gudmundssonn S, 1986); (Vogelman BS & Craig WA, 1985);
(Craig WA, 1991); {(Bundtzen et al., 1981}.

1.1.2. DEFINICION DEL EPA BASADA EN LA ALTERACION DE LA
CINETICA DE CRECIMIENTO

Otro concepto de efecto postantibidtico, aunque con la misma
interpretacidén, fue dado por Rescott et al. en 1988 y Jason et
al. en 1994, definiéndolo como el aumento de 1la fase lag o
periodo de recuperacidn del crecimiento bacteriano después de una

corta exposicidn al antibidtico a una concentracidn subletal.

En general se utilizan para el célculo del EPA cultivos
bacterianos en fase 1logaritmica ( exponencial ) donde 1la
representacidén grafica del logaritmo del numero de bacterias
(UFC/ml) frente al tiempo es una recta ( Figura 1 ) (Seccidén
3.2.2.1.).



Figura 1.- Representacion grafica del logaritmo del numerc de bacterias
(log N ) frente al tiempo (t)

Con efectos practicos se considera que se ha recuperado la
dindmica normal de crecimiento, cuando las curvas de crecimiento
del cultivo pretratado, una vez eliminado el antibidtico y de un
cultivo analogo sin tratar (control), wvuelven a hacerse

paralelas.

Asi mismo se estima que el efecto residual del antibidtico
utilizado desaparece, después de eliminar el antibidtico del
medio, al cabo de la sucesidn de mds de tres generaciones
bacterianas ( 2* ) 6, lo que es equivalente, cuando el ndmero de
bacterias en el cultivo aumente 10 ( 10 = 2** )} & mas veces, O

1 6 mas logaritmo,,.

Sea C, el tiempo en que un cultivo en fase exponencial de
crecimiento congiderado en un tiempo inicial {t,,.), aumenta su
namero de bacterias (UFC/ml) desde un namero inicial N,,. hasta

10N, ( Figura 2 ).
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Sea T, el tiempo en que el mismo cultive (una alicuota)
tratado con un antibidtico {( durante un tiempo -t ) que ha
alterado su nimero inicial de bacterias de N,,.. a N,,,, aumenta su
concentracién de bacterias desde N, a 10N,.: (donde ya se supone

que ha recuperado el crecimiento exponencial).

Entonces definimos el EPA como

EPA =T - C (1)



Figura 2.- Representacion grafica tedrica de una experiencia de determi -
nacion de EPA

=K Eliminacién del antibidtico

-+« ACCiOn subletal del antibiético durante el tiempo de exposicion

= Recuperacion de la dinamica normal de crecimiento

C, tiempo en que el cultivo sin tratar incrementa su densidad desde N

inic2 10N g
T, tiempo en que el cultivo tratado y después de eliminar el antibiético,

incrementa su densidad desde N ;. @ 10N gy
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Andlogos resultados obtendriamos si C, se definiera como el
tiempo de crecimiento del cultivo control desde N, a 100N,.. y
T, comc &l tiempo de cambic del cultivo tratado desde N,,, a
100N,,., ( Figura 3 ) 6 C, el tiempo de cambic desde N,,,. a 1000N,,,.
v T, como el tiempo de variacidn desde N,,; a 1000N,,:. ( Figura
4 ) o cualquier otro aumento superior a 10 veces en los cultivos
control y pretratados ( siempre gque sea superior al EPA & tiempo
de recuperacidén de la dindmica normal de crecimiento y 1la
cinética de crecimiento de los cultivos se mantenga en fase

exponencial ).

inic]”

log 100N

log 100Nanti;—

ng N inic.

l0g Nanti. -

Loxpo

Figura 3.- Representacion grafica teérica del caculo del EPA basado en

un aumento del nimero de colonias del cultivo control y tratado
de 100 veces



log 1000N ant;

|.M.I IHII”I
]Og Nanti, 7 %ﬁu.....-l" T >

texpo

t

Figura 4.- Representacion grafica tedrica del caculo del EPA basado en

un aumento del numero de colonias del cultive control y tratado
de 1000 veces

1.2 _MECANISMOS DEL EPA

Los mecanismos por los cuales los agentes antimicrobianos
producen EPAs son desconocideos. Las diferencias observadas en la
duracidén del EPA segin las combinaciones droga-organismo,
sugieren que estan envueltos miltiples procesos. Se sabe que no
es debido a la formacidn de cepas variantes de crecimiento méas
lento en los cultivos previamente expuestos al antibidtico,
porque las curvas de crecimiento del cultivo control y del
expuesto son paralelas una vez que se ha superado el EPA (Craig

& Gudmundsson, 1986).

Una de las posibilidades que se barajan es que el EPA pueda
ser debido a un dafic no letal producido por el agente

antimicrobiano en la bacteria {(Craig, 1991); (Bundtzen et al.,
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1981); como ocurre con los aminoglucdsidos (Vogelman & Craig,
1985} ; (Craig & Vogelman, 1987).

La persistencia limitada de la droga en el sitio de unidn
bacteriano es otro de los mecanismos propuestos por Craig {(1991);
Bundtzen et al. ( 1981 } y Craig & Vogelman ( 1987 ) en este caso
referido al EPA de eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol vy
otros inhibidores ribosdmicos, pudiendo representar el tiempo
requerido para que estos agentes se disocien de la subunidad del
ribosoma y difundan fuera del mismo. En contraposicidn con esta
hipétesis, Gerber & Cralg en 1981 observaron que el EPA de
eritromicina sobre Streptococcus pneumoniae no desaparecia tras
una incubacidén de 24 horas a 4°C, tiempo durante el cual, el
antimicrobiano difunde desde los ribosomas incluso fuera de las

células.

Por otra parte Cralg & Gudmundsson en 1986 postularon que
durante la exposicidén a los antimicrobianos inhibidores de la
sintesis proteica o ribonucleica, los microorganismos sufren una
merma de las proteinas necesarias para su metabolismo vy
crecimiento bacteriano y que el EPA representaria el tiempo de

resintesis de estas proteinas.

También resulta dificil explicar el mecanismo del EPA de los
£-lactamicos, estos agentes se unen covalentemente a maltiples
proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs}, algunas de las cuales
estdn envueltas en la sintesis de la pared celular (Spratt,
1978), siendo posible que el EPA refleje el tiempo requerido por
la bacteria para sintetizar nuevos enzimas (Craig & Vogelman,
1987); (Lorian et al., 1989). Otra explicacidn del EPA generado
por estas drogas estd basada en la observacidn de gque 1los
complejos penicilina-enzima unidos covalentemente  pueden
romperse, regenerandose moléculas enzimaticas activas que pueden
ser reutilizadas en la sintesis de la pared celular (Tomasz,

1979); la velocidad de estos procesos varia segin el
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microorganismo { Fuad et al., 1976) asi, para algunas enzimas
como la D-alanina carbcexipeptidasa de Escherichia coli, la vida
media de lcs complejos penicilina-enzima es s6lo de 2-5 min
(Tamura et al., 1976) y por tanto, las diferencias de EPAs de los
antibidéticos $ lactamicos podrian reflejar las diferencias en la
velocidad de liberacidn y regeneracidn de moléculas enzimaticas
activas después que se ha eliminado la droga del medio ( Bundtzen

et al., 1981 ); ( Craig, 1991 ); ( Craig & Vogelman, 1987 ).

1.3.FACTORES QUE AFECTAN AL EPA

1.3.1.TIPO DE MICROORGANISMO Y ANTIMICROBIANO ESTUDIADO

La disminucidn de la velocidad de crecimiento tras una corta
exposicidn a un agente antimicrobiano ha sido observada en una
amplia diversidad de bacterias incluyendo cocos Gram positivos
( Staphylococcus spp. Yy Streptococcus sSpp.), bacilos Gram
negativos ( Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, P,

maltophilia, Haemophilus influenzae, Legionella pneumophila )} ,

bacilos Gram positivos ( Listeria monocytogenes), micoplasmas
( Mycoplasma pneumoniae ), anaerobios ( Bacteroides grupo
fragilis ), micobacterias ( Mycobacterium tuberculosis, M.

fortuitum ) y hongos ( Candida spp., Cryptococcus neoformans ).

Es de suponer que la presencia o ausencia de EPA asi como
la duracidén del mismo, varia con lag combinaciones organismo -

antimicrcbiano existiendo mGltiples publicaciones que tratan el

tema (Craig & Gudmundsson, 1991); (Bundtzen et al., 1981); (Craig
& Vogelman, 1987); {(Craig & Mattie, 1986); (Siverhus et al.,
1988) ; (Beggs & Jenne, 1969); (Alarcon y cols., 1990);
(Winstanley, 1990); (Kuenzi et al., 1987); (Watanabe et al.,
1989); (Dubois et al., 1989); (Van der Auwera & Klastersky,
1987); (Tsui et al., 1993); (Turnidge et al., 1994); (Walsh et

al., 1995) etc.



1.3.2.TAMANO DRL INOCULO

La repercusidn del tamafio del indculo sobre la duracidn del
EPA no estd totalmente establecida, la informacidn que existe al

respecto es limitada y controvertida.

Hay autores que establecen una relacidn negativa entre el
tamafio del indculo bacteriano expuesto a la droga y la duracidn
del EPA asi, los primeros en realizar esta aséveracién fueron
Eagle y Musselman que en 1949 observaron la no existencia de EPA
con suspensiones muy concentradas de estafilococos expuestos a
penicilina G durante 4 horas. Mucho mas tarde Craig & Gudmundsson
(1986) utilizando una cepa patrdn de Staphylococcus aureus,
observaron el efecto de bajos indculos { desde 1 x 10° hasta 3 x
10" UFC/ml), sobre la duracidén del EPA de penicilina G vy
eritromicina, comprobando que el incremento del indculo se
asociaba con sdlo ligeros descensos en la duracidén del EPA de
ambas drogas. Sin embargo, en contraposicidn con los resultados
obtenidos por estos autores McDonald et al. en 1977, realizando
un estudio similar al anterior, observaron gque el EPA era

indiferente al tamafio del indculo.

Craig en 1991 apuntd que grandes indculos pueden reducir la
duracién del EPA especialmente con bacilos Gram negativos,
corroborando asi las investigaciones de Odenholt et al. (1989)
con imipenem y P.aeruginosa y de Rescott et al. en 1988 con
ciprofloxacino, tobramicina y E.coli, aungue en este Gltimo caso
no pudo establecerse la dependencia del inéculo en €l EPA de
ampicilina. En contraste con esta hipdétesis, Minguez y cols en
1990 estudiando la relacidn existente entre el factor indculo
bacteriano de S.aureus, E.coli y P.aeruginosa y el EPA de
ciprofloxacino, compreobaron que dicho factor no influia para nada
en la duracidn de éste, si bien es verdad, que el rango de

indculos ensayados fue muy estrecho ( de 10° a 107 UFC/ml ).
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1.3.3. FASE DE CRECIMIENTQO DEL MICROORGANISMO

Aungue la mayoria de los estudios sobre EPA han sido
realizados con organismos en fase logaritmica de crecimiento, las
observaciones realizadas por Gerber et al. en 1982 con
gentamicina y P.aeruginosa, han revelado duraciones similares del
EPA tanto con el organismo en fase de retraso del crecimiento

como en la de crecimiento logaritmico.

1.3.4.CONCENTRACION DEL ANTIMICROBIANO

Desde que Eagle en 1949 estudid la influencia de este factor
sobre el efecto postantibidtico, estd totalmente aceptado que al
aumentar la concentracidn del antimicrobiano aumenta el EPA hasta
llegar a un nivel, gue depende del binomio germen-antibidtico,
por encima del cual no se prolonga significativamente la duracidn
del EPA ( Wilson & Rolinson, 1979 }; (Craig & Gudmundsson, 1991);
{( McDhonald et al., 1977 ).

Hay veces que este maximo efecto no se puede determinar por
que la droga es muy bactericida a altas concentraciones, esto

ocurre por ejemplo con los aminoglucdsidos y las gquinolonas

(Vogelman & Craig, 1986}; (Bundtzen et al., 1981); (Veogelman &
Craig, 1985); (Minguez y cols., 1989); (Gudmundsson A. et al.,
1991) .

La duracidn del EPA de los antibidticos B-lactamicos con
bacilos Gram negatives es relativamente corta. Craig &
Gudmundsson en 1991, cbservaron gue era necesaria una
concentracidédn de 10 veces la concentracidn minima inhibitoria
(CMI) de ampicilina para producir EPA en H.influenzae. De este
modo concluyen gue estos antibidticos sdélo son capaces de
producir EPA sobre bacilos Gram  negativos a altas

concentraciones.
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1.3.5.DURACION DE LA EXPOSICION

El alargamiento del tiempc de exposicidn al antimicrobiano

prolonga 1la duracién del EPA ( Craig & Gudmundsson, 1991);
(Vogelman & Craig, 1986); (Chin & Neu, 1987); {(Bundtzen et al.,
1981); (Eagle & Musselman, 1949); (Gerber & Craig, 1981); (Kuenzi
et al., 1987); (Van der Auwera & Klastersky, 1987); (Minguez y
cols., 1990); (McDonald et al., 1976): {(Shah et al., 1978).

Hay autores que llegan a eguiparar el efecto que sobre el
EPA tienen la duracidén de la exposicidén y la concentracidn de la
droga; asi por ejemplo el EPA resultante de doblar el tiempo de
exposicidn, seria muy similar al que sigue al doblar la
concentracién de dicho antimicrobiano {(Bundtzen et al., 1981);

(Craig & Gudmundsson, 1991); (Pastor et al., 1994).

1.3.6.COMBINACIONES ANTIMICROBIANAS

El efecto que las combinaciones antimicrobianas tienen en
la duracidén del EPA ha sido largamente analizada aunque la
mayoria de los estudios se han focalizado en penicilinas, B&3-
lactéamicos, penemes o vancomicina en combinacidn con
aminoglucésidos frente cocos Gram positivos, especialmente
Enterococcus faecalis (Winstanley & Hastings, 1989 vy 1990} ;
{Hessen et al., 1989); (Fuursted, 1987, 1988 y 1989); (Dornbusch
et al., 1989); (Bush et al., 1989); (Isaksson et al., 1991).

Se puede decir que, en general, estas cowmbinaciones pueden
tener un efecto aditivo, si el EPA producido por la asociacidn
es similar a la suma de EPAs de cada droga individual; sinérgico,
al menos una hora mas prolongado que la suma de los EPAs de cada
antibidtico individual o indiferente, cuando el EPA de un agente
antimicrobiano no se ve ampliado por la asociacidn con otro; esto

{1ltimo se ha observado en enterococos con la asociacidn de



12z

penicilina y un aminoglucdsido al cual el microorganismo exhibia
un alto nivel de resistencia (Winstanley & Hastings, 1989) asi
como también, en enterococos expuestos a asociaciones de

ciprofloxacino con estreptomicina (Fuursted, 1988).

También ha sido estudiado el efecto de las combinaciones
antimicrobianas en bacilos Gram negativos y pueden tener en
términos de EPA un efecto sinérgico, como describieron Isaksson
et al. en 1991 o Hanberger et al (1991), siendo el Gnico caso en
gue se muestra un EPA sinérgico en combinaciones de dos
antibidticos B-lactémicos ( mecillinam y ampicilina, aztreonam,
ceftazidima o piperacilina } frente a bacilos Gram negativos;
aditivo, Hessen et al. en 1988; indiferente, Paglia et al. en
1989, Gudmundsson & Erlendsdottir (1988) y Craig & Gudmundsson
{1991) ; o incluso antagdnico, efecto detectado por Gould et al.
(1989} en la combinacidn de ciprofloxacino con imipenem frente

a cepas de bacilos Gram negativos.

Otro de los temas tratados es ver qué es lo que ocurre
cnando un cultivo bacteriano es sometido a un agente
antimicrobiance en la fase postantibidtica de otro. Algunos de
estos estudios muestran que el EPA de un antibidtico puede ser
prolongado cuando la bacteria, después de la eliminacidén del
mismo, es reexpuesta a otra droga; en este sentido se expresa
Fuursted (1989) con E.faecalis expuestos a antibidticos R

lactamicos en combinacidn con 1/4 x CMI de estreptomicina.

Drabu & Blakemore (1991) llegan mas lejos describiendo un
efecto antagonista en la cepa Oxford de S.aureus cuando
teicoplanina era afladida, a concentraciones suprainhibitorias,
en la fase de EPA de acido fusidico y rifampicina. Este

antagonismo no fue demostrado en otros aislados clinicos.
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1.3.7.POST-EXPOSICION A CONCENTRACIONES SUBINHIBITORIAS

Se ha demostrado tanto in vitro (Odenholt et al., 1989);
(Oshida et al., 1990); (Winstanley et al.,1991); (Cdenholt-
Torngvist et al., 1991 y 1992); (Cars & Odenholt, 1993) como in
vivo {(Tauber et al., 1984); (Odenholt et al., 1990) que el efecto
postantibidético de un antimicrobiano puede ser prolongado cuando
la bacteria, después de la eliminacidn de la droga, es reexpuesta

a concentraciones subinhibitorias de la misma.

Se baraja incluso la posibilidad de que cuando en algunos
modelos la duracidn del EPA in vivo es mayor que in vitro sean
debidos a esta causa y es que el EPA in viveo normalmente se mide
a partir de cuandc la concentracidn del antibidético cae por
debajo de su CMI, sin tener en consideracidn el posible efecto
de las concentraciones subinhibitorias sobre el EPA de dicho
farmaco (Ebert et al., 1988); (Sande et al., 1981).

1.3.8.TIPO DE MEDIO

La utilizacidén de diferentes medios de cultivo para la
determinacidén del EPA, han mostrado tener efectos variables sobre
la duracidn del mismo. E1l mas pronunciado ha sidc observado con
trimetoprim, el cual ofrece resultados muy dispares segin sea
afiadido al caldo de tripticasa soja o al caldo de Mueller-Hinton
asi, pequefloc o ningin EPA fue observado sobre §.aureus gue
crecian en caldo de tripticasa soja y era aproximadamente de dos
horas cuando se utilizaba caldo de Mueller-Hinton como medio de
cultivo. Estas diferencias se han visto como debidas al contenido
de timidina del medio la cual inhibe la actividad del trimetoprim
{Koch & Burchall, 1971).

Varios han sgido los investigadores gque han examinado el

efecto sobre la duracidn del EPA de cationes Ca™, Mg"” cuando se
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agregan al caldo de Mueller-Hinton, gque es el medio utilizado en
la mayoria de los egstudios in wvitro, obteniendo resultados
controvertidos segin las combinaciones droga-microorganismo
estudiadas ( Minguez vy <cols. 1990; Glirdal et al. 1990;
Gudmundsson et al. 1991 y Hanberger et al. 1991 ).

Otros iones mwetdlicos multivalentes como el aluminio o
hierro, pueden reducir 1la actividad antimicrobiana de las
guineolonas, probablemente debido a la formacidén de complejos que
son mMas dificilmente absorbidos por la bacteria (Smith & Lewin,
1988).

Suero, orina y liquido cefalorraquideo, son otros de los
medios donde se ha estudiado el efecto postantibidtico,
“-aparandolos con el utilizado para estudios in vitro. Excepto
en el trabajo de Bundtzen et al. (1981), los cuales demostrarocon
que la amplitud del EPA en E.coli tras exposicién a rifampicina
y tetraciclina era significativamente reducida en suero humano,
los demds estudios revisados apuntan lo contrario (Minguez vy

cols, 1990} ; (Davidson et al., 1991} .

Saverino et al. (1992) manifestaron que la presencia de
suero incrementaba. o disminuia la duracidén del EPA de
fluritromicina, un nuevo macrdélido, dependiendo de la cepa
analizada ( S.aureus, S.pyogenes, S.pneumoniae, H.influenzae y

Moraxella catarrhalis ).

Experimentos realizados con fluoroguinolonas frente a E.coli
en orina humana, demuestran que ésta disminuye dréasticamente el
EPA {(Zhanel et al., 1991), atribuyéndolo algunos autores {Chin
& Neu, 1987 ; Blaser & Lithy, 1988), a las altas concentraciones

de cationes que hay en dicho fluido, asi como a su bajo pH.

El liguido cefalorragquideo por otra parte producia

comparandole con el caldo de Mueller-Hinton, un marcado
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incremento del EPA de cefotaxima, ciprofloxacino y gentamicina
frente a E.coli, sin afectacidn de la actividad bactericida.
Estas observaciones realizadas por Zhanel et al. en 1992 fueron

confirmadas un aifio mas tarde por Karlowsky et al.

1.3.9.PH

La mayoria de los estudicos in vitro sobre variables

farmacodinadmicas, incluyendo el EPA, se realizan a pH 7,4.

En general, el pH &cido reduce la inhibicidn, actividad
bactericida y EPA de los aminoglucdsidos, quinoleonas fluorinadas
e imipenem ( Zhanel et al., 1991); (Minguez y cols., 1990);
(Craig & Gudmundsson, 1991); {(Chin & Neu, 1987); (Espinoza et
al., 1988); (Neu et al., 1989); (Sabath et al., 1970).

No se sabe claramente gque es 1lo que 1induce tales
diferencias, parece probable que sean debidas a cambios en la
permeabilidad o en la unidén de los agentes antimicrobianos a los
receptores de la superficie o intracelulares de la bacteria como
resultado de la variacidn del grado de icnizacidén de la droga y
de las estructuras celulares con diferentes pK,s (Newton & Kluza,
1978); (Sabath, 1982); (Thrupp, 1986), pudiendo ocasionarse un
menor dafic estructural a bajos pH, seguido de un rapido

crecimiento de la bacteria {Gudmundsson A. et al, 1991).,

1.3.10.AGITACION MECANICA

Este parametro ha sido poco estudiade. La mayoria de los
investigadores realizan sus experimentos c¢on cultivos en

agitacidn.
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Wilson & Rolinson (1979) no detectaron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos en agitacién y
agquellos en que el medio de cultivo se mantenia en reposo cuando
estudiaron el EPA de penicilina G sobre S.aureus; a iguales
conclusiones llegaron Minguez y cols. en 1990 con ciprofloxacino
frente a S.aureus, E.coli y P.aeruginosa. S$Sin embargo, Lee et
al. {1982) observaron que 1la agitacidén mecadnica acortaba la

duracidén del EPA de ampicilina en E.coli.

Estos estudios han de ampliarse para conocer de forma més

concluyente la influencia de este factor sobre el EPA.

1.4 .DETERMINACION DEL EPA "IN VITRO"

La determinacidén "in vitro" del EPA de un agente

antimicrobiano sobre un cultivo bacteriano requiere varias fases:

1° Preparacidén del cultivo bacteriano.

2° Exposicidn al antimicrobiano.

3° Eliminacidén del antibidtico.

4° Seguimiento de la cinética de crecimiento del cultivo

control { no expuesto ) y tratados.

5¢ Calculo del EPA.

De estos puntos analizaremos con detalle a lo largo de este
trabajo 1los tres uUltimos, por ser los que ofrecen mayor

variablidad segin los distintos autores que trabajan en EPA.
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1.4.1 _ELIMINACION DEL ANTIMICROBIANO

Basicamente son cuatro los métodos rapides de eliminacién

del antimicrobiano:

a) El1 método de lavados repetidos se basa en la
centrifugacién del caldo de cultivo a 1200 -2000 x g durante 5-10
minutos, seguido de 1la eliminacién del sobrenadante vy
resuspensidén del sedimento en caldo de cultivo sin
antimicrobiano. Suelen realizarse al menos dos lavados para estar
seguros de producir una reduccidén importante de la concentracidn

del antibidtico.

b) Una técnica mucho méds réapida de exclusiédn del
antimicrobiano es 1la inactivaci6tn del mismo utilizando B-
lactamasas, sin embargo tiene el problema de ser un procedimiento

limitado a antibidticos R-lactamicos ( Odenholt et al. 1989 ).

También es factible para aminoglucésidos la adicién de polvo
de celulosa fosfato, el cual, se une e inactiva estos
antimicrobianos, pero se necesita una posterior centrifugacién
para separar el complejo polvo-farmaco del microdrganismo

{ Gerber et al., 1982 ).

c) El método de dilucidn es quizds el mas simple y facil de

tealizar y muy utilizado por los investigadores (Bustamante et

al., 1984); (Gerber & Craig, 1981}; (Kuenzi et al., 1987);
{Odenholt, Isaksson et al., 1989); (Rescott et al., 1988); (Van
der Auwera & Klastersky, 1987); (Webster et al., 1988); (Zhanel

et al., 1990).Se basa en la adicidén de un pequéﬁo volumen del
cultivo expuesto al antimicrobiano a un gran volumen de medio
fresco libre de droga. Para concentraciones del antibiético
cercanas a su CMI, es suficiente una dilucidn 107?. 8i se utiliza
concentraciones superiores a ésta, se requieren diluciones de
107 a 10* (Bundtzen et al., 1981).
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d) Algunos investigadores han utilizado el método de
filtracién para la eliminacidén el antibidtico (Baguero y cols.,
1986); (Chin et al., 1988} ; (Neu et al., 1989), consiste en hacer
pasar la solucidn bacteriana expuesta al antimicrcobiano por
filtros de membrana, de forma que la droga es eliminada y las
bacterias guedan retenidas en el filtro, resuspendiéndose éstas
posteriormente en caldo libre de antibidético y realizando

recuentos bacterianos.

Existen ademds una serie de métodos especiales ¢ _modelos

farmacocinéticos que persiguen simular las condicionesg "in vivo"

de eliminacién gradual del antimicrobiano conforme a una cinética

de orden 1.

a) El modelo de dilucidn empleado por algunos autores

(Bergan & Carlsen, 1980); (Della Bruna et al., 1989): (Gerber et
al., 1982}); (Grasso et al., 1978); {(Murakawa et al., 1980);
(Nishida et al., 1978); (Shah et al., 1988); (Stevenson et al.,
1988), consiste en la eliminacidén del antimicrobianc por

diluciones progresivas del caldo de cultivo gque contiene el
microorganismo y el farmaco, sustrayendo volUmenes iguales a los
que se reponen éon caldo libre de farmaco. El1 inconveniente de
este modelo es que a la vez gque diluimos el antimicrobiano
hacemos otro tanto con la suspensidn bacteriana. Algunos autores
corrigen esto utilizando un filtro Millipore a la salida del
frasco para reducir la pérdida de bacterias (Shah, 1981); (Della
Bruna et al., 1989).

b) El modelo de dialisis consiste en un sistema cerrado que
contiene el organismo estudiado, separado por una membrana
semipermeable del sistema que proporciona medio fresco. Se puede
simular los patrones de absorcidn intravenosa e intramuscular,
dependiendo de si se aflade directamente el antimicrobiano al
sistema cerrado conteniendo el microorganismo o al sistema gue

proporciona el medio fresco. Tienen la ventaja sobre el modelo
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anteriormente descrito de que no diluye los microorganismos. Esta
técnica ha sido usada por varios autores (Blaser et al., 1985);

(Toothaker et al., 1982); {(Zinner =t al., 1981).

Un problema importante gue se presenta con ambos modelos
farmacocinéticos es extraer del EPA el efecto debidoe a
concentraciones subinhibitoriag del antimicrobiano, asi como
tampoco ha sido definida la metodologia para cuantificar el EPA

en estos modelos (Craig & Gudmundsson, 1991).

1.4.2 SEGUIMIERTO DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

1.4.2.1. RECUENTOS VIABLES

Realiza el seguimiento de la cinética de crecimiento del
cultivo control y del tratade con antibidtico, a través de
maltiples recuentos viables en placa (Parker & Luse, 1948} ;
(McDonald et al., 1977); (Bundtzen et al., 1981); (Craig &
Gudmundsson, 1986 y 1991); {(Howard et al., 1993).

El cé&lculo del EPA se efectiia seglin la ecuacidén EPA= T - C;
donde T, es el tiempo requerido para que el recuento de colonias
(UFC/ml) del cultivo expuesto (una vez eliminado el antibidtico)
se incremente diez veces y C, el tiempo necesitado por el cultivo
control (no expuesto} para hacer 1lo mismo { después de

completarse el mismo procedimiento de eliminacidn de la droga ).

La razén por la que se elige arbitrariamente un incremento
de diez veces, es porque mds alld de este nivel la velocidad de
crecimiento de los organismos expuestos al antibiético es 1la
misma que la de los controles no tratados (McDonald et al.,

1977), asi pues lo que realmente se mide es el tiempo que tarda
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el cultivo expuesto en volver a alcanzar el crecimiento

logaritmico normal (Craig & Gudmundsson, 1986) .

El ejemplo tedrico que muestra la Figura 5 representa el
crecimiento bacteriano de un cultivo control y el mismo cultivo
tratado con antibidético, tras completar el proceso de eliminacidn
del antimicrobiano. Cuando el cultivo tratado alcanza su
crecimiento logaritmico normal, porgque ha superado el efecto
postantibidtico, su curva de crecimiento es igual (paralela) a
la curva de crecimiento del cultivo control; en esta situacidn
daria lo wmismo tomar para definir el EPA un incremento en las

UFC/ml de 10 veces, 100 veces & 1000 veces.
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1.4.2.2 . ESPECTROFOTOMETRIA

La estimacidén de la densidad de una suspensidén bacteriana
midiendo su opacidad con un aparato fotoeléctrico comenzd en los
afics 30 (Longsworth, 1936); (Monod, 1949). Con la actual
disponibilidad de fotdmetros y espectrofotdmetros esta practica
es ahora el procedimiento comunmente usado para medir el

crecimiento bacteriano de cultivos purcos {Mattie, 1981); (Koch,
1981} .

La espectrofotometria consiste en medir la intensidad del
rayo primario de luz que alcanza el fotodetector una vez gue pasa
a través de la muestra sin desviarse de su trayectoria original,
en relacién con el rayo gue llega cuando se utiliza el medio sin

inocular y que sirve como "blanco™.

Aparte de la limitacidn de sensibilidad del método, cotro de
los problemas que nos podemos encontrar es cuando existe un
cambio de la morfologia bacteriana como ocurre por ejemplo con
los antibidticos B-lactamicos, los cuales provocan formacidén de
filamentos en las bacterias Gram negativas pudiendo producir un
aparente aumento de 1la concentracidén bacteriana medida

espectrofotométricamente (Kavanagh, 1963).

1.4.2.3.REFRLOMETRIA

Cuando se mide directamente en un fotodetector la cantidad
de luz gque es desviada de su trayectoria original una vez que
traspasa la muestra, estamos utilizando una técnica denominada

Nefelometria.

Los nefeldmetros son en general mas sensibles gue los

espectrofotdémetros a la hora de detectar cambios de densidad
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bacteriana a niveles bajos ( entre 10* y 10° UFC/ml ) (Mallette
M.F., 1969).

Usando un nefeldmetro con adngulos variables {( desde 5° hasta
30° ), Koch & Ehrenfeld (1968) encontraron una relacidn
directamente proporcional entre densidad celular e intensidad de

luz desviada.

Los nefeldmetros no han sido usados de forma rutinaria para
determinar la poblacidén microbiana asi como tampoco para el
estudio del EPA, quiza debido, a las variaciones de sensibilidad
del método con el tamafio celular y las caracteristicas del medio

de cultivo { Carlberg D.M., 1986 ).

1.4.2.4 . BIOLUMINISCENCIA

La cuantificacidn del ATP bacteriano por bioluminiscencia
es una técnica directa, rapida y sensible de medicidén de la
biomasa bacteriana (D'Eustachio & Johnson, 1968); (Isaksson et
al., 1988). Con ella el numero de bacterias es calculado segin
el contenido de ATP intracelular de la muestra, asumiendo que
dicho contenidcoc es relativamente constante (Isaksson et al.,
1988). La deteccidn del ATP se produce a niveles de 10" M el
cual corresponde aproximadamente a 10* UFC/ml ( Molin et al.,
1983 ).

La técnica de bicluminiscencia realizada por la mayoria de
los autores {(Hanberger et al., 1990); (Winstanley & Hastings,
1989 y 1990); ({(Hanberger, Nilsson L.E., Nilsson M. & Maller,
1991); (Hanberger, Nilsson, Svensson & Maller, 1991); (Odenholt
et al., 1989); {(Odenholt-Torngvist, 1989); (Isaksson et al.,
1988 ; 1991 ; 1993) consiste basicamente en eliminar primero el
ATP extracelular mediante la incubacidn de la muestra con una

solucién de apirasa y posterior rotura de las células bacterianas
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causando la salida de su contenido de ATP el cual eg medido.
Posteriormente se afiade a cada extracto la Jluciferasa y 1la
intensidad de 1luz emitida es medida en un Lumindmetro. Los
niveles de ATP de la muestra son calculados utilizandc ensayos
con cantidades estandares de ATP que sirven como referencia. Cada
experimento incluye al menos un cultivo control, no expuesto, el
cual es sometido al mismo proceso que los tratados. El
crecimiento de la bacteria es monitorizado cada hora por la
técnica de bioluminiscencia del ATP bacteriano, determinando la
viabilidad bacteriana, como UFC/ml, por diluciones seriadas en

placa antes y después de la exposicidn al antimicrobiano.

1.4.2.5.ADAPTACTION DEL SISTEMA BACTEC

El sistema de hemocultivos BACTEC NR 730 detecta el CO,
bacteriano por espectroscopia infrarroja del gas aspirado de la
parte superior del wvial de hemocultivo. La medida del CO,
absorbido por el espectrofotdmetro se expresa en términos de
valores de crecimiento, en general se recomienda el subcultivo
del vial de hemocultivo cuando éste alcanza un valor de
crecimiento (VC) de 30 que corresponde a 10°-10° UFC/ml,
dependiendo de la especie bacteriana y del pH, oxigenacidn vy

temperatura del medio.

1.4.2.6 METODOS RADIOMETRICOS

La tasa de incorporacidén de °*H-timidina por la bacteria, ha
sido usada en el seguimiento de la cinética de crecimiento del
cultivo bacteriano tras la exposicidn al antibidtico y en la

cuantificacidén del EPA por Gottfredsson et al. (1989).

La ventaja de este método respecto al de bioluminiscencia

y espectrofotometria, es que la bacteria muerta, pero no lisada,
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no incorpora ‘H-timidina y sin embargo, puede contener ATP

intracelular y contribuir a la densidad optica.

1.4.2.7 .ENUMERACION MICROSCOPICA

La enumeracidn microscdpica es una técnica barata de
recuento directo de células bacterianas. Tiene como ventajas el
que el eguipo necesario para su aplicacién esta disponible en
cualquier laboratorio de Dbacteriologia y gue proporciona
informacidén adicional sobre el tamafio y la morfologia de las
cé&lulas bacterianas contadas. El mayor inconveniente de este

sistema es lo tedioso que resulta ( Koch, 1981 ).

1.4.2.8.CONTAJE ELECTRICO

La resistencia eléctrica se basa en el principio de
modificacidén de la densidad del flujo de corriente por las
células suspendidas en el medio. Las células bacterianas son
malas conductoras de la corriente eléctrica, si una de estas
células se interpone en la trayectoria de una corriente
eléctrica, le presentan una resistencia que conlleva una caida
del voltaje, este descenso del voltaje puede ser medido con un
instrumento apropiado. Coulter Electronics, Inc., promovieromn la
utilizacidédn de este principio en el recuento de poblaciones

bacterianas u otras células.

1.4.2.9 . IMPEDANCIA ELECTRICA

La fuerza gue se opone al paso de la corriente eléctrica se
conoce como resistencia; la relacidn entre resistencia, corriente
y voltaje la establece la ley de Ohm ( generalmente aplicada a

corrientes continuas) pero, si hacemos pasar una corriente
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alterna a través de un conductor, otras fuerzas aparte de la
simple resistencia entran en juego, la suma de estas fuerzas se

denomina impedancia {Carlberg, 1986).

En 1975 Goldschmidt y Wheeler, mostraron Jgue una
concentracidén de células bacterianas tan baja como es 10° /ml,
podia ser detectada midiendo la impedancia de esta suspensidn en
agua. Para ello dos electrodos, entre los que se hacia pasar una
corriente alterna, eran emplazados en la suspensidn y otros dos
electrodos, que eran dispuestogs entre los anteriores, eran
conectados a un osciloscopio de forma que, cualquier cambio en
la impedancia de la suspensidén, se reflejaba en un cambio en el
voltaje entre estos electrodos internos y era medido. La caida
de la impedancia no era detectable hasta que la poblacidn
‘.ucteriana alcanzaba un cierto nivel conocido c¢omo umbral de la
poblacién, en la practica este umbral es cercano a 10%-10’
células/ml (Gall & Curby, 1980).

1.5 .DETERMINACION DEL EPA "IN VIVO"

Los conocimientos del EPA "in vivo" se basan en muestreos
seriados de un tejido o fluido biolégico de un animal y 1la
determinacién de bacterias viables tras el tratamiento
antimicrobiano y descenso de los niveles del farmaco en dichos

Lugares.

Independientemente del modelo de infeccidn animal elegido
para el estudio del EPA "in vivo", la metolologia de trabajo es

bésicamente la misma, constando de los siguientes pasos:

1° Varios dias antes del ensayo se inyecta un inmunosupresor
a los animales que se quieran hacer neutropénicos. Si se van a
utilizar animales con sus defensas conservadas se obvia este

paso.
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2° Se prepara un cultivo en fase logaritmica de crecimiento
del microorganismo a estudiar y se inocula en el animal.

3° Se inyecta el antibidtico a los 2nimales seleccionados.
A este momento se le llama Tiempo 0. Normalmente se intenta
administrar una dosis de antibidético que obtenga concentraciones
en suero superiores a la CMI (Concentracidn Minima Inhibitoria)
de 1 a 2 horas. Estos niveles se determinan extrayendo muestras
de suero a los animales tratados.

4° Tras la administraccion del antibidtico, se sacrifican
a diferentes tiempos los animales tratados; también se matan
otros que no han recibido el agente antimicrobiano y gue se
utilizan come controles.

5° Se siembran las placas de agar con el homogeneizado de
teijido o el liguido extraido del animal. Se incuban las placas.

6° Finalmente se realizan los recuentos de las UPC/ml.

Varios modelos han sido puestos a punto para el estudio del

EPA "in wvivo": El1 modeloc de infeccidn de mugslc de ratones
neutropénicog, utilizado por Gudmundsson et al. (1986); Vogelman

et al. (1988) y Cralg & Gudmundsson (1991) presenta varias
ventajas. En primer lugar, permite cuantificar con facilidad el
nimerco de bacterias en el 1lugar de la infecciédn mediante
homogeneizacidén del muslo. En segundo lugar, la concentracidn del
farmaco en el intersticio del misculo es muy similar a la del
suero. En tercer lugar, la rapida vida media de la mayoria de los
antimicrobiancs en los ratones permite obtener tiempos de
exposicidén cortos y, por Ultimo, resulta sencillo provocar
neutropenia en el ratdn, lo que permite estudiar la accidn del
antibidtico frente a los microorganismos sin interferencia de
ninguno de los principales sistemas de defensa del huésped (Craig
et al., 1988).

El modelo de meningitis en conejos, usado por Sande et

al.(1981) y Tduber et al. (1984), tiene algunas ventajas como gque

la concentracién de la droga puede ser medida directamente en el
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gsitio de la infeccién y que los estudios del EPA in vivo pueden
ser determinados en cada animal por separadeo (Craig &

Gudrnundsson, 1991) .

El modelo de implantes subcutdneos de "jaulas de tejidos”
en coneijos con sus mecanismos de defensa conservados utilizado

por Odenholt et al. en 1988 y 1990, tiene algunas ventajas como
que las repetidas tomas de muestra para evaluar la cinética de
crecimiento bacteriano son faciles de realizar percutaneamente,
la concentracidn del antibidtico puede ser evaluada tanto en el
sitioc de infeccidn como en el suero, la interaccidén de
concentraciones subinhibitorias de la droga puede ser evitada,
las variaciones interindividuales son eliminadas yva que el animal
expuesto es su propio control y los experimentos pueden

chalizarse en animales con sus mecanismos de defensa intactos.

El modelo de endocaxditis en ratag, utilizado por Hessen et
al. en 1989 e Ingerman et al. en 1986, es apropiado para
demostrar los efectos farmacocinéticos de los antibidtices ya que
la vegetacidn estd en un sitio recluido, donde aparentemente los
mecanismos de defensa del huésped tienen poca importancia en la
eliminacidén de la bacteria, por tanto, el aclaramiento de los
microorganismos es principalmente debido a la tasa y extensién
del efecto bactericida de la terapia antimicrobiana y a la
duracién del EPA (Hessen et al., 1988 y 1989).

Renneberg & Walder en 1988 y 89, desarrolaron un modelo que

usa fibrasg de algoddn infectadas gue implantan subcuténeamente,
a través de una pequefia incisidn, en el lomo de un ratdn normal.

Las fibras son eliminadas antes y después de la exposicién a la
droga. Este modelo tiene 1la potencial ventaja sobre el de
infeccidén de muslo de ratdn, en que permite simultdneos ensayos
del nUGmero bacteriano y de la concentracidn del antibidético en
el sitio de infeccidén, asi mismo, estos investigadores apuntan

que la farmacocinética de los antimicreobianos en el liquido de
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la fibra subcuténea es muy similar a la del suero con una ligera

fase de retraso (Renneberg & Walder, 1988).

El EPA es calculado siguiendo 1la foémula (Craig &
Gudmundsson, 1991} : EPA= T - C - M , donde M, representa el
tiempo que los niveles de la droga en suero exceden su CMI; T,
es el tiempo requerido para que los recuentos de UFC del animal
tratado se incremente 10 veces a partir del recuento a tiempo M
(0 sea cuando la concentracidén de antibidtico cae por debajo de
la CMI) y C, el tiempo necesario para que los contajes de UFC del
animal control no tratade se incremente en 10 veces por encima
del recuento a Tiempo 0 ( cuando se inyecta el antibidtico al

animal ).

1.6.SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL EPA

1.6.1.AUMENTO DE LA SUSCEPTIBILIDAD BACTERIANA A LOS
LEUCCCITOS EN FASE POSTANTIBIOQTICA

Hay algunos trabajos gque pueden explicar por qué la
actividad in wvitro de un agente antimicrobiano no refleja
exactamente la respuesta terapeutica en animales y en humanos
(Barza, 1978); (Zak et al., 1985). El efecto antibacteriano in
vivo no se restringe al dafic directo de la bacteria por la droga,
sino que también depende de uno o varios de los componentes del
sistema inmune como polimorfonucleares, lisozima y complemento.
La bacteria expuesta al antibiético, incluso a concentraciones
subinhibitorias, puede cambiar su estructura celular superficial
dando lugar a modificaciones de los antigenos de superficie,
hidrofobicidad y excrecidén de enzimas y toxinas. Algunos de estos
organismos se hacen asi mé&s susceptibles al ataque fagocitario
(Lorian & Atkinson, 1978); (Forsgren, 1984); (Pruul et al.,
1986); (Bayer et al., 1991).
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McDonald et al. en 1981 ; Pruul et al. en 1981, 88 vy 90;
Fantin et al en 1990 y Novelll et al. en 1992 demostraron que los
organismos en la face postantibidtica son mas susceptibles a la
actividad antibacteriana de los leucocitos humanos. A este
fenébmeno se le ha denominado PALE { Postantibiotic Leukocyte

Enhancement ).

McDonald et al. (1981} y Pruul & McDonald (1990), explican
este fendmeno considerando que el antibidtico sensibiliza a la
bacteria a los mecanismos de muerte intraleucocitarios. Esta
hipétesis fue confirmada observando como la fenilbutazona, la
cual reduce la fagocitosis de los polimorfonucleares (PMN)
humancs en un 40% suprimiendo también la muerte intracelular en
estas células (Solberg et al., 1978}, fue capaz de inhibir la
actividad leucocitaria frente a E.coli sensibilizada por un

antibidtico (Pruul et al., 1981).

Van der Auwera apunta, en 1988, que la destruccidn
intracelular en los PMN puede no ser el Gnico fendmeno que
resulte favorecido, sino que también puede aumentar
significativamente la destruccidn extracelular. Las bacterias
tratadas pueden no resultar lesionadas de forma irreversible por
la accidn del farmaco, pero gquedan muy sensibles a los aniones
superéxido, a otros radicales téxicos, a los productos
microbicidas y a las enzimas liberadas durante la desgranulacidn

de los PMN en el proceso de fagocitosis.

En la practica "in vivo" el fendmeno PALE ha sido puesto de
manifiesto por Gerber & Craig en 1981; Roosendaal et al. (1985,
1986) ; Gerber et al. (1985 y 1986) y Raponi et al. en 1988, 1989
y 1990.
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1.6.2.DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA EN LA FASE
POSTANTIBIOTICA

S5i hien los datos referentes a este tema son limitados,
parece ser gue los microorganismos durante la fase de EPA pueden

mostrar una sensibilidad disminuida a la actividad bactericida

de ciertos antimicrobianos (Gerber & Craig, 1981); {(Vogelman et
al., 1983).
Odenholt et al. (1990) demostrarcn in viveo, utilizando el

modelo de implantes subcuténeos de "jaulas de tejido" en conejos,
que cuando un cultivo de S.pyogenes era reexpuesto a
concentraciones suprainhibitorias de penicilina durante la fase
de EPA inducido por esa misma droga en este germen, el efecto
bactericida era el mismo que el que ocurria cuando la bacteria
era expuesta s6lo a la primera dosis de antibidtico. Estos
resultados corroboran los observados un aifio antes por estos
mismos autores estudiando el EPA in vitro (Odenholt et al.,
1989) .

También Craig & Gudmundsson en 1991 describieron una
disminucién de la actividad bactericida de ampicilina sobre
S.pneumoniae durante la fase postantibidtica inducida en este

organismoc por eritromicina.

Por tltimo, Meng et al. (1992) indicaron la pérdida de la
actividad bactericida de algunas quinolonas comeo norfloxacino,
ciprofloxacino y perfloxacino durante el EPA inducido por

rifampicina en E.coli.
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2.-0OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1.-Puesta a punto de un nuevo método espectrofotométrico de

determinacién del efecto postantibidtico {(EPA}.

2.-Validacidn de dicha técnica por comparacidn con el método

clasico de recuentos viables en agar.

3.-Estudio del EPA de un aminoglucédsido {(gentamicina), tres
antibidéticos B-lactamicos (piperacilina , ceftriaxona e imipenem)
y una quinolona (ciprofloxacino) sobre las cepas patrones:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Yy Staphylococcus aureus ATCC 29213.

4 .-Determinacién del EPA de estos mismos antimicrobianos en
aislados clinicos de hemocultivos, utilizando éste método

espectrofotométrico.

5.-Valcoracién de la influencia de 1la concentracidn del

agente antimicrobiano en la duracidn del EPA.

6.-Evaluacidn de las alteraciones morfoldgicas que imprimen
los antibibdticos B-lactamicos sobre los bacilos Gram negativos

estudiados y su repercusién sobre la duracidén del EPA.
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3.1 .MATERIAL

3.1.1.CEPAS BACTERIANAS

Para la realizacidn de este estudio utilizamos tres cepas
patrones: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 29213, obtenidas del

American Type Culture Collection.

También empleamos 6 aislados clinicos de hemocultivos
conservados a -80°C en un estabilizador compuesto de glicerina,
caldo brucella y suero de caballo estéril. Estas cepas habian
sido identificadas por especie y numero de congelacidén como

E.colil 347 y 304; P.aeruginosa 276 y 351; S.aureus 356 y 360.

Una vez descongeladas, se realizaban pases en agar sangre

cada 48 horas para mantener el cultivo.

3.1.2.AGENTES ANTIMICROBIANOCS

Los antibidticos usados fueron: Gentamicina ( Schering-
Plough }); Ciprofloxacino ( Bayer }; Piperacilina ( Lederle );

Ceftriaxona ( Roche )} e Imipenem ( Merck Sharp and Dohme ).

Estos agentes antimicrobianos fueron suministrados por los
laboratorios en forma de polvo valorado con una potencia de 63%
(gentamicina); 82,7% (ciprofloxacino); 94,5% (piperacilina); 84%

(ceftriaxona); 100% (imipenem).

Preparamos soluciones madres a concentraciones de
1000 ug/ml. Para ello seguimos la fédrmula abajo indicada que nos
permite calcular qué cantidad de antibiético ( con la potencia
que seflala el fabricante ) ha de pesarse para que al mezclarse
con el diluyente se obtenga un volumen determinado de solucidn

madre deseada:
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Volumen(ml) xConcentracién(mcg/ml)

Peso(mg) = '
(mg) Potenciadelantibidtico(%)

Ej. Si geremos preparar 100 ml de una solucidédn madre de
gentamicina a una concentracidén de 1000 pg/ml teniendo en cuenta
gue la potencia del antibidtico suministrado por el fabricante
es de 63%

100miIx1000mecg/ml _ 100000meyg/ml
63% 1,587

Peso=

=63.01l2mcg=63mg

En todos los casos utilizamos como diluyente agua destilada
estéril, excepto con imipenem, en el que empleamos buffer fosfato
10 mM pH: 7,2.

Estas soluciones madres se almacenaban, en volimenes de 1 ml,
a -40°C y -80°C (imipenem) hasta su utilizacidn.

3.1.3.MEDIOS

3.1.3.1.MEDIOS DE CULTIVO

Para el seguimiento de 1la cinética de crecimiento del
microorganismo por espectrofotometria, utilizamos caldo Mueller-
Hinton {Difco) .Para los recuentos viables en agar, agar Mueller-

Hinton (Oxoid).

Estos mismos medios han sido empleados para el cidlculeo de

la CMI por dilucidn en caldo y dilucidn en agar respectivamente.
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Para preparar el caldo se suspende 21 gramos de medio en 1
litro de agua destilada, se calienta al bafio maria hasta que se
disuelva completamente, se esteriliza mediante filtros MILLIPORE
Sterivex de 0,45 um {(Millipore Products Division) y se dispensan
en botes de vidrioc estériles de 100 ml con tapdn de rosca. E1 pH

final a 25°C egs de 7,3 + 0,1.

El objeto de esterilizar el medio por filtracidn, es el de
soslayar los cambios de coloracién vy turbidez del caldo a

consecuancia del autoclavado.

El contenido de cationes divalentes por litro de este

preparadco era de 8,75 mg de Ca™ y 5,15 mg de Mg'.

Este medio se prepara el dia antes de la realizacidén de cada
prueba, conservandose durante toda la noche a 35°C en la camara
caliente, todo ello nos permite detectar posibles contaminaciones

y disponer de frascos precalentados.

Para el agar se afiade 38 gramos de medio a 1 litro de agua
destilada, se calienta y agita hasta ebullicidn el tiempo
necesario para que el preparado se disuelva completamente. Se
dispensa en un matraz Yy se esteriliza en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Se saca y se deja enfriar hasta que alcanza
una temperatura de 50-55°C. Posteriormente se reparte en las

placas. El pH final es de 7,4 + 0,2.
3.1.3.2.MEDIO DE DILUCION PARA RECUENTOS VIABLES

Hemos utilizado solucidn salina estéril al 9%, la cual
preparamos mezclando 9 gramos de cloruro de sodio {(Merck) con
1000 ml de Hééua destilada. La esterilizacidén se realiza en
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente se dispensa
en tubos en volimenes de 4,5 v 5 ml y se conserva, hasta que vaya

a ser utilizada, a 4°C en la camara fria.
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3.1.4.EQUIPO DE MEDICION

El aparato medidor por espectrofotometria que utilizames es
un SPECTRONIC® 20 ( Milton Roy Company ). Trabajamos con una
longitud de onda de 450 nm y con tubos de espectrofotdmetro de

19 mm de didmetro ( Perkin-Elmer ).

3.1.5.INCUBADOR-AGITADOR

Durante la realizacidn de cada experiencia, los tubos con
los cultivos bacterianos eran incubados a 37°C en agitacidn,
50 agitaciones/min, en un sistema incubador-agitador, UNITRONIC
320 OR { P-SELECTA ).

3.1.6.EQUIPO DE CONTAJE DE COLONIAS

Darkfield QUEBEC® colony counter, modelo 3326 (American
optical corporation), es el aparato que utilizamos para realizar

los recuentos viables en placa.

3.1.7.COLORANTES

Para observar el material nuclear utilizames dos tinciones:

Giemsa y Naranja de Acridina.

El colorante de Giemsa se encuentra comercializado por Merck
como solucidn madre concentrada. Con esta tincidn aparece marcado

el nicleo de la bacteria con un color azul-violeta intenso.

Para preparar la solucién madre de Naranja de Acridina,
seguimos el método de Mc Carthy & Senne { 1980 ). Este colorante

tiene una marcada afinidad por los &cidos nucleicos, ya sea en
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su forma nativa o desnaturalizada (Finegold & Baron, 1989). Los
componentes ARN toman una coloracidn naranja-rojiza y el ADN

amarillo-verde (Duguid, 1989} .

La tincidn de Giemsa fue empleada para tefiir las extensiones
de los cultivos de E.coli, tras haber sido expuestos a
ceftriaxona, pilperacilina e imipenem, asi comc los de

P.aeruginosa, cuando eran tratados con este Gltimo agente.

La tincidn de Naranja de Acridina fue usada para tefiir las
extensiones de los cultivos de P.aeruginosa que habian sido
expuestos a ceftriaxona, debido a que en estos casos no era buena
la wvisualizacidén del material nuclear con la coloracidn de

Giemsa.
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3.2 .METODOS

3.2.1.DETERMINACICN DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI)

3.2.1.1.CMI POR DILUCION EN CALDO

Se realizaron diluciones seriadas en base dos del
antibidtico a estudiar en caldo de Mueller-Hinton. El1 rango de
concentraciones prefijado fue desde 4 ug/ml hasta 0,03 pg/ml para
gentamicina; 32 pg/ml hasta 0,015 pg/ml para ceftriaxona; 8 ug/ml
hasta 0,5 pg/ml para piperacilina; 1 pg/ml hasta 0,003 pg/ml para
ciprofloxacino y desde 8 ug/ml hasta 0,003 pug/ml para imipenem.

Cada dilucidn antibidética se puso en contactco con un indculo
aproximade de 5 x 10° UFC/ml de la suspensidn bacteriana durante
18-20 horas a 35°C.

En cada experimento se incluyd un control negativo y otro
positivo ( a partir del cual se evidencid el tamafio del indculo

expuesto }.

Tras la incubacidn, se procedid a 1la 1lectura e
interpretacién de los resultados para ello, se definid 1la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) como la mas baja
concentracidén de antimicrobiano que visualmente es capaz de
inhibir completamente el crecimiento bacteriano, siempre tomando
como referencia el control negativo, en el que no se detecta

crecimiento.

3.2.,2.2.CMI POR DILUCION EN AGAR

Se siguieron las recomendaciones del National Committee for

Clinical Laboratory Standars (NCCLS) de 1990.
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Se realizaron diluciones seriadas en base dos de cada
antibidtico en agua destilada o buffer fosfato 20 mM pH 7,2 en
el casc de imipenem para cbtener, mezclando 1 ml de cada dilucidn
con 19 ml de agar Mueller-Hinton a 50°C, el rango de
concentraciones finales indicado anteriormente en la dilucidn en

caldo.

Se ajustd la densidad de los cultivos bacterianos para
obtener una turbidez egquivalente al 0,5 del estandar de Mc
Farland, la cual contiene aproximadamente 10° UFC/ml. Estas
suspensiones ajustadas se diluyeron posteriormente 1/10 en

solucidn salina para conseguir una concentracidén de 10’ UFC/ml.

La inoculacidn se realizd por medio del aparato replicador

descrito por Steers et al. en 1959,

La aguja del replicador coge aproximadamente 1-2 ul y 1lo
deposita sobre la superficie del agar, asi pues, el indculo es

aproximadamente 10 UFC.

Se efectud un control del indculo realizando una dilucidn
10° de 1la suspensidén bacteriana y tomando 100 pl que se
depositaron en una placa de agar Mueller-Hinton y se extiendieron

con un asa estéril.

Las placas se incubaron en la camara caliente a 35°C durante
18-20 horas.

Posteriormente se procedid a la lectura e interpretacidn de
los resultadeos. La CMI corresponde a la menor concentracidn de
antibidtico capaz de inhibir completamente el crecimiento
bacteriano, sin considerar una séla colonia o un débil sombreado

causado en el agar por el indculo.
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3.2.2 .DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO
3.2.2.3. CINETICA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

En un cultivo bacteriano, los organismos crecen y cuando
alcanzan un tamafilo critico se dividen en dos células hijas
iguales. Estas divisiones se hacen asincrénicamente entre los

miembros de una poblacién ( Gareth ,1990 ).

Cuando un cultivo bacteriano se introduce en caldo fresco
los microorganismos no comienzan inmediatamente a c¢recer, sino
que experimentan una fase de retraso que no es mas que 1la
adaptacion de los mismos a su nuevo ambiente ; esta fase se
caracteriza por una intensa actividad metabdlica y su duracidn
varia considerablemente dependiendo de la composicidn del medio
y del propio microorganismo , incluseo cuandeo las células son
transferidas desde un cultivo en crecimiento exponencial a un
medio idéntico nuevo, puede producirse un ligero retraso
egpecialmente en un medio minimo y con indculos bajos ( Davis et
al., 1984 ). El retraso afecta mas al nimero de células gque a su
masa, ya que las células estén metabolizando y por tanto aumentan
en tamafio perc no en numero ( Gareth, 1990 ). A esta fase le
sique la de crecimiento exponencial durante la cual la velocidad

de crecimiento del germen es costante siguiendo la relacidn:

que significa que el incremento en el namero de células viables
(dx) en un intervalo de tiempo (dt) es igual a la tasa de
crecimiento especifico (i) que en este periodo es constante y a
la concentracidn de células (x) de ese cultivo ( Gareth, 1990 ).
A este periodo se le suele llamar también fase logaritmica porque

el logaritmo de la masa bacteriana aumenta de forma lineal con
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el tiempo ( Meynell & Meynell, 1970 ). Posteriormente, como
resultado de los cambios fisico-guimicos que se producen en el
medioc de cultivo como consecuencia del crecimiento bacteriano y
de la escasez de nutrientes, las bacterias alcanzan una fase
estacionaria de crecimiento en la cual presentan cambios quimicos
de tipo adaptativo que aumentan su estabilidad pero si 1la
incubacidén continlia, como las fuentes energéticas son limitadas
se produce la muerte celular y las consiguientes alteraciones de
membrana activan las enzimas autoliticas. Los productos liberados
por los procesos de autdlisis mantienen un crecimiento criptico
de unas pocas células supervivientes ( por ej. supervivencia sin
crecimiento neto) de ahi que los mutantes mas resistentes se
acumulen a pesar de gue no exista un verdadero crecimiento

{ Davis et al., 1984 ) ( Figura 6 ).

Log. UFG/ml

Tiempo

Figura 6.- Fases del crecimiento bacterianoc;

a: fase de retraso; b: fase de crecimiento
logaritmico; ¢: fase estacionaria; d: fase de
muerte.
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Durante el crecimiento logaritmico se verifica que al cabo
de cilerto tiempo { tiempo de generacidn - t, - ) cada bacteria se
divide; t, es constante para cada especie bacteriana en unas

condiciones definidas de cultivo ( medio, pH, temperatura etc.).

Si en un tiempo inicial t,, tenemos N,,. de bacterias al cabo

de n generaclones tendremos N, bacterias
Nn = Ninic 2h (2)

Al cabo de un tiempo t se habran sucedido t/t, = n

st snes de forma gue el nimero de bacterias al cabo de un
tiempo t serd:

N, = Ny 2%/ (3}
Tomando logaritmos:
(4)
logNE=logNinic+t%
t
g
" &, " es constante para unas condiciones experimentales
Ao Conees
(5)
K= log2
tg

logN, = JlogN,,. + Kt {(6)
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Por lo que la representacidén del logN, en ordenadas frente
al tiempo {( t )} en abscisas da una linea recta gue corta al eje

de abscisas en log N.... {( Figura 7 ).

Log. UFG/ml

log N

log 4N)~

log RNI;

Tiempo

Figura 7.- Representacidén grafica del aumento
de la poblacidn bacteriana en el tiempo

Esta gridfica recta puede construirse utilizando en ordenadas

los valores de N ( Figura 8 ) o bien el log de N ( Figura 9 }.



,UFC/ml
10

TTTTT

T

10

i 1 1 1 1 ] 1 1l 1 1 1
0 30 6O’ g 120’ 15¢ 180°
Tlempo

Figura 8.- Representacidn tedrica semilogaritmica del
crecimiento bacteriano logaritmico de una bacteria
con tiempo de generacidn 30'y Ninic = 10E5 UFC/ml

Nie = 10° oL log N;;,. = 5
Ny = 2°10% ottt log Ny, = 5,
Nep = 2°-10° = 4-10°. .. ... ........ log N = 5,6
Ngg. = 22°20° = B:10°. . ............ log Ny, = 5,
Ny = 2°-10° =6,4-10%. ........... log Ny = 6,

44
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N,. = 10" ... ... .. . log N.. 5
Ny = 2:-10° L. log Ny, = 5,3
N, = 2°7-10° 4-10%, ..o, log N,,. = 5,6
N., 29.10° = 8-10%. ... ... ... .. log Ny = 5,9
N, = 2°-10° =6,4-10° ... ........ log Ny, = 6,8
log UFC/ml
;

4 1 1. L L 1 1 L L 1 1 1 1 1
0 300 60 90  120'  160° 180’
5 53 66 69 62 656 68
Tiempo
Figura 9.- Representacidén tedrica normal del

crecimiento leogaritmico de una bacteria con tiempo
de generacibén 30' y Ninic = log 10E5 UFC/ml

Evidentemente el tiempo de generacidn - t; - puede
calcularse muy facilmente a partir de esta grafica midiendo en
cualquier zona de la recta el tiempo que tarda en duplicarse el
namero de bacterias & también diluyendo el cultivo { sin alterar

las condiciones de inoculacidn ) por ejemplo 1/2 y calculando el
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tiempo necesario para recuperar el nimero original de bacterias.
S1 diluimos a 1/2 este tiempo serd el tiempo de generacidn y si
diluimos por ejemplo 1/8 este tilempo serda 3 veces ( 2° = 8 ) el

tiempo de generacidn.

3.2.2.2. MEDIDA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO USANDO
RECUENTOS VIABLES

Los recuentos viables miden concentracidén de organismos

vivos ( Meynell & Meynell, 1970 ).

Se basa en la inoculacidn periddica sobre la superficie del
agar nutriente de un veolumen determinado de la suspensidén
bacteriana a medir, distribuyéndolo bien por la placa. Si la
densidad celular es muy grande, se debe diluir la suspensién y

luego inocular.

Tras la incubacidn de las placas se procede al recuento del

namero de colonias.

La precisidn del recuento estd limitada por los errores

técnicos y los errores de muestreo.

Dentro de 1los errores técnicos destacariamos los
sistemdticos, producidos al hacer las diluciones del cultivo
previas a la inoculacidn, estos se pueden obviar utilizando la
misma pipeta y realizando las diluciones la misma perscona y de
la misma manera { Meynell & Meynell, 1970 } y los debidos al
azar, como por ejemplo cuando se producen cambios esporadicos en
el wvolumen gque se inocula en la placa; estos Gltimos no
incrementan tanto el error total como lo haria los errores
sistematicos ya que este caso se producen siempre hacia una

direccién, bien aumentandc o disminuyendo el indculo.
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En cuanto a los errores de muestreo, es evidente que cuando
el 1indculo medio por placa contiene un namero pequeflo de
organismos, el nimeroc de colonias contadas puede diferir, ya que
estos organismos estadn distribuidos al azar en el cultivo. La
imprecisidn introducida por tal £fluctuacidn seria superada
inoculando varias placas a la vez y calculando luego el numero

medio de coleonias por placa { Meynell & Meynell, 1970 }.

La precisidén aumenta conforme lo hace el numero medio de
colonias contadas en las placas pues, al seguir los recuentos una
distribucidn de Poisson, si se cuentan "n" colonias la desviacidn
estandar es "n*' y el error relativo en la determinacidn del
nimerc bacteriano es "n*/n" , por tanto se reduce conforme se
incrementa "n" (Richards et al.,1978). Cuando se sobrepasgan las
600-1000 colonias, el trabajo de recuento es muy laborioso y hay
una pérdida de precisidén. Lo ideal es que se disponga entre 30

y 300 colonias por placa (Koch A.L.,1981).

3.2.2.3. MEDIDA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Desde el punto de vista de los estudios bioguimicos, el
crecimiento bacteriano acostumbra a definirse en términos de masa
de material celular, mientras que en estudios genéticos o

infectivos se habla mas de numero de células (Davis et al.,1984).

La masa celular puede determinarse directamente en términos
de peso seco o indirectamente en términos de volumen total
celular o contenido de nitrdégeno. Con mucho, el indice mas 0til
para determinar la masa celular es la turbidez ( Davis et
al.,1984 ).

Conforme las células de un cultivo bacteriano en medio

liquido se multiplican ocasionan una turbidez del medio que puede
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ser apreciada bien por el ojo humano o utilizando aparatos
medidores. Podemos hacer pasar un rayo de luz a través de esa
suspensidn bacteriana, una parte de la energia luminosa es
absorbida por el cultivo, otra atraviesa el cultivo sin
experimentar cambios en su trayectoria original y otra es

desviada de dicha trayectoria.

Segin se mida la proporcidn de luz que se transmite o la que
se desvia estaremos hablando de Turbidometria o Nefelometria

( Pigura 10 ).

L () o C) A

Figura 10: Desviacién de la luz por una suspension bacteriana.
L: Fuente de luz. S: Suspension bacteriana.
A: Luz transmitida (medida por Espectrofotometria).
B: Luz desviada ( medida por Nefelometria ).

Koch en 1981 y Davis et al. en 1984 demostraron que en la
relacidn turbidez - densidad celular, esta UGltima es mas
exactamente definida comc masa celular que come ndmero de

células, vya que aunque en un punto dado en 1la curva de
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crecimiento bacteriano pueda existir una relacidn constante entre
nimeroc y masa, gue ademas es reproducible, esta relacidn podria
no existir para otros puntos de la curva de crecimiento, porque
las bacterias pueden variar en su tamafio dependiendo de la edad
del cultivo ( Harder et al., 1977; Hershey & Bronfenbrenner,

1938; Toennies & Gallant, 1949 ) y de otros factores.

Con esta técnica medimos directamente masa celular, no
numerc de células. S$6lo nos proporcicnaria una medida del ntimero
de células cuando todas las bacterias tuvieran el mismo tamaiio,
como ocurre en los cultives viejos (Kavanagh, 1963) aungque, en
este caso, debe tenerse en cuenta que se puede detectar tanto
microorganismos metabdlicamente activos (vivos) como inactivos
{(muertos) (Hanberger et al., 1991). Existe una relacidn directa
lineal entre la absorcidn de luz de una suspensidén celular y la
concentracién bacteriana por unidad de wvolumen de dicha
suspensidn. Esta relacidén sin embargo s6lo tiene lugar,
dependiendo de la técnica utilizada, a concentraciones
bacterianas entre 10° y 10°° UFC/ml, por encima de dicho nivel un
aumento de la masa celular se traduce en minimos cambios de la
absorcién de luz medida espectrofotométricamente (Koch, 1981);
(Carlberg, 1986).

Bajo condicionesg idealeg, podriamos establecer una relacidn
lineal entre la atenuacidn de la luz de una suspensién celular
y su densidad celular de forma andloga a como se expresa en la
ley de Beer-Lambert para verdaderos solutos. Esta ley establece
que para una longitud de onda especifica existe una relacidn
lineal entre la absorbancia de una solucidén y la concentracién
del soluto ( en este caso la concentracidn bacteriana ) (Carlbergqg,
1986) .
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La luz incidente I, y la luz transmitida I ( o sea, luz no
desviada) estan relacionadas a bajas concentraciones por esta ley

de la siguiente wmanera:

(7)

I=I,10°¢¥

donde "e" es el coeficiente de extincidn, una constante
caracteristica del soluto { en este caso de la bacteria ) y de
la longitud de onda de la luz, "1" la longitud de la trayectoria
de la luz a través de la solucidn { grueso de la cubeta ) y "N"

la concentracidédn ( UFC/ml ) de la suspensidn bacteriana.

(8)

T
|O — —._EZN
g( IO)

(9)

T
1 —02y =
og ( I) eIN

Al término log ( I,/I ) se le denomina absorbancia (densidad
dptica) que es lo gque se determina experimentalmente en los
espectrofotdmetros y fotocolorimetros.
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Asi,
{(10)
I
1 —2)y=Ab
og ( I) s
(11)
Abs=e¢lN
{12)
Ni—l—Abs
el

Esto es, el cambio de la extincidn producida por el cambio
de la concentracidén bacteriana ( N ) depende de la longitud de
la trayectoria de la luz a través de la suspensidén ( 1 ) y de sus
propiedades intrinsecas expresadas por €. El valor de ¢ cambia
segin las diferentes especies bacterianas e incluso segin la
misma especie tratada de diferentes formas ( Meynell & Meynell,
1970 ).

Para unas condiciones experimentales dadas ( una misma cepa
bacteriana, un mismo medio de cultivo y un mismo aparato ) "1/el"

es una constante y entonces

(13)

de tal manera que la representacidn grafica ( en un cultivo

bacteriano en crecimiento ) de la concentracién de bacteriag (N)
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frente a la Absorbancia, nos da una linea recta que pasa por el
origen con pendiente K, ( Figura 11 ).

Abs

Figura 11: Representacion grafica de la concentracion bacteriana (N )
frente a la Absorbancia ( Abs ) del cultivo

Siempre que estemos estudiando la misma especie o cepa
bacteriana en cultivos jovenes de la misma edad, tratados de
idéntica manera incluyendo, el tipo de medio de crecimiento,
condiciones de cultivo etc.,la comparacidén de la curva de
crecimiento de esa bacteria utilizando recuentos viables en placa
y la medida de la absorbancia por espectrofotometria, nos daré
respecto al tiempo dos curvas paralelas (Carlberg, 1986) ;
{Coultas & Hutchison, 1962).
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Tomando logaritmos en la ecuacidn 13:

log N = K', + log Abs (14)

y la representacién del log N frente al log Abs es también una

recta como se representa en la Figura 12

i 7] .
| & 7
O | /
~o
4’*'6 ’ ye
<
log N \OQ:
log Abs

Figura 12 .- Representacion gréfica logaritmica de la concentracion bacteriana {N)
frente a la Absorbancia ( Abs ) del cultivo

La representacidén grafica de la absorbancia frente a la
concentracidn bacteriana aplicando esta férmula { ecuacidn 14 )
y otras con igual significado desarrcolladas por Toennies &
Gallant, 1949 y Koch, 1970, nos da una linea recta cuya

inclinacidn estéd determinada por €1l ( Meynell & Meynell, 1970 ).
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Sin embargo, la absorbancia real se incrementa menos de lo
que la regla predice principalmente cuando aumenta la
concentracidn bacteriana, ya gue la luz desviada por una bacteria
es vuelta a desviar por otra que la dirige hacia el interior del
fototubo y también porgue una bacteria interfiere el movimiento
Browniano de otras, de forma que se distribuyen mas uniformemente
y la luz diverge menocs de su trayectoria inicial disminuyendo la
luz desviada fuera del rayo (Koch, 1981). Por tanto, la ley de
Beer-Lambert no vale para altas concentraciones bacterianas
porgue es infraestimada. El rango de concentraciones a las cuales
esta ley puede ser aplicada depende particularmente de 1la
longitud de onda del rayo incidente (Gerraxrd, Parker & Porter,
1961) {( Figura 13 }.

Abs

0,11

0,011+ —t
' 9
t0° 10
N

Figura 13.-Esquema de representaciodn logaritmica
del aumento de la Absorcidn (Abs) con el aumento
de la Concentracidn bacteriana (N)
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La relacidén entre concentracién bacteriana y extincidn
{(absorcidn) esta gcbernada en parte por el estado de los
crganismos. Se pueden distinguir tres situacicnes ( Meynell &
Meynell, 1970):

(1) En cultivos en crecimiento, la extincidn normalmente se
muestra proporcional a la masa bacteriana medida como peso seco
o nitrdgeno bacteriano, con indiferencia del medioc de cultivo y

de si su divisidn es sincrdnica o asincrdnica.

{2) 81 la concentracidén de constituyentes intracelulares
cambia, las células se hinchan o encogen por la entrada ¢ pérdida
de agua. De este modo, cuando la presidn osmdtica del medio baja,
los organismos Gram negativos (pero no los Gram positivos) se
hinchan, desviando mencg la luz y descendiendo la extincién.
Tales cambios podrian obviamente ser engafiosos si las muestras
del cultivo son diluidas en diferentes medios antes de que se

efectllie la lectura.

(3) Cuando las células tienen una forma y composicidn
constante pero dejan de estar dispuestas fortuitamente en la
suspensidn, se producen cambios en la turbidez que son vistos
como remolinos cuando el cultivo es manipulado y visto con el

ojo, provocando errores en la lectura.

Si tenemos un cultivo bacteriano en fase logaritmica con un
tiempo de generacidn t, y, en un momento determinado ( tiempo
inicial - t,. - ), su concentracidn de bacterias ( UFC/ml ) es

N, ¥ 1la lectura del espectrofotdémetro es Abs,,. ( ecuacidn 13 )

Ninic = Ke Absinic
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al cabo de un tiempo t ( ecuacidn 13 )}

N, = K. Abs,

dado que ( ecuacibdn 3 )

Nt = N:mic 2Htg

K. Abs, = K. Absg,, 2% (15)
gimplificando

Abs. = Abs;,. 29 (16)
tomando logaritmos

(17)
logAbs,=logAbs,, ;. +t 1292
g
sustituyendo ( ecuacidén 5 )
_ log2

log Abs, = lcog Abs,,. + Kt (18)
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y como { ecuacibén 6 )

log Nl’. = 109 Ninic + Kt

la curva obtenida representando ( en un cultivo bacteriano en
fase exponencial )} el logaritmo de la absorbancia frente al
tiempo {( Figura 14 ), es paralela ( tienen la misma pendiente )

a la que se obtendria representando log N ( en UFC/ml )} frente
a tiempo ( Figura 15 ).



log Abs

t
]Og 2 Abs inle— = 2_ “7/ 4\0@‘\

log Abs mr

. /’
- A
7 W"*
/ \0‘5 ©
e ‘;9‘5‘
N

Figura 14.- Representacion del logaritmo de la Absorcién (Abs) frente al tiempo (1)

log N

log Ny

tinie

{ —

Figura 15.- Representacidn del logaritmo de la concentracién bacteriana ( N )
frente al tiempo (1)

58
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3.2.2.4. CALCULO GRAFICO DEL TIEMPO DE GENERACION

El tiempo de generacidn, o tiempc gque la poblacidn
bacteriana tarda en duplicarse cuando estd en crecimiento
exponencial, es facilmente calculable a partir de la

representacidn grafica de la ecuacidn 18:
log abs, = log Abs,,. + Kt

0 de la representacidn grafica de la ecuacidn 6:
log N, = log N,,. + Kt

midiendo, en cualquier punto de ellas, el tiempo que tarda en

duplicarse Abs ( Figura 14 ) & N ( Figura 15 ).

Otra forma facil de calcular el tiempo de generacidn seria
diluir ( sin alterar las condiciones de crecimiento ) un cultivo
en fase logaritmica un nameroc de veces p.e. 2, 4, u 8 vy
determinar el tiempo en que la Abs o el recuento vuelven a
igualar los valores originales; este tiempo serd t, , 2 t; &6 3 t,
etc.
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3.2.2.5. AJUSTE DE UNA CURVA ESPECTROFOTOMETRICA A LA
DINAMICA DE CRECIMIENTO

Supongamos gue un cultivo bacteriano en fase logaritmica de
crecimiento es seguido espectrofotométricamente a partir de un
tiempo inicial ( t,.. ), midiendo su Absorbancia ( Abs ) cada

cierto tiempo.

Asi mismo, determinamos experimentalmente la densidad

bacteriana por recuentos viables en el t,,. { N.. ).

Si construimos una grafica representando en una escala en
ordenadas log de Abs y tiempo en abscisas ( Figura 16 ) ;sobre esa
misma gréafica, dado que la representacidn de log N frente a t es
también una recta con la misma pendiente (K), podemos superponer

una escala de N en el mismo eje de ordenadas ( Figura 16 }.

Abs N
1T
T ]
0,5 —|- 10
1 log Abs = log Abs,,,+ kt
02+ axio’

log N = log N+ kt.

0.01 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 30 80 90" 120 160
t >
Figura 16.- Hipotética curva de ajuste de 1la

Absorbancia (Abs} a los Recuentos Bacterianos (N)
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3.2.3. CALCULO DEL EPA A PARTIR DE LOS DATOS DE
CRECIMIENTO BACTERIANO

A continuacidn vamos a describir como es posible calcular
el EPA a partir del conocimiento de tres datos obtenibles
experimentalmente y que constituyen la clave del nuevo método

propuesto para la determinacidén del EPA:

1) : Separacidn en el tiempo de las curvas de crecimiento de
un cultivo en fase exponencial y de una alicuota de ese cultivo
tratada con un antibidético que después es eliminado, tiempo de

separacion ( t., ).

2): Concentracidn de bacterias en el cultivo antes de

aplicar el antibidtico ( Ny, }.

3): Concentracidn de bacterias en la alicuota del cultivo
tratado con el antibidtico inmediatamente después de eliminar el

mismo ( N, J.

Sea un cultivo Dbacteriano en fase de c¢recimiento
logaritmico, con un tiempo de generacidn t, y una concentracidn
de bacterias ( UFC/ml ) N,,. ( determinable experimentalmente por

recuentos viables ).

Una porcidn de este cultivo es expuesto a una concentracidn

( no totalmente letal } de antibidtico durante un periodo de
tiempo, tiempo de exposicidn ( tem ), prefijado en la
experiencia.

Después de la exposicidn el antibidtico es eliminado,

continuandose la incubacidn en las mismas condiciones.
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En el momento de eliminar el antibidtico la concentracidn
bacteriana de este cultivo sera N, ( determinable
experimentalmente por recuentos viables ).

Llamaremos r al efecto bactericida

{19)
N._.
r= 1nic
Nanti

En general N,.; serd menor que N,,. { antibidtico bactericida

subletal )} y serad necesario un numero " n " de generaciones

bacterianas para que el cultivo tratado con antibidtico recupere,

una vez eliminado el antibidtico, la concentracidn inicial de

bacterias ( N, ) ( ecuacidn 2, pag. 42 )

- n
Nyinic - Nanti 2

(20)

N.

inic =2n

anti

r = 2" (21)
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(22)

rFlogr
leg2

Llamamos tiempo de recrecimiento tedrico, t,.... al tiempo
que seria necesario para que en el cultive tratado, tras la
eliminacién del antibidtico, se sucedieran un namero " n " de
generaciones con un tiempo de generacidn, t,, que permitieran que
ese cultivo en fase exponencial de crecimiento alcanzara la

concentracién bacteriana inicial ( N, ).

(23)

_logrt

t =
g logz2 9

nt

recrt”

A modo de ejemplo representaremos graficamente diversos

supuestos

a) Cultivo bacteriano en fase exponencial del que una
alicuota es expuesta durante un tiempo tedricamente despreciable
{ Lepo = 0 ) @ un antibidtico parcialmente bactericida (Sin EPA)
gque esg inmediatamente eliminado y provoca un descenso de la

concentracién de bacterias de N,;,. a N,,; ( Figura 17 ).
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UFG/ml

2'105 NInlc

[
10 Nlnlc

il
-
8
g

2.10° N -

0 30 60’ 90’ 120’ 150° 180/
‘ tiempo

—— Control —+— Tratado

Figura 17.- No EPA. Antibidtico bactericida y
tiempo de exposicién = 0

Ninic =1 05

Y Ngu = 2°10* ( ambos determinados por recuentos
viables )

;i ty = 30 min. (determinado gr&ficamente por la

separacidén en tiempo de 2 curvas de crecimiento en fase

logaritmica correspondientes una a un cultivo sin diluir y otra

al mismo cultivo a una dilucidn dada Seccidn 3.2.2.4.).

__10°
2x10*
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En este caso ( al ser t,, = 0 y ademds no haber EPA )
Ceer = Lreer { €1 tiempo de separacidn entre curvas es igual al

tiempo de recrecimiento desde N,., a Ny ).

trecrr: _ logr

ty log2

n=

logr
tsep=trecrt= g 0’3

log5=70min

tsep= trec:t=3 0

( determinable experimentalmente midiéndolo sobre la grafica )

Es decir el tiempo de separacidn de las dos curvas viene
sd6lo determinado por el efecto parcial bactericida, pues el

tiempo de exposicidén al antibidtico ha sido 0 y ademds no ha

habido EPA.

b) Cultivo bacterianc sometido a la accidn de un agente
antimicrobiano que se afiade a concentracidn bacteriostdtica y no
tiene EPA. En este caso, obtendremos dos curvas de crecimiento
paralelas ( la del cultivo control y la del expuesto ), que
parten del mismo recuento bacteriano, ya que no ha habido muerte
celular y que estén separadas el tiempo de exposicidn ,t..

{ Figura 18 ).

En este caso: L,y = tep = 60 min. y r { ecuacidén 19 )= 0
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UFC/mi
10°

T

10

T

6
10

5
10 E

e
- Nlnlc- 5x10 1

10 T 1 1 1 1
4] 1 2 3 4 & 6
Tiempo (horas)

—— Control — Tratado

Figura 18.- No EPA. Antibidtico a concentracidn
bacteriostatica y tiempo de exposicidn 60

¢) Cultive bacteriano en fase exponencial del cual una
alicuota es expuesta durante un tiempo (t.,) a un antibidtico
parcialmente bactericida ( Sin EPA) y que es eliminado después
del tgp., tras provocar un descenso de la concentracidn de

bacterias de N,,,. a N, {( ¥Figura 19 ).
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UFG/ml
;
10

 taap

trar;ri
<

Inle

4
-N - 2x10

antl

G 1 2 3 4 5
Tiempo (horas)

—— Control —+ Tratado

Figura 19.- No EPA. Antibidtico bactericida y
tiempo de exposicidn 60

N,.. = 10° Y Nowes = 2°10" { determinados por recuentos
viables )

__10° _
2x10%
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\

Lepe = 60 min ( parametro fijado en el experimento ) vy
).

t, = 30 min ( determinado gradficamente: Seccidn 3.2.2.4.

El tiempo de separacidn entre las curvas de crecimiento del
cultivo sin tratar y tratado ( t., ), tiempo gue es calculable

graficamente sera:

t 7texpo+ Lrecrt™ temo+ tg logz =607+30 ng'7130

légicamente este tiempo de separacidn entre curvas es el mismo

que el del experimento tedrico " a " aumentado en los 60 min del

tiempo de exposicidn.

d) Cultivo bacterianoc en fase exponencial con un tiempo de
medido experimentalmente ) de 30 min y una

generacidén t;
( Ny ) de 10° UFC/ml.

densidad bacteriana inicial

Una alicucta es tratada con un antibibético bactericida
( subletal ) durante un tiempo de exposicidn ( Tep } de 60 min,
gque reduce su concentracidén bacteriana de N,,, = 10° UFC/ml a

Noe = 2-10° UFC/ml.

Una vez eliminado el antibidtico se necesita un tiempo
EPA ) para recuperar la

cuya grafica esta separada de la

fase

{ Efecto Postantibidtico,
logaritmica de crecimiento,
grafica de crecimiento del cultivo contreol por un tiempo de

({ medible experimentalmente, 170 min }.

separacidn, t..,



69

De acuerdo con la definicidn estindar del EPA (Seccidn 1.1.)

EPA =T - C (1)

siendo T, el tiempo necesario para que el cultivo tratado, una
vez se ha eliminado el antibidtico, pase de N, a 10 N, Yy

¢, el tiempo necesario para que el cultivo sin tratar pase de Ny,
a 10 Ni..-

En la Figura 20 se observa gque los dos triangulos
rectangulos sombreados son iguales, pues tienen iguales el cateto
vertical ( paso de N a 10 N ) y el angulo a ( misma pendiente en

las rectas de crecimiento logaritmico ).

El EPA es medible sobre la linea T o sobre la linea t.,

tsep =t + trecrt + EPA EPA = tsep - texpo - trecrt

expo

EPA = t,, - 60' - t; log r/ log 2 =
170' - 60' - 30' log 5/ log 2 = 40 min
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UFC/ml
7
10

10

&
2x10 &

Inic

4
-N. ..~2x10

anti

4
10

0 1 2 3 4 5 €
Tiempo (horas)

—— Control —+ Tratado

Figura 20.- EPA. Antibidético bactericida

e) El dltimo de los supuestos tedricos que formulamos es
cuando el agente antimicrobianc sé aflade a concentracidn
subinhibitoria y tiene EPA sobre el cultivo bacteriano estudiado
( antibidtico parcialmente bacteriostaticc con EPA ). En este
supuesto no hay muerte celular sino que, por el contrario, la
poblacidén bacteriana ha seguido creciendo durante el tiempo que
dur® el contacto con el antibidtico. Por tanto el t.... es
negativo. Pero ademas, una vez eliminado el agente

antimicrobiano, las células no recuperan su velocidad de
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crecimiento normal hasta que no finaliza el EPA de la droga, como

lo refleja la Figura 21.

La férmula del EPA quedaria:

EPA = taep - 60'_ (_trecr'f.) = taep - 60'+ trecrt.

UFC/ml
8
10 Fr
10’
8
10 F
. /. pam
/
tsep ® toxpo * trecrt + EPA
105 { t,0cpy Negative)
- T -
- N, , ~5x10° e
I récrt .
4
10 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 !
v} 1 2 3 4 5 6

Tiempo (horas)

—— Control —+— Tratado

Figura 21 .- EPA. Antibidtico a concentracién subinhibitoria
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3.2.4 .DETERMINACION FOTOMETRICA DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO

3.2.4.1. PREPARACION DEL INOCULQO

El dia antes de la realizacidn de la prueba, se picaron 2-3
colonias de un cultivo joven (18-24 hs) del microorganismo {(en
agar Mueller-Hinton) a estudiar y se dispensaron en 50 ml de

caldo de Mueller-Hinton precalentado a 35°C.

Se dejd incubar toda la noche en la camara caliente a 35-
37°C.

A la maflana siguiente, 2 gotas de este caldo (con la
bacteria en fase estacionaria de crecimiento) se inocularon en
un frasco con 75 ml de caldo de Mueller-Hinton precalentado el

cual se coloca al baiflo maria en agitacidn.

De este frasco se extrajo un volumen aproximado de 8 ml que
se vierten en un tubco de espectrofotdmetro, que también se
mantiene en bafio maria y en agitacién. Con objeto de uniformar
lo mds posible el indculo inicial en todas las determinaciones
del EPA, el seguimiento del crecimiento se realizd por medida
cada 30 min. de los cambios de la absorbancia de la suspensidn

contenida en este tubo.

Se considera el inicio de la prueba: t,,. {(tiempo inicial),
cuando el cultivo alcanza una absorbancia de 0,1 (unas 4 horas)
que equivale a 2-5 x 10" UFC/ml y la bacteria estd en fase
logaritmica de crecimiento. A este cultivo lo llamaremos en

adelante cultivo previo o inicial.
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3.2.4.2. PREPARACION DEL TUBC CONTROL

En este momento ( t,, 1+ =e realizé una dilucidn 21977
inoculando 100 pl de este cultivo Dbacteriano previo de
absorbancia 0,1 en 100 ml de caldo de Mueller-Hinton precalentado
a 35°C, con ello obtendremos una suspensidn bacteriana de
aproximadamente 2-5 x 10* UFC/ml. Esta dilucién es andloga a la
que habréd que efectuar para eliminar el efecto del antibidtico
en los cultivos expuestos. Este nuevo frasco nos sirve de control

( cultivo control ).

Para conocer con exactitud el indculo inicial en cada
prueba, se realiza inmediatamente {( a tiempo inicial )} un
recuento viable en placa del cultivo control que nos dard N,,..
Para ellc se somete a dilucionesg 107* v 10 *. De cada dilucidn
tomamos 100 pl que se extiende en la superficie del agar mediante
un asa estéril. Estas recuentos se efectlian por triplicado. 86lo
se consideran Gtiles las placas que contenienen entre 30 y 300

colonias. A partir de estos contajes se calculd el Ny,

Ninic {UFC/ml) =EC'(C)J%QX10

3.2.4.3. BEXPOSICION AL AGENTE ANTIMICROBIANO

El cultivo inicial es expuesto durante una hora a distintas
concentraciones del agente antimicrobiano que vamos a ensayar:

cultivos con antibidtico.
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Para ello se disponen de tubos de vidrio estériles en los
que se mezclan 10 ml del cultivo inicial con un volumen preciso
del agente antimicrobiano a la ccncentracidn gue deseamos

ensayar.

Una vez homageneizados todos los tubos se mantienen durante

una hora a 37°C y en agitacidn.

3.2.4.4. ELIMINACION DEL EFECTO DEL AGENTE ANTIMICROBIANO

Transcurrida 1 hora (tiempo de exposicidn) desde gue se
aflade el antibidtico, se procede a la eliminacidn del efecto del
agente antimicrobiano por dilucidén 103 disponiendo 50 pl del
cultivo con antibidtico en 50 ml de caldo de Mueller-Hinton sin

antibidtico precalentado a 35°C: cultivos postantibidtico.

3.2.4.5. DETERMINACION DEL EFECTO DEL AGENTE ANTIMICROBIANO

Una vez eliminado el antibiético (t., ; tiempo exposicidn
= 1 hora), se realizan diluciones para recuentos bacterianos de

los cultivos expuestos a los antibidticos.

El efecto bactericida se calcula en base a los recuentos
viables en placa anteriormente citados y corresponde al cociente
formado por las UFC/ml del cultivo control a tiempo inicial
(N.:;.) vy las UFC/ml del cultivo con antibidtico tras la
eliminacidn del antibidtico al cabo de una hora ( N,. )

(ecuacidn 19) .
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Por ejemplo, si hay una reduccidn desde 50.000 UFC/ml
( recuento a tiempo inicial del cultivo control } a 5.000 UFC/ml

el efectoc kactericida seria:

1,2 50000 _
5000

10

3.2.4.6. CALCULO DEL EFECTO MULTINUCLEO

Cuando cultivos bacterianos de E.coli y P.aeruginosa eran
tratados con piperacilina y ceftriaxona { inducen formas
filamentosas multinucleadas ) o 1imipenem, se realizaban
extensiones en porta de los cultivos control y expuestos después
de haber sido sometidos al proceso de eliminacidn de la droga.
Estas extensiones se dejaban secar al aire y posteriormente eran
tefiidas y observadas al microscopio 6ptico con un aumento x1000.
Se revisaban 100 bacterias y se apuntaba el nGmero de nucleos gue
tenia cada una, sacando la media aritmética en cada cultivo. Este
ntmero medio era el factor de correcidn que, multiplicado por el
indéculo que habiamos obtenido por recuentos viables en agar
después de eliminar el antibidtico, nos daba ei recuento real
(Nanti ) .

Con ello se hacia notar las alteraciones morfoldgicas que
estos farmacos imprimian en 1los bacilos Gram negativos arriba

mencionados.

3.2.4.7. MONITORIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DEL
CRECIMIENTC BACTERIANO

Todos los tubos se incuban al bafio maria a 37°C en agitacidén

durante la realizacidn de la prueba.
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Las lecturas de la tramitancia se realizan cada media hora
a partir de 2 horas ( pues antes no son detectables cambios de
Absorcidén } hasta gque los cultives alcanzan una turbidez notable
{ densidad éptica = 0,7 ) va que, llegados a este punto, la
sensibilidad del método desciende no detectandose cambios de
turbidez en la suspensidn bacteriana aungue existan aumentos en

la concentracidén celular { Seccidn 3.2.2.3. ).

Antes de efectuar la lectura en el espectrofotdmetro los
cultivos deben ser movidos en un agitador con el fin de que la
suspensidn bacteriana sea uniforme. La agitacidn debe ser
cuidadosa para gue no se formen burbuijas de aire. Si a pesar de
todo estas aparecen, se debe esperar unos 15- 30 segundos hasta
que se desvanezcan y la lectura del cultivo se estabilize, ya
que, el movimiento de las bacterias tras la agitacidn, puede
provocar oscilaciones de las medidas realizadas por el
espectrofotdmetro. Esto ocurre principalmente con cultivos de
bacilos, debido a la birrefringencia del flujo causado por estas

formas.

La lectura en el espectrofotdmetro nos facilita 1la
Tramitancia del cultivo que después, con una tabla de conversidn
o con la fdérmula, se expresan en medidas de densidad o6ptica
(D.0.).

3.2.4.8. RECUENTOS BACTERIANOS EN AGAR

Tras la incubacidn de las placas inoculadas, se realizan los

recuenteos viableg utilizando un contador de ccolonias.
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LCultivo en placa de MH 18-24 h. a 37°C

2-3 colonias

50 ml MH
incubar 12 h.

2 gotas

75 ml de MH a 37¢
Incubar agitando y midiendo Abs cada 30' hasta aprox.Abs = 0,1

CULTIVO PREVIO

100 microlitros

: oMt Alicuota
tiempo inicial (t; .. } | de10ml
100 ml de MH a 372 Mezclar los 10 ml del cultiva
( dilucién 171000 ) pravio con el antibidtico
Incubar en agitacién Incubar en agitacién durante
Recuento iniciat N Th. (tepe =1h)
Medir Abs cada 30' CULTIVO CON ANTIBIOTICO
CULTIVO CONTROL 50 microlitros
de cada ali-
ota expuesta
a antibidtico

50 mi de MH a 372
Incubar en agitacién
Hacer recuento viable
postexposicion : Nanti
Medir Abs cada 30'
CULTIVO POSTEXPOSICICN
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3.2.4.9. REPRESENTACION GRAFICA DEL CALCULO DEL EPA

a) Prolongar la curva espectrofotométrica de
crecimiento del control hasta que se corte con el eje de

ordenadas ( escala semilogaritmica ) en el tiempo inicial t,,...

b) Situar en este punto de corte en las ordenadas el

valor de N..

¢) Superponer éen el eje de ordenadas (semilogaritmico)
la escala de concentraciones bacterianas, conservando la misma

relacidédn logaritmica usada para la escala de D.O.

d) Sefialar en el grafico el punto correspondiente a N

anti

del cultivo postexposicidn.

e) Unir con una linea los puntos Ny, ¥V Nou-

f) Prolongar la recta de representacidén de los cultivos
postantibidtico hasta el valor de concentracidn bacteriana
10 N,..

g) Unir con una linea de puntos ( tedrica ) los puntos
Nanti Y 10 Nanti'



D.O.

0,01

RN Y N D S S A N S Y A

0,001 :
(4] 1 2 3 4 6 6 7 8
Tiempo ( horas )

—— C.control —+ C.expuesto

Figura 22.-Representacidn gréafica tedrica del cdlculo del EPA

9 UFG/ml
10

8
10
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3.2.4.10.CALCULO DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO

Una vez realizadas las determinaciones de N ¥ Nao Y la
monitorizacidén fotométrica del crecimiento de los cultivos

control y postantibibético procedemos a:

1) Representacidén en papel semilogaritmico de las curvas de
crecimiento, mostrando la densidad 6ptica (D.0.} en ordenadas y
tiempos en abscisas, de los cultivos control y postexposicidn,

que deben ser rectas y paralelas.

Habitualmente la primera lectura significativa de D.0O. se
podrid verificar en el cultivo control a los 120 & 150 minutos

desde t....

2) Determinacidn del tiempo de generacidén t;, ( tiempo de

duplicacién ) en la parte media de la recta.
3) Calculo de r { efecto bactericida ) ( ecuacidn 19 )

4) Determinacidn grafica de la separacidn entre las curvas,
Coep -

5) Célculo del EPA de acuerdo con la férmula general

{ Seccidn 3.2.3. ).
EPA = tap - Cegpo - Lreem (24)
3.2.4.11.VALIDACION DEL CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION

El t,.. ( tiempo de recrecimiento tebdrico } o tiempo tedrico
que tarda el cultivo expuesto, una vez eliminado el antibiético,
en eguiparar su recuento a Ny, es consecuencia de la accién del
agente antimicrobiano ensayado sobre la bacteria y depende por

tanto del nimero de veces ( n } que el cultivo tratado deberia
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duplicarse para equiparar su concentracidn bacteriana con el
indculo inicial y del tiempo generacidén de la bacteria ( t, ). El
ty, se calcula a partir de la recta de crecimiento exponencial
midiendo el tiempo que tarda en duplicarse el nimero de bacterias
( Figura 23 } o la densidad optica del cultivo { Figura 24 ), o
bien, a través de la monitorizacidn espectrofotométrica del
cultivo control y de una dilucidén 1/8 del mismo ( Figura 25 ),
esta dilucidn estd separada en el tiempo del control, 3 tiempos
de generacidn ( 2* - 2 - 2° = 2 - 4 - 8 ), dividiendo dicha
separacién por tres (1/2 - 1/4 - 1/8) se obtiene el tiempo de

duplicacidn { que debe ser igual al calculado por la otra via ).

Basandonos en la teoria del crecimiento bacteriano, cuando
un cultivo esté& en fase logaritmica de crecimiento el tiempo de
duplicacidén es constante, daria igual tomar durante este periodo
cualquier dilucidén de ese cultivo ( 1/2 - 1/4 - 1/8 - 1/16 ...},
porque la nueva curva de crecimiento seria paralela a la inicial,
pero separada de ella tantos t, ( 2' - 2% - 2° - 2¢ ...} cowmo

diluciones se hayan practicado.

UFC/ml

10

& x10*

10‘ 1 1. 3 1 3 L 1, 1, 1. 1 1

Tiempo ( horas }

—— Gontrol

Figura 23.- Calculo del tiempo de
generacidn por recuentos viables



b.0.

o1h

0.0654[4H

001 1 1 I L 1 i L L 1 L 1
4

Figura 24 .- Calculo del tiempo de
generacidén por fotometria midiendo
el tiempo que tarda en duplicarse

T T T T

T

Tiempo ( horas }

—— Control

la densidad o6ptica del cultivo

D.Q.

Q.1

0,01

Figura 25.- Calculc del tiempo de
generacidn por espectrofotometria

Tiempo ( horas }
—— Contro! -+ Diluclon 1/8
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3.2.4.12 _RELACION D.0O. (ABSORBANCIA) - RECUENTOS VIABLES

Como hemos expuecsto anteriormente, el seguimiento del ciclo
de crecimiento de un cultivo bacteriano se puede realizar por
miltiples métodos. E1l gque nosotros proponemos es el método
espectrofotométrico, midiendo los cambios de la densidad optica
con respecto al tiempo de los cultivos bacteriancs en medio

liquido.

Si paralelamente al seguimiento espectrofotométrico del
cultivo bacteriano se realiza un seguimiento por recuentos
viables en placa, se obtiene una curva Densidad Optica ( DO )-
recuentos viables/ml , igual a la que aparece expresada en forma

logaritmica en la Figura 26.

Para configurar 1la curva Densidad Optica (D.O.) -
Concentracidén bacteriana de 1la Figura 26, se realizaron 4
experiencias con Escherichia coli ATCC 25922 en las que se media
cada 30 min. la densidad odptica de la suspensidén y se hacia el
recuento viable en agar por triplicado desde T, hasta T,. Se
considerd T, cuando el cultivo alcanzd una absorbancia de 0,1
que se corresponde con un indéculo bacteriano de 4-5 x 107, en ese
momento fue diluido 1000 veces y se procedid a realizar
periédicamente las lecturas, siendo a partir de una concentracidn
bacteriana de 10° UFC/ml cuando se apreciaba un cambio de la D.O.
de la suspensidn, cambio que era directamente proporcional a la
concentracidn bacteriana hasta que ésta llegaba a 3 x 10° UFC/ml,
punto a partir del cual el incremento de 1los recuentos se
correspondia con un débil aumento de la densidad &ptica del

cultivo.
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Escherichia coli

DO_I

0,01 T T T
8 7 7 8 8
4x10 10 6x10 10 4x10
UFC/ml

Figura 26.- Densidad éptica ( DO } como una funcidn de la
concentracidén celular bacteriana ( UFC/ml ). Validacidn de
la linealidad de la espectrofotometria respecto a 1los

recuentos viables en Escherichia colil ATCC 25922
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De igual modo realizamos la curva de calibracidén de
P.aeruginosa ATCC 27853 ( Figura 27 ). La linealidad de 1la
espectrofotometria v los recuentos viables se mantiene en este
caso hasta una densidad o6ptica de 0,3 equivalente a 10° UFC/ml.
A partir de este punto se rompe, incrementandose mas 1los

recuentos que la densidad 6ptica de la suspensidn.

Pseudomonas aeruginosa

DO1

] Tg TlO

,' T !

1
—

0.1

0,01 T T T
8 7 7 8 8
3ax10 10 &xi10 10 4x10

Figura 27.- Densidad 6ptica ( DO ) como una funcidn de la
concentracidén celular bacteriana ( UFC/ml }. Validacidn de
la linealidad de la espectrofotometria respecto a los

recuentos viables en Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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En la curva de calibracidn de S.aureus ATCC 29213 { PFigura
28 ), el aumento de la densidad Optica es proporcional al aumento
del nGmero de UFC/ml desde una concentracidn celular bacteriana
de 4 x 10° ( 1limite 1inferior a ©partir del cual el
espectrofotdmetro, a una longitud de onda de 450 nm y en las
condiciones estandares establecidas, comienza a detectar
crecimiento bacteriano ) hasta 6-7 x 107 UFC/ml, egquivalente a
una D.0. de 0,5. Por encima de esta concentracidén bacteriana el
aumento de la misma se corresponde con débiles incrementos de la
D.0., lo que corresponde en la Figura 28 a los puntos de la zona

superior derecha.

Staphylococcus aureus

Do
1

1 1 1 1

0,01 T T T
8 7 T 8 8
4x10 10 5x10 10 4x10
UFG/mi

Figura 28.- Densidad &ptica ( DO ) como una funcidn de la
concentracidén celular bacteriana ( UFC/ml ). Validacidn de
la linealidad de 1la espectrofotometria respecto a 1los

recuentos viables en Staphylococcus aureus ATCC 29213
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3.2.4.13 .DETERMINACION DEL EPA POR RECUENTOS VIABLES

Para determinar el EPA por recuentos viabkles, se usd la
técnica descrita hasta la monitorizacidédn del crecimiento
bacteriano. Los recuentos viables del cultivo control y tratado
se verifican cada hora hasta que la suspensidn alcanza una
turbidez considerable. Estos recuentos se obtienen por triplicado
depositando y extendiendo 100 pl de dos diluciones en base 10
{ en solucidén salina ) en las placas de agar Mueller-Hinton.
Después se incuban las placas durante 18-24 hs a 35°C y se
procede al contaje del nGmerc de Unidades Formadoras de Colonias

( UFC ). El resultado se expresa por mililitro { UFC/ml ).
E1l EPA se calcula segin la férmula:
EPA =T - C (1)

donde EPA, es el efecto postantibidético; T, el tiempo requerido
por los mwicroorganismos expuestos al antimicrobiano para
incrementar su poblacidén 10 veces frente a la que existia en el
medio tras la eliminacidén del farmaco y C, es el tiempo requerido
por el control ( no expuesto } para aumentar su poblacidén 10

veces respecto a la observada tras la dilucidn.

3.2.4.14 .COMPARACION METODO CLASICO Y
METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Para comparar ambos métodos se usaron las cepas patrones:
Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
y Staphylococcus aureus 29213 y ios antibidticos: gentamicina;
ciprofloxacino; ceftriaxona; imipenem (con E.coli y P.aeruginosa)
y piperacilina ( sbélo con E.coli }. Se utilizd el test de
significacidén estadistica de 1la t de Student para datos

apareados.
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3.2.4.15.EFICACIA DEL METODO DE DILUCION PARA LA
ELIMINACION DEL ANTIBIOTICO

Para comprobar que la dilucidn 107 era suficiente para
eliminar el antibidético del medio de cultivo, de forma que no
influyera en la cinética de crecimiento de la bacteria medida por
espectrofotometria, se mezcld cada antibibdtico a una
concentraciétn de 0,008x CMI con 10 ml del cultivo control de
E.coli ATCC 25922 ; P.aeruginosa ATCC 27853 y §.aureus ATCC
29213. Se utilizd pues una dilucidn 107 de una concentracidn de
antibidtico superior a la que se usaria en los experimentos
comprobando que, en todos los cascs, las curvas de crecimiento
del cultivo sin y con antibidtico son paralelas. Si existiese
concentraciones residuales de antimicrobiano ambas curvas no

serian paralelas.

3.2.4.16.INFLUENCIA DE LA DILUCION SOBRE LA
CINETICA DE CRECIMIENTO

Para confirmar que la dilucidén 107 de 1los cultivos,
realizada para eliminar el antibidtico, no producia ningln
retraso en el crecimiento logaritmico normal de bacteria que
originara efectos postantibidticos errdneos se realizd, en una
experiencia con E.coli ATCC 25922, una monitorizacidn
espectrofotométrica del cultivo bacteriano antes de ser sometido
a la dilucidén 107 y del cultivo sujeto a dicha dilucidén. Se
comprobd que la curva D.O.-tiempo de ambos estaba separada en el
tiempo tantos t, ( 9,966 )} como correspondia a la dilucidn
efectuada ( Figura 29 }. Se concluyd por tanto, que no existia
ninguna fase de retraso en el crecimiento de la bacteria
producida por la dilucidén. El t, de la bacteria antes y después

de la dilucidn 107 era el mismo e igual a 20 minutos.
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0'01 1 1 | 1 L 1 1 1 1 1
2 3 4 & 6 7

Tiempo (horas)

—— Control 1 —+— Control 171000

Figura 29.-Monitorizacidn espectrofotométrica de un cultivo
bacteriano antes de ser sometido a la dilucidén 10° y del

cultivo sujeto a dicha diluciédn.



RESULTATDOS
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4.~ RESULTADOS

4.1. CMI

Las CMIs obtenidas por el método de dilucidén en caldo
{ Tabla I ) se encuentran en el mismo punto + una dilucidn de las
obtenidas por dilucidén en agar ( Tabla II ), salvo en el caso de
gentamicina con Pseudomonas aeruginosa 251 y 276 en las que la

diferencia fue de dos diluciones por debajo.

Las CMIs de las cepas de referencia se encuentran dentro del
rango de CMIs indicadas por el NCCLS en 1990, con excepcidn de
la CMI reportada por el método de dilucidn en caldo de
P.aeruginosa ATCC 27853 frente a gentamicina, la cual se halla

una dilucidén por debajo del rango anteriormente menciocnado.

Para la determinacidén del efecto postantibidtico hemos
elegido en cada caso la CMI lograda por dilucidn en caldo ya que

es en este mismo medic donde se realiza el cédlculo del EPA.
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TABLA I.- Concentraciones minimas inhibitorias en pg/ml obtenidas

por dilucidn en calde.

Gentamicinaiciprofloxacino [Ceftriaxona| Imipenem
E.coli ATCC
25922 0,007 0,12 0,12
E.coli 304
0,007 0,06 0,12
E.coli 347
0,007 0,03 0,12
P.aeruginosa
ATCC 27853 0,5 0,25 8 2
P.aeruginosa
251 0,25 0,06 16 2
P.aeruginosa
276 0,25 0,06 16 2
S.aureus
ATCC 29213 0,25 0,25 4 0,03
S.aureus 356
0,12 0,25 2 0,03
S.aureus 360
0,25 0,25 2 0,03
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TABLA II.- Concentraciones minimas inhibitorias en pg/ml

obtenidas por dilucidn en agar.

Gentamicina|Ciprofloxacino|{Ceftriaxonal Imipenem
E.coli ATCC
25922 0,5 0,007 0,06 0,12
E.coli 304
0,25 0,007 0,03 0,12
E.coli 347
0,5 0,007 0,015 0,12
P.aeruginosa
ATCC 27853 1 0,12 8 2
P.aeruginosa
251 1 0,03 16 2
P.aeruginosa
276 1 0,06 i6 2
S.aureus
ATCC 29213 0,25 0 12 2 0,03
S.aureus 356
0,12 0,12 2 0,03
S.aureus 360
0,25 0,25 2 0,03
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4,2 .ENSAYOS CON ESCHERICHIA COLI

4.2.1. ESCHERICHIA COLI ATCC 25922 - VALIDACICN
DEL CALCULO ESPECTROFOTOMETRICCO DEL EPA

4.2.1.1. CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION

La Figura 30 muestra el cilculo del tiempo de generacidén de
esta cepa patrdén utilizando la técnica espectrofotométrica. E1

tiempo de generacidén fue de 20 minutos.

[ [

S —— £ rd e e
0,08 |- el e

I S .ae' // ......

e memrramrrrrmrrer ey 20&..7 7 .

o4 F
0,02 |- // //

001 ] 1 1 1 1 | L 1 1

Tiempo (horas)
—— Contro —— Dilucién 1/8

Figura 30.- Curvas de crecimiento logaritmico de un cultivo
de E.coli ATCC 25922 y del mismo cultivo diluido 1/8.
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4.2.1.2. E.COLI ATCC 25922 - GENTAMICINA
ENSAYOS DE VALIDACION

La exposicidédn de un cultivo de Escherichia coli ATCC 25922
de densidad bacteriana media 4,7 x 10" UFC/ml en fase logaritmica
de crecimiento durante una hora a 2 pg/ml {( 4x CMI } de
gentamicina depard un descenso en el indculo de 0,88 log,, UFC/ml
( media de 4 experimentos: Tabla III }. Concentraciones de 0,5
y 1 ug/ml ( 1x y 2x CMI respectivamente ) tuvieron actividad
bacteriostitica ya que seguia existiendo crecimiento bacteriano

aunque a una velocidad reducida ( efecto bactericida = r < 1 ).

Como la actividad antibacteriana de los antibidticos
aminoglucdsidos es proporcicnal a la concentracidn antimicrobiana
( Craig et al., 1988 ), este efecto podria ser debido a que 1la
CMI calculada con un indculo esté&ndar de 5 x 10° UFC/ml es
inferior a la gque se puede obtener con 4,7 X 10’ UFC/ml, indculo

medio utilizado en esta experiencia.

La Figura 31 nos muestra el aumento de la densidad &ptica
respecto al tiempo del cultivo control y los expuestos a 1x, 2x
y 4x CMI de gentamicina, trazando asi la curva de crecimiento de

cada uno de ellos.

La Figura 32 representa el EPA obtenido por
espectrofotometria a las distintas concentraciones de antibidtico
ensayadas. El EPA aumenta conforme lo hace la concentracidén del
antibidtico { Tabla III ), llegando a tener una duracidén de 1,13
horas con 2 pug/ml ( 4x CMI }.

Los datos en ambas figuras estdn representados con la media
de 4 ensayos. Las barras verticales expresan la desviacidn

estandar.
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El EPA obtenido en esta misma combinacidén droga-
microorganismo siguiendo el método de recuentos viables en placa
fue de 0,52 + 0,14 hs con 1x CMI ; {,65 + 0,12 hg con 2x CMI y
1,05 + 0,04 hs con 4x CMI ( Tabla III )}, valores representados
en la Figura 33 por la media + la desviacidn esté&ndar de 4

ensayos.
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E.coli ATCC 25922- Gentamicina

& !
r
0,1
B
0 01 1 | L i | 1 | 1 1 ! |
2 3 4 5 6 7 8
Tiempo {(horas)
— Gontrol —+— 1x CMI (0,5 mcgfmf)
—#— 2x CMi {1 mcg/mi) —B- 4x CMI (2 mecg/ml)

Curva densidad optica-tiempo

Figura 31.- <(Cinética de crecimiento, monitorizada por
espectrofotometria, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora
de exposicidn a distintas concentraciones de gentamicina. Datos
presentadcos con la media + la desviacidn esténdar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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E.coli ATCC 25922- Gentamicina

EPA (hs)
1,4

o2f

0 ] i ! 1 L
0 0,5 1 2

Concentr. {(mcg/ml)
Curva EPA-concentracién antimicrobiana

Figura 32.- Efecto de la concentracién de gentamicina sobre la
duracidn del EPA. Datos presentados con la media : la desviacién

estidndar (barras verticales) de 4 experiencias.
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E.coli ATCC 25922- Gentamicina

L/

8
10

T 1T TTTT7

T

10

T TTITT

T

T TTTTTT

4
10 | 1 | | |
0 6 7 8
Tiempo (horas)
—— Control —— 1x CMI
—¥— 2x CMI —5- 4x CMI
Curva recuentos bacterianos-tiempo
Figura 33.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos

viables, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora de
exposicidén a distintas concentraciones de gentamicina. Datos
presentados con la media + 1la desviacidén estandar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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4.2.1.3. E.COLI ATCC 25922 - CIPROFLOXACINO
ENSAYOS DE VALIDACION

La actividad bactericida de ciprofloxacino cuando se puso
en contacto durante una hora con cultivos puros de Escherichia
coli ATCC 25922 a una densidad celular media de 3,4 x 10" UFC/ml
era concentracién dependiente, siendo el descenso medio obtenido
de 5 experimentos de 0,04 log,, UFC/ml para 1x CMI y de 0,77 log,,
UFC/ml para 2x CMI ( Tabla III ). Concentraciones superiores a
esta Gltima ( 4x vy 8x CMI ) mostraban una actividad bactericida
intensa, con descenscs en el indculo inicial de 2,67 + 0,02 log,
UFC/ml con 4x CMI y de 3,2 + 0,6 log,, UFC/ml con 8x CMI, motivo
por el cual optamos por ensayar sdlo las concentraciones 1 y 2x
CMI.

La PFigura 34 nos muestra las modificaciones de la D.O. de
cada cultivo respecto al tiempo configurando su curva de

crecimiento.

El EPA de ciprofloxacino frente a E.coli ATCC 25922 es
también dosis dependiente siendo su duracidén media con 1x CMI
( 0,007 pug/ml ) de 0,14 horas y con 2x CMI ( 0,015 ug/ml )} de
0,41 hs ( Tabla III }. La Figura 35 nos muestra el EPA como
funcién de la concentracidén antimicrobiana de ciprofloxacino
frente a E.coli ATCC 25922.

La representacitn grafica del crecimiento bacterianoc
monitorizado por recuentos viables aparece reflejada en la Figura
36. E1 EPA calculado por esta técnica fue de 0,18 + 0,12 hs para

1x CMI v de 0,42 + 0,12 hs para 2x CMI ( Tabla IIT ).
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E.coli ATCC 25922~ Ciprofloxacino

D.O. ;

0,1

|

!

I

e

0,01 [ ! ! ! | I ! ! ! | | 1
2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (horas)

—— Control —— 1x CMK0,007 mcg/ml)
—#— 2x CMI(0,014 mcgsmi)

Curva densidad 6ptica-tiempo

Figura 34.- (Cinética de crecimiento, monitorizada - por
espectrofotometria, de Escherichia coli ATCC 25%22 tras una hora
de exposicidén a distintas concentraciones de ciprofloxacino.
Datos presentados con la media *+ la desviacidn estandar (barras

verticales) de 5 experiencias.
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E.coli ATCC 25922~ Ciprofloxacino

EPA (hs)
0,6

0,5+

0,4

0 i |
0 0,007 0,014

Concentr, {(mcg/ml)
Curva EPA-concentracién antimicrobiana

Pigura 35.- Efecto de la concentracidn de ciprofloxacino sobre
la duracidén del EPA. Datos presentados con la media + la

desviacidn estandar (barras verticales) de 5 experiencias.
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E.coli ATCC 25922-Ciprofloxacino

UFC/mI
8
10

T TTTTI

10

A

103 ! | 1 L 1 | )] 1 | | | L1 |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

— Control —+ 1x CMI —¥ 2x CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 36.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora de
exposicidn a distintas concentraciones de ciprofloxacino. Datos
presentados con la wmedia + la desviacidn esténdar (barras

verticales) de 5 experiencias.
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4.2.1.4. E.COLI ATCC 25922 - CEFTRIAXONA :
ENSAYOS DE VALIDACION

Ceftriaxona mostrd una actividad bactericida importante
cuando se puso en contacto durante una hora con E.coli ATCC 253922
a una densidad celular media de 3,86 x 10’ UFC/ml, provocando
descensos en la poblacidn bacteriana de 0,50 + 0,06 log,, UFC/ml;
0,52 + 0,14 log,, UFC/ml y 0,61 + 0,07 log,, UFC/ml con 1, 2 vy
4x CMI respectivamente ( Tabla IITI ). Posteriormente se aprecid
un aumento desmesuradoe de las UFC/ml respecte al recuento
inicial, efecto debido a la formacidén de filamentos y posterior
divisidén de los mismos en sus respectivos bacilos componentes (de

tamafic normal) cuando cesa la accidn del antibidtico.

Para controlar esta variable, se realizaron extensiones en
porta del cultivo control y del expuesto durante una hora al
antibidtico que luego se tifleron con Giemsa ( Figuras 37; 38; 39
y 40 ). Estas extensiones se examinaban al microscopio éptico y
se obtenia el factor de correccién (Seccién 3.2.4.6.), que luego
multiplicabamos por el indculo gque se habia obtenido por

recuentos viables en agar.

De esta manera se realizaron 4 experiencias obteniendo un
factor de correcidén de 1,46 + 0,1 para el cultivo control;
5,17 + 0,4 para el cultivo expuesto a 1x CMI ( 0,12 ug/ml de
ceftriaxona }; 5,54 + 0,3 para 2x CMI y 6,24 + 0,5 para 4x CMI.
Como se puede observar, al aumentar la concentracidn de
antibidtico aumenta también el nGmero medio de nucleos contenidos

en cada filamento.

Utilizando estos factores de correcidn se advirtid que no
habia habido reduccidén en el indculo bacteriano expuesto a las
tres concentraciones antibidticas ensayadas sino todo 1lo

contrario, la poblacidn bacteriana habia experimentado un aumento
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tasado respecto al indculo inicial en 0,24 + 0,1 log,, UFC/ml para
1x CMI; 0,21 + 0,09 log,, UFC/ml para-2x CMI y 0,17 + 0,1 para 4x

CMI log,, UFC/ml ( Tabla IIT ).

Figura 37.- Cultivo control de E.coli ATCC 25922 tefiido con
Giemsa ( x1000 aumentos )
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Figura 38.- Filamentos de E.coli ATCC 25922 tras exposicién
a 1x CMI de ceftriaxona (0,12 pg/ml). Los puntos son ADN
tefiidos con Giemsa
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Figura 39.- Filamentos de E.coli ATCC 25922 tras exposicidn
a 2x CMI (0,25 pg/ml) de ceftriaxona. Los puntos son ADN
tefiidos con Giemsa
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Figura 40.- Filamentos de E.coli ATCC 25922 tras exposicién
a 4x CMI de ceftriaxona (0,5 pg/ml). Los puntos son ADN
tefiidos con Giemsa
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Cuando se representa la curva Densidad Optica-Tiempo
( Figura 41 ) del cultivo control y tratados, se observa que las
curvas de crecimiento estaban separadas menos de una hora
( tiempo de exposicidn al antibidtico ), esto ratifica el hecho
mencionado antes de la no existencia de lisis celular ( aumento
del numero real de genomas bacterianos aungue no del nimero de

UFC} .

La separacidn ‘existente entre la curva de crecimiento del
cultivo control medida espectrofotométricamente y la de 1los
cultivos tratados, era mayor conforme aumentaba la concentracidn
de la droga afladida al cultivo, sin embargo, esta mayor
separacidn era sblo de pocos minutos, lo que se traduce en una
superposicidn practica de las curvas de crecimiento de los

cultivos expuestos a 1x, 2x y 4x CMI ( Figura 41 ).

Si se utiliza los recuentos viables en placa sin corregir
para calcular el efecto bactericida de este antibidético, nos sale
un EPA negativo disminuyendo su duracidn conforme aumenta la
concentracidn de antibidtico afiadida a la suspensién bacteriana
desde -0,73 + 0,03 hs con 1x CMI hasta -0,77 + 0,16 hs y -0,91
+ 0,08 hs con 2 y 4x CMI respectivamente {( Tabla III ). Es lo gue
hemos denominado en la representacidn grafica de la PFigura 42 el
EPA no corregido. Si rectificamos estos recuentos de la forma
anteriormente mencionada, utilizando el factor calculado para
enmendar la presencia de miltiples bacterias viables en una sdla
UFC o filamento, obtenemos el EPA real ( Figura 42 ) que fue 0
+ 0,04 horas para 1x CMI; 0 + 0,02 horas para 2x CMI y 0,025
0,002 horas para 4x CMI ( Tabla III ).

La representacidén gréfica del aumento de los recuentos
viables ( UFC/ml ) en el tiempo tanto del cultivo no expuesto

{control) como de los tratados aparece reflejada en la Figura 43.
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El calculo del EPA por el método clasico sigue la misma
suerte gue el obtenido por fotometria, siendo negativo cuando se
utilizan los recuentos sin mas y nulo cuando se aplica la

correccidn en cada unco de ellos {( Tabla III ).
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E.coli ATCC 25922- Ceftriaxona

D.O. 4
0.1
C,01 ] ¢ 1 ] ; | ] { ] t ] |
2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)
— Control —+—= 1x CMI (0,12 meg/ml)

—¥= 2x CMI (0,25 mcg/ml) —S- 4x CMI (0,5 mcg/mi)

Curva densidad éptica-tiempo

Figura 41.- Cinética de crecimiento, monitorizada  por
espectrofotometria, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora
de exposicidén a distintas concentraciones de ceftriaxona. Datos
presentados c¢on la media + la desviacidn estandar (barras

verticales) de 4 experijencias.
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E.coli ATCC 25922- Ceftriaxona

EPA (hs)
0,2

-0,4

-1,2 I ] ] !
0 0,125 0,25 0,50
Concentr. {mcg/ml)

—+ No corregido  —*— Real

Curva EPA-concentracion antimicrobiana

Figqura 42.- Efecto de la concentracidn de ceftriaxona scbre la
duracidn del EPA. Datos presentados con la media + la desviacidn

est&ndar ({(barras verticales) de 4 experiencilas.
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E.coli ATCC 25922-Ceftriaxona

UFG/mi

T TTTI

T

10

[ TTTTT

!

10

1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

—— GControl —— 1x CM!
—k— 2x CMI —=— 4x CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 43.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora de
exposicién a distintas concentraciones de ceftriaxona. Datos
presentados con la media  la desviacidn estandar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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4.2.1.5. E.COLI ATCC 25922 - PIPERACILINA
ENSAYQOS DE VALIDACION

Para demostrar que el efecto multinucleo ocurria con otros
antibidticos R-lactamicos se ensayd piperacilina, una penicilina
semisintética { Selwyn, 1982 ) que también se une principalmente
a la PBP 3, comprobando en los tres ensayos gque se realizaron gque

ocurria 1o mismo.

Asi, el descenso en log, de UFC/ml sobre un indculo medio
de 3,89 x 10’ UFC/ml de E.coli ATCC 25922 calculado por recuentos
bacterianos en agar, fue notable en las tres concentracicnes
ensayadas de piperacilina e igual a 0,39 + 0,06 log,, UFC/ml con
1x CMI; 0,33 + 0,09 log,, UFPC/ml con 2x CMI vy 0,56 + 0,10 log,,
UFC/mi con 4x CMI { Tabla III ). Los factores de correcidn que
se obtuviercon por visualizacidn microscdpica de las extensiones
tefiidas con Giemsa fueron de 1,36 + 0,1 para el control; 5,63 +
0,1 para 1x CMI; 5,82 + 0,3 para 2x CMI y 7,88 + 0,4 para 4x CMI.
Estos factores aplicados a los recuentos bacterianos en placa
deparaban un c¢recimiento bacteriano referenciado frente al
inéculo inicial de 0,26 + 0,02 log,, UFC/ml en 1x CMI; 0,24 + 0,06
log,, UFC/ml en 2x CMI y de 0,17 + 0,10 log,, UFC/ml en 4x CMI (
Tabla IITI }.

La Figura 44 nos muestra la curva de crecimiento de E.coli
ATCC 25922 monitorizada por espectrofotometria tras una hora de
exposicidén a 4 pg/ml ( 1x CMI }, 8 upug/ml ( 2x CMI ) y 16 ug/ml
( 4x CMI } de piperacilina. Al igual gue ocurria con ceftriaxona,
las curvas de 1los cultives tratados estdn superpuestas vy

separadas del control menos de una hora.

E1l EPA tedrico ( no corregido } era negativo, tanto mas

conforme aumenta la concentracidn del antibidtico en el cultivo
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desde -0,57 + 0,04 hs con 1x CMI hasta -0,61 + 0,10 hs y -0,80
+ 0,07 hs con 2 y 4x CMI de piperacilina respectivamente ( Tabla

IIT ). Su representacién grafica aparece en la Figura 45.

Una vez corregido el efecto multintcleo, el EPA real
( Pigura 45 ) era de 0,04 + 0,06 hs para 1x CMI ; 0,05 + 0,10 hs
para 2x CMI y 0,02 + 0,00 hs para 4x CMI { Tabla III ).

La representacidén grafica del incremento de los recuentos
viables en el tiempo de los cultivos control y tratados aparece
reflejada en la Figura 46.

La determinacidén del EPA por el método clésico se ve
afectada por la formacién de filamentos de la misma manera que

lo hace la técnica espectrofotométrica ( Tabla IIT }.
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E.coli ATCC 25922~ Piperacilina

D.O. 4
g1 -
0,01 1 | { I 1 | 1 i t 1 | | -
2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)
~+— Control —+— 1x CMI (4 mcg/ml)
—#— 2x CMI {8 mcg/ml) —=— 4x CMI (16 mecg/mi)

Curva densidad é6ptica-tiempo

Figura 44.- Cinética de crecimiento, monitorizada  por
espectrofotometria, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora
de exposicidn a distintas concentraciones de piperacilina. Datos
presentados con 1la media + la desviacidédn esté&ndar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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E.coli ATCC 25922~ Piperacilina

EPA (hs)
0,2 —

-0,2

-0,4

-0,6F

-0,8

16
Concentr. (mcg/ml)

—+— No corregido  —%— Real

Curva EPA-concentracidn antimicrobiana

Figura 45.- Efecto de la concentracién de piperacilina sobre la
duracién del EPA. Datos presentados con la media # la desviacidn

estandar (barras verticales) de 3 experiencias.
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E.coli ATCC 25922- Piperacilina

UEC/mi
107

IR

T

T

10

10

1
I T TTITT0 T I'wl T T TTT

{ ]
1 0 A 1 1 | ] t 1 1 | | ] I |

O 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

—— Control —— 1x CMI
—#— 2% CMI —B- 4x CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 46.~ (inética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Esgcherichia c¢oli ATCC 25922 tras una hora de
exposicidén a distintas concentraciones de piperacilina. Datos
presentados con la media + la desviacidn estandar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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4.2.1.6. E.COLI ATCC 25922 - IMIPENEM
ENSAYOS DE VALIDACICHN

Imipenem produce EPA sobre bacilos Gram negativos (Odenholt
et al.,1989); ( Craig & Gudmundsson, 1991 ); ( Hanberger, 1992 ).
Para validar la técnica espectrofotométrica de cdlculo del EPA
con imipenem se ensay® E.coli ATCC 25922 y 347 y P.aeruginosa
ATCC 27853 y 276.

La exposicién de un cultivo en fase logaritmica de
crecimiento de E.coli ATCC 25922 con un indculo de 3,72 x 107
UFC/ml durante una hora a 0,125 pg/ml {( 1x CMI ); 0,25 pg/ml
( 2x CMI ); v 0,5 pug/ml ( 4x CMI ) de imipenem provocd un
enlentecimiento del crecimiento bacteriano de estos cultivos que,
al término de la exposicidn, mostraban un aumento de su poblacidn
bacteriana respecto al indéculo preexposicidén de 0,39 , 0,29 y
0,16 log,, UFC/ml respectivamente ( Tabla III ). No hubo lisis
celular aunque si un enlentecimiento en el crecimiento

bacteriano.

Las extensiones de estos cultivos en portacbjetos teflidas
con Giemsa y observadas al microscopio &ptico, permitid notar la
presencia de esferoplastos asi como algunas bacterias con formas

aberrantes sin que existiese formacidén de filamentos.
La Figura 47 muestra la curva D.O.-tiempo de estos cultivos.

Todas las concentaciones ensayadas de imipenem tenian EPA
sobre E.coli ATCC 25922 aungue de escasa duracidn. Hay que notar
que el aumento de la concentracidén de antibidtico deparaba una
débil aumento del EPA ( Tabla III ). La representacidn grafica

del mismo aparece reflejada en la Figura 48.
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La grafica recuentos viables (UFC/ml) - tiempo (hs) aparece
en la Figura 49. E1 EPA obtenido por esta técnica fue de 0,08 hs;
0,09 hs v 0,12 hs de duracidn con 1x; 2x y 4x CMI respectivamente

{ Tabla IIT ).
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E.coli ATCC 25922- Imipenem

D.O. - o
0,1—
i
|
0,01 :_ { ! | | | j - | | 4 1 | i
2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)
—— Control —— 1x CMI {0,12 mcg/ml)

—%— 2x OMI (0,25 mcg/ml} —5— 4x CMI (0,5 meg/mi)

Curva densidad éptica-tiempo

Pigura 47.- Cinética de crecimiento, monitorizada  por
espectrofotometria, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora

de exposicidén a distintas concentraciones de imipenem.
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E.coli ATCC 25922~ Imipenem

EPA (hs)
0,2

0,1r

0,05

0 ! | ! !
0 0,125 0,25 0,50

Concentr. (mcg/ml)
Curva EPA-concentracion antimicrobiana

Figura 48.- Efecto de la concentracidén de imipenem sobre la
duracién del EPA.
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E.coli ATCC 253922- Imipenem

108

UFC/mi

-

T 17

10

T TTTTI]

2 3 4 5 6 7 8
Tiempo {horas)

—— Control —+— 1x CMI
—*— 2x GMI = 4x CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 49.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Escherichia coli ATCC 25922 tras una hora de

exposicién a distintas concentracicnes de imipenem.
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Tabla IXI.- Relacidn entre concentracidn de la droga ( pg/ml ),
actividad bactericida ( log,, * } y EPA ( h.), determinado
fotométricamente y por recuentos viables, tras una hora de
exposicidén al agente antimicrobiano en Escherichia coli ATCC
25922.

Concentracidn Disminucidn EPA (h)®
de la droga en del inéculo Fotometria Recuentos viables
pg/ml (x CMI) {(log,, r}*®
Gentamicina
0,5 (1) -0,58 + 0,12 0,52 + 0,12 0,52 + 0,14
1,0 (2) -0,38 + 0,03 0,62 + 0,14 0,65 + 0,12
2,0 ( 4) 0,88 + (0,82 1,13 + 0,07 1,05 + 0,04
Ciprofloxacino
0,007 (1) 0,04 + 0,39 0,14 + 0,09 0,18 + 0,12
0,015 ( 2) 0,77 + 0,24 0,41 + 0,10 0,42 + 0,12
Ceftriaxona
0,12 (1) 0,50 + 0,06 -0,73 + 0,03 -0,75 + 0,06
-0,24 + 0,107 0,00 + 0,04 0,00 + 0,03
0,25 ( 2 ) 0,52 + 0,14 -0,77 + 0,16 -0,80 + 0,20
-0,21 + 0,09" 0,00 + 0,02 0,00 + 0,01
0,50 ( 4 ) 0,61 ¢ 0,07 -0,91 + 0,08 -0,92 + 0,10
-0,17 + 0,10° 0,02 + 0,00° 0,02 + 0,00

2 Expresado con la media + la desviacidn estandar.
r = Nim’.c / Nanti

»

Valores corregidos para el efecto multinicleo.
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Concentracidn

de la droga en

Disminucidn

del indculo

EPA (h)*

Fotometria Recuentos viables

pg/ml (x CMI) {(log,, r)*
Piperacilina
4 (1) 0,39 + 0,06 -0,57 + 0,04 -0,59 + 0,06
-0,26 + 0,027 0,04 + 0,06 0,03 + 0,03
8 (2 0,33 + 0,09 -0,61 + 0,10 -0,60 + 0,14
-0,24 + 0,06 0,05 + 0,10 0,04 + 0,08
16 (4 ) 0,56 + 0,10 -0,80 + 0,07 -3,83 + 0,05
' -0,17 + 0,10° 0,02 + 0,00 0,04 + 0,01
Imipenem
0,12 (1) -0,39 + ND 0,09 + ND 0,08 + ND
0,25 { 2 ) -0,29 + ND 0,10 + ND 0,09 + ND
0,50 ( 4 ) -0,16 + ND 0,12 + ND 0,12 + ND

* Expresado con la media + la desviacidn estandar.

r = N / Nancs

*

ND.- No determinado.

experiencia.

Valores corregideos para el efecto multinQcleo,

Los resultados se refieren a una
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4.2 .2 .ESCHERICHIA COLI 304

Esta cepa corresponde a un aislado clinico de 1los
hemocultivos de un enfermo con pielonefritis aguda y sepsis
identificandose bioquimicamente como Escherichia ceoli con el

ntmero de congelacidn 304.

E.coli 304 se expuso a concentraciones subinhibitorias ( %
y % ) de gentamicina y ciprofloxacino ademds de a 1x y 2x CMI.
Ceftriaxona fue ensayada s®lo a concentaciones iguales o

supericores a la CMI { 1x, 2x y 4x CMI ).

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla IV.
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Tabla IV.- Relacidn entre concentracidén de la droga ( pg/ml ),
actividad bactericida ( log, r ) y EPA ( h.), determinado
fotométricamente, tras una hora de exposicidn al agente

antimicrobiano en Escherichia coli 304.

Concentracidn Disminucidn EPA (h)
de la droga en del indculo
pg/ml (x CMI) {log,, r)
Gentamicina
0,06 ( 1/4 ) -0, 84 0,58
0,12 ( 1/2 ) -0,78 0,58
0,25 ( 1) -0,78 0,60
0,50 ( 2 ) -0,26 0,70
Ciprofloxacino
0,00175 ( 1/4 ) -0,65 0,07
0,0035 ( 1/2 ) -0,55 0,08
0,007 (1) -0,09 0,18
0,015 (2 0,34 0,68
Ceftriaxona
0,06 (1) -0, 35 0, 05"
0,12 ( 2 ) -0,34° 0,05
0,25 ( 4 ) -0, 30° 0,05"

r = Ninic / Nanti

* Valores corregidos para el efecto multinGceleo.
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4.2 3.ESCHERICHIA COLI 347

Este aislado clinico fue recuperado en los hemocultivos de
un paciente con enfermedad de Hodgkin y sepsis. Se identificd

biogquimicamente como Escherichia coli y se congeld con el nimero
347.

Los agentes antibacterianos ensayados en este caso fueron
gentamicina y ciprofloxacino a concentraciones iguales a la CMI,
sub y suprainhibitorias y ceftriaxona e imipenem a 1x, 2x y 4X
CMI. Para la determinacidén del EPA se usd el metodo

espectrofotométrico.

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla V.
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Tabla V.- Relacién entre concentracién de la droga {( pg/ml },
actividad bactericida ( log,, r ) y EPA { h.), determinado
fotométricamente, tras una hora de exposicién al agente

antimicreobiano en Escherichia coli 347.

Concentracidén Disminucidn EPA (h)
de la droga en del inéculo
pg/ml (x CMI) (log,, r)
Gentamicina
0,12 ( 1/4 ) -0,73 0,48
0,25 { 1/2 ) -0,76 0,55
0,50 { 1) -0,71 0,58
1,00 ( 2) -0,11 0,63
Ciprofloxacino
0,00175 ( 1/4 ) -0,72 0,08
0,0035 ( 1/2 ) -0,57 0,10
0,007 (1) -0,02 0,12
0,015 ( 2) 1,22 0,32
Ceftriaxona
0,03 (1) -0,02° 0,00
0,06 ( 2 ) -0,02° 0,00
0,12 ( 4 ) -0,02 <. . 0,07
Imipenem
0,12 ( 1) -0,68 0,42
0,25 ( 2 ) -0,71 0,50
0,50 ( 4 ) -0,68 0,55

r = Ninic / Nanti

" Valores corregidos para el efecto multinicleo.
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4 .3 _ENSAYOS CON PSEUDOMONAS AERUGINOSA

4 .3.1.PSEUDOMONAS AERUGINOSA ATCC 27853 : VALIDACION
DEL CALCULO ESPECTROFOTOMETRICO DEL EPA

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, es una cepa patrdn
obtenida del American Type Culture Collection en forma

licfilizada.

Para utilizarla como cepa de refencia se procedid a la
rehidratacién del vial con 10 ml de caldo infusidén cerebro-
corazdédn ( BHI )} incubandose a 37°C durante 5-6 hs, posteriormente
ge realizdé un subcultivo en placas de agar sangre volviéndose a
incubar a 37°C durante toda la noche. A la mafiana siguiente, se
pudo observar que el cultivo estaba puro, manteniéndose hasta la
finalizacidn de los ensayos mediante pases cada 48 hs en placas

de agar sangre.
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4.3.1.1.CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION

La Figura 50 muestra el calculo del tiempo de generacidn de
esta cepa patrdon utilizando la técnica espectrofotométrica. E1

tiempo de generacidn fue de 30 minutos.

t,= 30°
0'1 .........
0,08 | - .
..... - L o,
// ___________________________
0,04 |t
A
0,02 | j/ 4//
0’01 1 i L | 1 1 ] L 1 L 1
2 3 4 (3 ] 7 8
Tiempo (horas)
—— Control —+ Dilucién 1/8

Figura 50.- Curvas de crecimiento logaritmico de un cultivo

de

P.aeruginosa ATCC 27853 y del mismo cultivo diluido 1i/8.

Los agentes antimicrobianos ensayados fueron gentamicina,

ciprofloxacino, ceftriaxona e imipenem, todos ellos a

concentraciones iguales o superiores a la CMI.
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4.3.1.2. P.AERUGINCSA ATCC 27853 - GENTAMICINA
ENSAYOS DE VALIDACION

La CMI de gentamicina frente a esta cepa patrén fue de
0,5 pg/ml cuando se determinaba por dilucidén en caldo, una
dilucidén inferior al rango de concentraciones indicados por el
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards,
1990}. Se realizd repetidamente 1la técnica incluso con
gentamicina de distinto fabricante y con dos congelados de la
misma cepa de referencia obteniendo siempre esta CMI. Cuando se
efectud la determinacidn de la CMI por el método de dilucidn en
agar, ésta se situaba en 1 pg/ml, dentro del intervalo de CMI

para gentamicina en esta cepa ( NCCLS, 1990 ).

Las bajas CMIs de P.aeruginosa frente a gentamicina por
dilucibén en caldo, comparado con el método de dilucidn en agar,
pueden explicarse por el contenido de cationes divalentes.
Thornsberrxy et al. ( 1977 ) observaron que si 1la concentracidn
de diches cationes en el caldo no era la apropiada ( 20 a 25 mg
de Ca»/L y 10 a 12,5 mg de Mg—~/L), la CMI de los aminoglucdsidos
frente a esta bacteria en caldo de Mueller-Hinton puede ser

diferente de la obtenida sobre agar de Mueller-Hinton.

Cuatro fueron 1las pruebas gue se hicieron poniendo en
contacto un cultivo puro en fase logaritmica de crecimiento de

P.aeruginosa ATCC 27853 con gentamicina.

El inéculc medio bacteriano expuesto fue de 3-4 x 107
UFC/ml. Al someterlo durante 1 hora a 1, 2 y 4x CMI de
gentamicina ( tomando -0,5 pg/ml como CMI ), se obtuvo una
actividad bactericida media nula en el caso de 1 y 2x CMI y
descensos en el indculo inicial de 0,89 log,, UFC/ml con 4x CMI
( Tabla VI ).
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El ciclo de crecimiento de los cultivos control y tratados
fue seguido por espectrofotometria. La representacidn grafica
aparece en la Figura 51, donde se encuentran reflejadcs 1cs
valores medios de los 4 experimentos + la desviacidn estandar.
Como se aprecia, las fases exponenciales de cada cultivo son
paralelas entre si, estando separadas de la curva de crecimiento
del cultivo control tanto mas tiempo cuanto mayor es la

concentracidén de droga afiadida.

Teniendo en cuenta estos tiempos de separacidn ( t., ) y los
recuentos viables en agar, realizados tanto del cultivo control
comc de los expuestos después de completar el proceso de
eliminacidén del antibidtico, se puede calcular la duracién del

EPA siendo en el caso de 4x CMI igual a 1,57 hs ( Tabla VI ).

Como se puede observar en la Figura 52, en donde se
representa la duracién media + la desviacidn estandar del EPA,
al aumentar la concentracién del antibidtico afiadido al cultivo

también lo hace la duracidn del EPA.

La Figura 53 nos muestra el aumento en el tiempo del log.,
de las UFC/ml de los cultivos control y expuestos. E1 EPA de
gentamicina sobre P.aeruginosa ATCC 27853 por recuentos viables
fue muy similar al obtenido por el método espectrofotométrico e
igual a 0,32 + 0,05 hs con 1x CMI; 0,81 + 0,09 hs con 2x CMI vy
1,57 + 0,16 hs con 4x CMI { Tabla VI ).
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P.aeruginosa ATCC 27853- Gentamicina

D£3.1:P -
L I
O’1F

O|O1 | | | | 1 | I N | | H | | 13
2 3 4 5 6 7 8 a 10
Tiempo (horas)

—— Control —+ 1x CMI (0,5 mcg/mi)

—*— 2x CMi { 1 meg/mt ) - 4x CMI ( 2 mcg/ml )

Curva densidad dptica-tiempo

Figura 51.- Cinética de crecimiento, monitorizada por
espectrofotometria, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una
hora de exposicidn a distintas concentraciones de gentamicina.
Datos presentados con la media + la desviacidn estandar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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P.aeruginosa ATCC 27853~ Gentamicina
EPA (hs)
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Curva EPA-concentracion antimicrobiana

Figura 52.- Efecto de la concentracidén de gentamicina sobre la
duracidn del EPA. Datos presentados con la media + la desviacidn

estandar (barras verticales) de 4 experiencias.
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P.aeruginosa ATCC 27853- Gentamicina
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—— Control —— 1x CMI
—H¥— 2x CMI —=- 4x CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figqura 53.- (Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una hora de
exposicidén a distintas concentraciones de gentamicina. Datos
presentados con la media + la desviacidn estandar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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4.3.1.3. P.AERUGINOSA ATCC 27853 - CIPROFLOXACINO
ENSAYOS DE VALIDACION

Ciprofloxacino tuve una actividad bactericida muy marcada
cuando se puso en contacto durante una hora a concentraciones de
0,25 pg/ml ( 1x CMI ) y 0,50 pug/ml ( 2x CMI ) con P.aeruginosa
ATCC 27853; produciéndose descensos en el indculo inicial ( 4,04
x 107 UFC/ml } de 1,03 + 0,18 log,, UFC/ml vy 1,87 + 0,15 log,
UFC/ml respectivamente ( Tabla VI }. Estos valores representan

la media + la desviacidn esténdar de 4 pruebas.

En la grafica de densidad oOptica-tiempo ( Figura 54 ), se
puede apreciar la separacidn existente entre las curvas de
crecimiento del cultivo no expuesto al agente antimicrobiano y
las de los expuestos, siendo esta separacidn de mas de 3 horas
y media para el caso del tratado con 1x CMI y de 5 horas y media
para el mezclado con 2x CMI. Este gran t., es producto de los 60!
que los cultivos han estado expuestos al agente antimicrobiano,

de la actividad bactericida de éste y de la extensién del EPA.

La duracién del EPA también fue notable en las dos
concentraciones antimicrobianas ensayadas, siendo de 0,88 + 0,08
hs con 1x CMI v de 1,27 + 0,15 hs con 2x CMI ( Tabla VI ). En la
Figura 55 aparece vrepresentado el EPA en funcidn de 1la
concentracidén antimicrobiana de ciprofloxacino adicionado al
cultivo. Al aumentar la concentracidn aumenta la duracidén del
EPA.

El crecimiento en el tiempo del cultivo control y de los
expuestos, determinado por recuentos viables, aparece reflejado
en la Figura 56. El EPA calculado en base a la definicidn cléasica
( ecuacidén 1 ), tiene una duracidén similar a la obtenida por el
método espectrofotométrico siendo de 0,83 + 0,03 hs para 1x CMI

y de 1,22 + 0,04 hs para 2x CMI ( Tabla VI ).
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P.aeruginosa ATCC 27853- Ciprofloxacino

D.O.

T 7177
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0,1
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Tiempo {horas)

—— Control ~+- 1x CMI {0,25 meg/ml)
—%- 2x CMI (0,5 mcg/ml}

Curva densidad optica-tiempo

Figura 54.- Cinética de <crecimiento, monitorizada  por
espectrofotometria, de Pseudomonas acruginosa ATCC 27853 tras una
hora de exposicidn a distintas concentraciones de ciprofloxacino.
Datos presentados con la media # la desviacidén esté&ndar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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P.aeruginosa ATCC 27853~ Ciprofloxacino
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Curva EPA-concentracion antimicrobiana

Figura 55.- Efecto de la concentracién de ciprofloxacinoe sobre
la duracidén del EPA. Datos presentados con la media + la

desviacidén estandar (barras verticales) de 4 experiencias.
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P.aeruginosa ATCC 27853- Ciprofloxacino
UFC/mi
107
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Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 56.- C(Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una hora de
exposicidén a distintas concentraciones de ciprofloxacino. Datos
presentados con la media + la desviaciédn esténdar (barras

verticales) de 4 experiencias.
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4.3.1.4. P.AERUGINOSA ATCC 27853 - CEFTRIAXONA
ENSAYOS DE VALIDACION

Como ocurria con E.coli ATCC 25922, ceftriaxona mezclada en
concentraciones iguales ( 8 pg/ml ) o superiores a la CMI con
P.aeruginosa ATCC 27853 a un indculo de 3,84 x 10" UFC/ml produce
formacidn de filamentos. S1 estos filamentos se emplazan sobre
el agar para obtener los recuentos viables/ml tras la eliminacién .
del antibidtico, se producen contajes falseados vya gque se
sobreestima la actividad bactericida de este agente. Cuando este
artefacto es corregido utilizando los factores de correccidn
obtenidos por visualizacidn de los cultivos tefiidos con Naranja
de Acridina, observamos que la disminucidén del 1log,, de las
UFC/ml, expresado con el valor medio + la desviacidn estandar de
3 experimentos, no era de 0,22 + 0,08; 0,36 + 0,13 v de 0,39 +
0,04 log,, UFC/ml con 1x; 2x y 4x CMI respectivamente, si no que
era en realidad de -0,14 + 0,1 log,, UFC/ml para 1lx CMI; -0,16 +
0,11 log,, UFC/ml para 2x CMI y -0,10 + 0,07 log,, UFC/ml para 4x
CMI ( Tabla VI ), o sea que durante el tiempo que durd el

contacto todos los cultivos experimentaron un ligero crecimiento.

Los factores de correccidn aplicados en cada ocasidn fueron
de 1,1 para el cultivo no expuesto y de 2,6; 3,8 y 3,6 para los

tratados con 1x, 2x y 4x CMI respectivamente.

La Figura 57 muestra los valores medios i+ la desviacidn
egstdndar de tres experiencias de las medidas de D.0O. en el tiempo
de cada uno de los cultivos. Como se puede apreciar también
existe una agregacidén en el tiempo de las curvas de crecimiento
de los cultivos tratados, al igual gue ocurria cuando E.coli ATCC
25922 se exponia a este B-lactémico; sin embargo, en el caso de
P.aeruginosa ATCC 27853, existe un desplazamiento en el tiempo
del ciclo de crecimiento de tcocdos los cultivos hacia la derecha

debido a que el tiempo de generacidn ( t, ) de esta bacteria es
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de 30' ( Pigura 50 ), en contraste al de E.coli ATCC 25922 tasado
en 20' { Figura 30 ).

El EPA calculado en base a los recuentos bacterianos en agar
sin corregir sale negativo ( Figura 58 } e igual a -0,44 + 0,09
hs con ix CMI; -0,65 + 0,15 hs con 2x CMI v -0,69 + 0,06 hs con
4x CMI ( Tabla VI ). Esto es debido a la formacidén de filamentos
de P.aeruginosa ATCC 27853 en contacto con ceftriaxona vy
posterior recuperacién en bacilos Gram negativos normales. Esta
recuperacidén ocurre entre las dos horas siguientes a la

eliminacidn del antibidtico ( Figura 59 ).

El EPA real ( Figura 58 ), una vez multiplicado 1los
recuentos viables por su factor de correccidn correspondiente,
es muy similar en las tres concentraciones antibidticas
engayadas, siendo su duracidn de 0,12 + 0,12 hs con 1x CMI; 0,15
+ 0,11 hs con 2x CMI v 0,10 + 0,08 hs con 4x CMI ( Tabla IV ) por
el método espectrofotométrico y de 0,09 + 0,11 hs con 1x CMI;
0,13 + 0,07 hs con 2x CMI v 0,13 + 0,06 hs con 4x CMI por el

método de recuentos viables ( Tabla VI ).
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P.aeruginosa ATCC 27853~ Ceftriaxona

D.O.

.
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—— Control —— 1x CM! { 8 meg/mi )
—¥— 2x CMi ( 16 mcg/ml ) B 4x CMI{ 32 mcg/ml }

Curva densidad éptica-tiempo

Figura &57.- Cinética de crecimiento, monitorizada por
espectrofotometria, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una
hora de exposicidn a distintas concentraciones de ceftriaxona.
Datos presentados con la media + la desviacidn estdndar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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P.aeruginosa ATCC 27853- Ceftriaxona
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Figura 58.- Efecto de la concentracidn de ceftriaxona sobre la
duracién del EPA. Datos presentados con la media + la desviacidn

estandar (barras verticales) de 3 experiencias.
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P.aeruginosa ATCC 27853~ Ceftriaxona
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Figura 59.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una hora de
exposicidén a distintas concentraciones de ceftriaxona. Datos

presentades con la media + la desviacidn esténdar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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4.3.1.5. P.AERUGINOSA ATCC 27853 - IMIPENEM
ENSAYOS DE VALIDACION

Imipenem fue ensayado frente a P.aeruginosa ATCC 27853 a
concentraciones iguales { 2 pg/ml } y superiores { 2x, 4x) a la
CMI. E1 B-lactémicoc estuvo en contacto durante una hora con un
cultivo puro de esta bacteria en fase logaritmica de crecimiento;
finalizado el contacto, se elimind por dilucidn 107 y se
realizaron extensiones en portaobjetos para ver la morfologia
bacteriana y en placas de agar de Mueller-Hinton, para observar

el efecto bactericida mediante recuento de las UFC/ml.

Los resultados que se obtuvieron teniendo en cuenta los
recuentos viables en placa eran imposibles ya que ponian de
manifiesto una actividad bactericida muy marcada en las tres
concentraciones antibidéticas ensayadas, con descensos en la
poblacién bacteriana expuesta ( 3,15 x 10" UFC/ml ) de 2,42 log,
con 1x CMI v 2x CMI v de 2,46 log,, con 4x CMI ( Tabla VI ) vy una
sorprendente recuperacidn durante la siguiente hora al término
de la cual, los recuentos habian aumentado 1,16 log,, UFC/ml en
el 1¥ caso ; 1,17 log,, UFC/ml en el 2° y 1,12 log, en el 3° con
lo cual, nos salia un EPA negativo tanto por espectrofotometria

como por recuentos viables ( Tabla VI ).

Al observar en el microscopio dptico las extensiones tefiidas
con Giemsa se pudo ver que imipenem imprime alteracicnes
morfoldgicas sobre P.aeruginosa ATCC 27853 dando lugar a
formaciones aberrantes celulares y esferoplastos ( Pigura 60 ),

no existen formas filamentosas.

La causa de este efecto bactericida tan marcado fue 1la
formacién de estos esferoplastos que, debido a su fragilidad, se

lisan en la superficie del agar ( Hanberger et al., 1991 ).
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Figura 60.- Alteraciones morfoldgicas de P.aeruginosa ATCC
27853 tras exposicidén a imipenem ( x1000 aumentos )
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Para obtener la actividad bactericida real de imipenem sobre
esta cepa patrdn, se efectud el recuento del nimero de células
que se veian en cada extensidén ( la cual contenia 5 pl del
cultivo tratado ). Con este procedimiento logramos obtener el
descenso real del indculo equivalente a 0,38 log,, UFC/ml para 1x
CMI ; 0,41 log,, UFC/ml para 2x CMI y de 0,51 log,, UFC/ml para 4x
CMI lo que resulta en un EPA por espectrofotometria de 1,08 ;
1,13 y 1,15 horas de duracidn con 1, 2 y 4x CMI respectivamente
y de 1,00; 1,05 y 1,07 horas con las mismas concentraciones

antibidticas por el método clasico ( Tabla VI ).

En la Figura 61 observamos las curvas de crecimiento

obtenidas por espectrofotometria de cada uno de losg cultivos.

La Figura 62 representa el EPA real obtenido con esta droga

por espectrofotometria.

En la Figura 63 aparece la curva de crecimiento del cultivo
control y los expuestos obtenida utilizando los recuentos viables

originales.



148

P.aeruginosa ATCC 27853~ Imipenem
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—%— 2x CMI { 4 mcg/ml) —5B- 4x CMI( 8 mcg/ml )

Curva densidad 6ptica-tiempo

Figura 61.- Cinética de c¢recimiento, wonitorizada por
espectrofotometria, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una

hora de exposicidn a distintas concentraciones de imipenem.
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P.aeruginosa ATCC 27853- Imipenem
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Figura 62.- Efecto de la concentracidn de imipenem sobre la
duracién del EPA.
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P.aeruginosa ATCC 27853- Imipenem
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Pigura 63.- C(inética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tras una hora de

exposicidn a distintas concentraciones de imipenem.
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Tabla VI.- Relacidn entre concentracidén de la droga ( pg/ml ),
actividad bactericida ( log,, r ) vy EPA ( h.), determinado
fotométricamente y por recuentos viables, tras una hecra de
exposicidén al agente antimicrobiano en Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853,

Concentracidn Disminucidn EPA (h)®
de la droga en del indculo Fotometria Recuentos viables
pg/ml {x CMI) (log,, r}*
Gentamicina
0,5 (1) -0,03 + 0,08 0,31 + 0,05 0,32 + 0,05
1,0 (2 -0,03 + 0,04 0,80 + 0,08 0,81 + 0,09
2,0 ( 4) G,89 + 0,24 1,57 + 0,16 1,57 + 0,16
Ciprofloxacino
0,25 (1) 1,03 + 0,18 0,88 + 0,08 0,83 + 0,03
0,50 ( 2 ) 1,87 + 0,15 1,27 + 06,15 1,22 + 0,04
Ceftriaxona
8 (1) 0,22 £+ 0,08 -0,44 + 0,09 -0,46 + 0,13
-0,14 + 0,107 0,12 + 0,12° 0,09 + 0,11

16 { 2 ) 0,36 + 0,13 -0,65 + 0,15 -0,69 + 0,12
-0,16 + 0,11° 0,15 + 0,11° 0,13 + 0,07
32 (4 ) 0,39 + 0,04 -0,69 + 0,06 -0,71 + 0,08
-0,10 + 0,07 0,10 + 0,08 0,13 + 0,06

Expresado con la media + la desviacidén estandar.
r = Ny / Ne

Valores corregidos para el efecto multinicleo.
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continuacién. ..
Concentracidn Disminucién EPA (h)®
de la droga en del indéculo Fotometria Recuentos viables
pug/mt {x CMI) {log,, r})*
Imipenem
2 (1) 2,42 + ND -1,39 4+ ND -1,42 + ND
0,38 + ND®° 1,08 + ND° 1,00 + ND®
4 {2 ) 2,42 + ND -1,29 + ND -1,33 + ND
0,41 + ND® 1,13 + ND° 1,05 + ND®
8 (4 ) 2,46 4 ND -1,18 + ND ~1,25 + ND
0,51 + ND° 1,15 + ND® 1,07 + ND°
e Il

* Expresado con la media + la desviacidn estandar.

r = Iqinic / Na.nl:i

" Valores corregidos para la formacidn de esferoplastos.
ND.- No determinado. Los resultados se refieren a una

experiencia.
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4.3.2.PSEUDOMONAS AERUGINOSA 251

Esta cepa fue aislada en los hemocultives de un enfermo con
edema agudo de pulmdn y sepsis, identificada biogquimicamente como

P.aeruginosa y congelada con el nuimero 251.

Los agentes antimicrobianos ensayados fueron gentamicina y

ciprofloxacino a ¥x ; ¥x ; 1lx y 2x CMI y ceftriaxona a 1x, 2x y
4x CMI.

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla VII.
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Tabla VII.- Relacidén entre concentracidn de la droga ( pg/ml )},
actividad bactericida {( log,, r } y EPA ( h.}), determinado
fotométricamente, tras wuna hora de exposicidn al agente

antimicrobiano en Pseudomonas aeruginosa 251.

Concentracidn Disminucidn EPA (h)
de la droga en del indéculo
pg/ml (x CMI) (log,, 1)
Gentamicina
0,06 ( 1/4 ) -0, 16 0,03
0,12 ( 1/2 ) -0,12 0,05
0,25 (1) -0,11 0,13
0,50 { 2 ) -0,10 0,23
Ciprofloxacino
0,015 ( 1/4 ) -0,11 0,20
0,03 ( 1/2) 0,01 0,36
0,06 (1) 0,73 : 0,42
0,12 ( 2 ) 1,44 0,58
Ceftriaxona
16 {1 ) -0,09° 0,03
32 { 2) -0,01° 0,02
64 ( 4 ) 0,00 0,02

r = Ninic / Nanti

* Valores corregidos para el efecto multinacleo.
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4.3.3. PSEUDOMONAS AERUGINOSA 276

P.aeruginosa 276 fue aislada de los hemccultivos de un

enfermo con sepsis, se identificd bioquimicamente y se congeld
con el nimero 276.

Los antibiéticos ensayados fueron gentamicina Yy

ciprofloxacino a % ; % ; 1 y 2x CMI y ceftriaxona e imipenem a
1, 2 y 4x CMI.

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla VIII.
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Tabla VIII.- Relacién entre concentracidn de la droga {( pug/ml ),
actividad bactericida ( log, r ) y EPA ( h.), determinado
fotométricamente, tras una hora de expesicidébn al agente

antimicrobiano en Pseudomonas aeruginosa 276.

Concentracidn Disminucidn EPA (h)
de la droga en del inéculo
pg/ml (x CMI} (log, 1)
Gentamicina
0,06 ( 1/4 ) -0,28 0,15
0,12 ( 1/2 ) -0,28 0,23
6,25 (1) -0,19 0,27
0,50 { 2 ) -0,07 0,30
Ciprofloxacino
0,015 {( 1/4 ) 0,01 0,22
0,03 (1/2) 0,17 0,27
0,06 (1) 0,93 0,33
0,12 { 2 ) 1,85 0,47
Ceftriaxona
16 { 1) -0,12° 0,027
32 {2 -0, 04° 0,02
64 ( 4 ) -0,03" 0,02°
Imipenem
2 (1) 0,35" 1,06"
a4 (2 ) 0,37° 1,08°
8 (4 ) 0,47 1,12°

Y = Ninic / Nanti

Valores corregidos para el efecto multinficleo.

®* Valores corregidos para la formacidén de esferoplastos.
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4.4. ENSAYOS CON STAPHYLOCOCCUS AUREUS

4.4 .1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 29213 : VALIDACION
DEL CALCULO ESPECTROFOTOMETRICO DEL EPA

Ademds de probar nuestro método espectrofotométrico en
bacterias Gram negativas quisimos aplicarlo a Gram positivas.
Escojimos la cepa patrdn de S.aureus ATCC 29213 y dos aislados

clinicos de hemocultivos de S.aureus.

Los agentes antimicrobianos estudiados fueron gentamicina,
ciprofloxacino y ceftriaxona, cada uno de ellos se pone en
contacto durante una hora a concentraciones iguales o superiores
a la CMI con la bacteria en fase logaritmica de crecimiento a un
indculo que oscila entre 3-5 x 10’ UFC/ml. Una vez terminada la
exposicidn, se elimina el antibidético por dilucidn 1/1000, al
término de la cual, se siembran voliimenes determinados de cultivo
en placas de agar para recuento al dia siguiente del ntmero de

colonias.
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4.4.1.1. CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION

La Figura 64 muestra el cdlculo del tiempo de generacidn de
esta cepa patrdén utilizando la técnica espectrofotométrica. E1

tiempo de generacidn fue de 19 minutos.

DO
1
t 2" 19
0|1 [P ]/_Ii-
0,08 - v v
// //
19 78T
0.04 / * %
0,02 | / //

0,01 —~—

2 3 4 5
Tiempo (horas)

—— Control — Dilucién 1/8

Figura 64.- Curvas de crecimiento logaritmico de un cultivo
de S.aureus ATCC 29213 y del mismo cultivo diluido 1/8.
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4.4.1.2. S.AUREUS ATCC 29213 - GENTAMICINA
ENSAYOS DE VALIDACION

Gentamicina manifest® una actividad bactericida sobre
S.aureus ATCC 29213 mayor conforme aumentaba la concentracidn del
aminoglucésido en el cultivo ( Tabla IX }, siendo muy acusado con
1 pg/ml ( 4x CMI ), dosis que ocasiond en los tres ensayos
realizados un descenso medio de la poblacidn bacteriana expuesta
( en UPC/ml ) de 2,91 + 0,12 log,,, debido a lo cual, no se ha
calculado el EPA por considerarlo de poca importancia en los

casos en que existe una gran tasa de lisis celular.

El seguimiento espectrofotométrico del crecimiento
bacteriano del cultivo control y de los tratados con 1 y 2x CMI

aparece en la Pigura 65.

El EPA de este aminoglucdsido sobre esta cepa de referencia
es bastante pronunciado y dosis dependiente { Figura 66 ), siendo
su duracidén de 0,82 + 0,14 hs en el caso de 1x CMI y de 1,77 =
0,14 hs en el de 2x CMI ( Tabla IX }.

El EPA calculado como la diferencia en el tiempo que tarda
el cultivo tratado y el control respectivamente, en incrementar
sus recuentos bacterianos viables 1 log,,, respecto al contaje
obtenidec una vez que se ha procedide a la eliminacidén del
antibidético, fue de 0,71 + 0,22 hs para 1x CMI yv de 1,80 + 0,20
hs en el caso de 2x CMI {( Tabla IX ).

La curva de crecimiento monitorizada por recuentos viables
de los cultivos control y tratados, sobre la que se hace el
cdlculo del EPA por el método clésico, aparece dibujada en la

Figura 67.
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S.aureus ATCC 29213- Gentamicina
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Curva densidad d6ptica-tiempo

Figura 65.- C(Cinética de crecimiento, monitorizada  por
espectrofotometria, de Staphylococcus aureus ATCC 29213 tras una
hora de exposicidn a distintas concentraciones de gentamicina.
Datos presentados con la media + la desviacidn esténdar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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Curva EPA-concentracidon antimicrobiana

Figura 66.- Efecto de la concentracidn de gentamicina sobre la
duracidén del EPA. Datos presentados con la media + la desviacidn

estandar (barras verticales) de 3 experiencias.
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S.aureus ATCC 29213- Gentamicina

UFC/ml

10 ! i 1 L 1l 1 ) | | i L | I R B
4

5 6 7 8
Tiempo (horas)

—— Control —+—~ 1x CMI

—¥— 2x CMI —&- 4x CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 67.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Stahylococcus aureus ATCC 29213 tras una hora de
exposicién a distintas concentraciones de gentamicina. Datos
presentados con la media + la desviacidn estandar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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4.4.1.3. S.AUREUS ATCC 29213 - CIPROFLOXACINO
ENSAYOS DE VALIDACION

Ciprofloxacino ofrecid, tras una hora de contacto con un
cultivo puro de S.aureus ATCC 29213 a una concentracidn media de
4,40 x 10" UFC/ml una actividad bactericida acusada, sobretodo a
la concentracién de 0,5 pg/ml ( 2x CMI ), que hizo disminuir la
concentracidn celular bacteriana en 1,68 + 0,24 log,, UFC/ml;
también 1x CMI tuvo una actividad bactericida considerable,
siendo el descenso de 0,49 + 0,35 log,, UFC/ml ( Tabla IX ). Estos
datos corresponden a la media + la desviacidn estandar de 3

ensayos.

La Figura 68 representa las variaciones de la densidad
6ptica de cada cultivo bacteriano respecto al tiempo. Podemos
observar que las curvas de crecimiento son paralelas y estéan
separadas respecto al control un tiempo ( t., } que equivale a la
suma del tiempo que estos cultivos han estado expuestos a esta
quinolona, mas el tiempo tedrico que tardan los cultivos tratados

en recuperar el indculo inicial ( t,.. ), mias el EPA.

El EPA es dosis dependiente, con una duracidn media + la
desviacidén estindar de 3 experimentos realizados de 0,55 + 0,10
hs para 1x CMI y de 0,65 + 0,05 hs para 2x CMI ('Tabla IX ). La
Figura 69 muestra la representacidn grafica del EPA-Concentracidn

antimicrobiana de ciprofloxacino frente a esta cepa.

El EPA calculado por el método de recuentos viables fue de
0,54 + 0,11 hs con 1x CMI y de 0,70 + 0,02 con 2x CMI (Tabla IX).

La grdfica de recuentos bacterianos - tiempo aparece dibujada en

la Figura 70.
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S.aureus ATCC 29213- Ciprofloxacino

D.O. 1

- |

L

0,1

0'01 1 | ! I 1 1 1 i I
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Tiempo (horas)
—— Control —t— 1x CMI (0,25 mcg/mi)

— 2x CMI (0,5 meg/ml)

Curva densidad o6ptica-tiempo

Figura 68.- Cinética de crecimiento, monitorizada por
espectrofotometria, de Staphylococcus aureus ATCC 29213 tras una
hora de exposicidn a distintas concentraciones de ciprofloxacino.

Datos presentados con la media + la desviacidn estéandar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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S.aureus ATCC 29213- Ciprofloxacino

EPA (hs)
1

0,81
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Concentr. {mcg/ml)
Curva EPA-concentracién antimicrobiana

Figqura 69.- Efecto de la concentracidn de ciprofloxacino sobre
la duracién del EPA. Datos presentados con la media + 1la

desviacidn esténdar (barras verticales) de 3 experiencias.



166

S.aureus ATCC 29213- Ciprofloxacino
UFC/mi

{
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Tiempo (horas)

—— Control —t—1x CMI  —¥% 2x CM!

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 70.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Stahylococcus aureus ATCC 29213 tras una hora de
exposicién a distintas concentraciones de ciprofloxacino. Datos
presentados con la wedia + la desviacién estandar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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4.4.1.4. S.AUREUS ATCC 29213 - CEFTRIAXONA
ENSAYOS DE VALIDACION

Ceftriaxona, con una CMI de 4 pg/ml frente a S.aureus ATCC
29213, fue ensayada para ver el EPA de concentraciones iguales
y superiores a la CMI ( 2 y 4x CMI ). A estas dosis tuvo una
actividad bacteriostatica sobre esta cepa patrdn, sblo exceptuada

por el ligero aumento de la poblacidn expuesta a 1x CMI ( Tabla
IX ).

Las curvas de crecimiento de cada cultivo, monitorizadas
espectrofotométricamente, aparecen en la Figura 71. Todas ellas
son paralelas existiendo con repecto al control un tiempo de
separacidn de 72' para el caso de 1x CMI; 75' para 2x CMI y 92!
para 4x CMI.

La duracidn del EPA de ceftriaxona es practicamente la misma
con las concentraciones de 1 y 2x CMI, siendo los valores medios
+ la desviacidn estandar de 3 pruebas de 0,30 + 0,10 hs y de 0,29
+ 0,08 hs respectivamente. Con 4x CMI se aprecid un aumento del
EPA el cual tuvo en este caso una duracidn de 0,51 + 0,08 hs
( Tabla IX ).

La Pigura 72 refleja la representacidn grafica del EPA
{ obtenido por espectrofotometria } de ceftriaxona frente a esta

cepa bacteriana.

La PFigura 73 muestra 1los recuentos viables en placa
resultados en el tiempo tanto del cultivo control como de los
tratados. Aplicando la definicidn clésica del EPA {(ecuacidn 1}
la duracidén del mismo es muy similar a la alcanzada por el método
espectrofotométrico siendo de 0,32 + 0,10 hs con 1x CMI; 0,31 #
0,06 hs con 2x CMI v 0,50 + 0,08 hs con 4x CMI ( Tabla IX ).
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S.aureus ATCC 29213~ Ceftriaxona

D.O. 4 N
L.
0,1
0'01 i. H ! | { |
5 6 7 8

Tiempo {horas)

~—— Control —— 1x CMI ( 4 meg/ml)
—%— 2x CMI { 8 mcgrml ) S 4x CMI ( 16 meg/ml )

Curva densidad 6ptica-tiempo

Figura 71.- Cinética de crecimiento, monitorizada por
espectrofotometria, de Staphylococcus aureus ATCC 29213 tras una
hora de exposicién a distintas concentraciones de ceftriaxona.
Datos presentados con la media + la desviacidn esténdar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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S.aureus ATCC 29213~ Ceftriaxona
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Curva EPA-concentracion antimicrobiana

Figura 72.- Efecto de la concentracidén de ceftriaxona sobre la
duracidn del EPA. Datos presentados con la media + la desviacidn

estadndar (barras verticales) de 3 experiencias.
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S.aureus ATCC 29213- Ceftriaxona

UFC/mI
107
10
10
4
10 | { 1 | 1 | J | { i | i 1 |
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Tiempo (horas)
—— Control —— 1x CMI ‘
~¥— px GMI —~B~ 4% CMI

Curva recuentos bacterianos-tiempo

Figura 73.- Cinética de crecimiento, monitorizada por recuentos
viables, de Stahylococcus aureus ATCC 29213 tras una hora de
exposicidén a distintas concentraciones de ceftriaxona. Datos
presentados con la media + la desviacidn estandar (barras

verticales) de 3 experiencias.
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Tabla IX.- Relacidn entre concentracidén de la droga ( pg/ml },
actividad bactericida ( log, r ) ¥ EPA ( h.), determinado
fotométricamente y por recuentos viablesg, tras una hora de
exposicidn al agente antimicrobiano en Staphylococcus aureus ATCC
29213.

Concentracidn Disminucidén EPA (h)®
de la droga en del inéculo Fotometria Recuentos viables
pg/ml (x CMI) (log,, r)*
Gentamicina
0,25 ( 1) -0,21 # 0,13 0,82 + 0,14 0,71 + 0,22
0,50 ( 2 ) 0,82 + 0,65 1,77 + 0,14 1,80 £ 0,20
1,00 ( 4 ) 2,91 + 0,12 ND ND
Ciprofloxacino
0,25 (1) 0,49 + 0,35 0,55 + 0,10 0,54 + 0,11
0,50 { 2 ) 1,68 + 0,24 0,65 + 0,05 0,70 + 0,02
Ceftriaxona
4 (1) -0,14 + 0,08 0,30 £ 0,10 0,32 + 0,10
8 (2) 0,00 £ 0,00 0,29 + 0,08 0,312 + 0,06
16 { 4 ) 0,00 + 6,08 0,51 + 0,08 0,50 + 0,08

* Expresado con la media + la desviacidn estéandar.
r = Ninic / Nanti

ND.- No determinado debido a la alta tasa de lisis celular.
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4.4.2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS 356

Aislacdo clinico de los hemocultivos de un paciente con

carcinoma hepdtico y sepsis.

Los agentes antimicrobianos estudiados fueron gentamicina

y ciprofloxacino a % ; % ; 1 y 2x CMI y ceftriaxona a 1, 2 y 4x
CMI.

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla X.
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Tabla X.- Relacidn entre concentracidén de la droga ( pug/ml ),
actividad bactericida ( log, r ) y EPA ( h.), determinado
fotométricamente, tras una hora de exposicién al agente

antimicrobianc en Staphylococcus aureus 356.

Concentracidn Disminucidn RPA (h)
de la droga en del inéculo
pug/ml (x CMI) (log,, r)
Gentamicina
0,03 { 1/4 -Q,47 0,15
0,06 ( r/2) -0,55 0,25
0,22 (1) -0,54 0,47
0,25 ( 2 ) 0,20 1,67
Ciprofloxacino
0,06 ( 1/4 ) -0,31 0,13
0,12 ( 1/2 ) -0,18 0,20
0,25 (1) 0,02 0,40
0,50 ( 2 ) 0,91 0,80
Ceftriaxona
2 (1) -0, 33 0,20
4 (2) -G,17 0,32
8 (4) -0, 02 0,52

r = Ninic / Na.nl:i



174

4.4.3. STAPHYLOCOCCUS AUREUS 360

Esta cepa fue aislada en los hemocultivos de un enfermo con
sepsis e identificada y congelada, hasta su utilizacidén, con el

nimero 360.

Los agentes antimicrobianos ensayados fueron gentamicina y
ciprofloxacino a concentraciones infra y suprainhibitorias e

igual a la CMI y ceftriaxona a 1, 2 y 4x CMI.

Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla XI.
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Tabla XI.- Relacidén entre concentracidén de la droga ( pg/ml },
actividad bactericida ( log,, r ) y EPA ( h.), determinado
fotométricamente, tras una hora de exposicién al agente

antimicrobiano en Staphylococcus aureus 360.

Concentracion Disminucidn EPA (h})
de la droga en del indéculo
pg/ml (x CMI) (log,, T)
Gentamicina
0,06 ( 1/4 ) -0,58 0,18
0,12 ( 1/2 ) -0,54 0,20
0,25 (1) -0,31 0,99
0,50 ( 2 ) 1,67 2,10
Ciprofloxacino
0,06 ( 1/4 ) -0,44 0,35
0,12 ( 1/2 ) -0,35 0,35
0,25 (1) -0,21 0,68
0,50 ( 2 0,36 0,98
Ceftriaxona
2 (1) -0,33 0,37
4 (2) -0,20 0,38
g8 ( 4 ) -0,15 0,56

r = Ninic / Nanl:i
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5.- DISCUSION

E]l retrago en el crecimiento de las bacterias supervivientes
tras la exposicidn y eliminacidn de un antibidtico fue descrita
hace mas de 50 afiocs { Bigger, 1944 )} sin embargo, el significado
clinico de esta observacidn fue ignorada hasta mediados de los
aflos 70. Actualmente el estudio del EPA estd siendo ampliamente
tratado favoreciendo el cambio en los regimenes de dosificacidn
de algunos antibidticos como los aminoglucdsidos ( Barclay et
al., 1994 ); ( Kumana & Yuen, 1994 }; { Rodman et al., 1994 );
( Zhanel & Craig, 1994 ).

Para la determinacidn del EPA " in vitro " necesita
sucederse una serie de pasos ordenados como preparacidén del
indculo bacteriano, exposicidn al agente antimicrobiano durante
un periodo de tiempo fijado por el investigador, eliminacidn del
antibidético, seguimiento de la cinética de crecimiento de los

cultivos control y expuestos y determinacidén del EPA.

Para la eliminacidn del antibidtico utilizamos el método de
dilucidén. Hace falta partir de un indéculo de al menos 10°-10°
UFC/ml, ya que, a la vez que diluimos el antimicrobiano, también
se diluye la suspensidn bacteriana. Esta técnica, al igual que
la de 1los lavados repetidos, puede aplicarsé a todos 1los
antimicrobiancs, sin embargo, para antibidéticos con rapida
actividad bactericida, puede dar lugar a una reduccidn del nGmero
de bacterias wviables tal, que caigan por debajo del nivel

detectable en el recuento (Craig & Gudmundsson, 1991).

La técnica de lavados repetidos ha sido ampliamente

utilizada por investigadores del EPA (Bundtzen et al., 1981);

(Bush et al., 1989); (Fuursted, 1988); {(Gould et al., 1989);
(Kitzis et al., 1984); (McDonald et al., 1977); {Parker & Luse,
1948); (Sande et al., 1981); (Winstanley & Hasting, 1989), pero

hay que tener en cuenta gue puede causar una reduccidédn temporal
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de la velccidad de crecimiento del microorganismo (Parker &
Marsh, 1946) gue puede ser debido al descenso de la temperatura
durante la centrifugacién, al efecto mecdnico de 1la propia
centrifugacidén e incluso a un mal acceso de los nutrientes del
medio al nGcleo de la masa bacteriana. Por tanto, es importante
cuandc se utiliza este método que el cultivo control se vea
sometido al mismo procedimiento que el expuesto al antimicrobiano
(Craig & Gudmundsson, 1991). Este sistema es aplicable a todos
los antibidticos, aunque el proceso de eliminacidn se prolonga

alrededor de 30 minutos.

Se ha demostrado que el método de dilucidn es adecuado para
la eliminacién del agente antimicrobiano { Seccidn 3.2.4.15. y
3.2.4.16.), teniendo la ventaja respecto a otros, de ser un

método rapido, simple y facil de realizar.
En cuanto al seguimiento de la cinética de crecimiento
bacteriano, los distintos métodos que se pueden aplicar van a

influir en la determinacidén del EPA ( MacKenzie & Gould, 1993 ).

Nosotros optamos por la técnica fotométrica. Para ello

escogimos tres antibidticos R-lactiamicos { ceftriaxona,
piperacilina e imipenem ); un aminoglucdeido ( gentamicina ) y
una quinolona ( ciprofloxacino ). Cada uno de estos agentes fue

probado a concentraciones iguales y superiores a la CMI sobre
cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa b4
Staphylococcus aureus. También se experimentd con concentraciones
subinhibitorias, ya que se ha puesto de manifiesto tanto in vitro
como in wvivo circunstancias que dan a conocer su relevancia
médica (Lorian, 1993); (Reyman, 1981); {(Zak & Kradolfer, 1979).

Elegimos la espectrofotometria por ser una técnica sencilla,
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rapida, céomoda y reproducible de determinacidén del crecimiento

bacvteriano y del EPA.

Se considera los recuentos viables la técnica estandar de
monitorizacidén del crecimiento bacteriano y fue la primera que
se utilizd en el estudio del EPA, definiéndolo en base a la
ecuacidn 1 ( Seccidn 1.1. y 1.4.2.1. ) por tanto, también es el
método clasico de determinacidén del EPA girviendo de molde de
comparacidn con las nuevas técnicas desarrolladas para el calculo
de dicho efecto. Su mayor inconveniente radica en la laboriosidad
de la técnica y en la inexactitud de los resultados cuando
existen alteraciones morfolégicas de las células expuestas como
formacidn de filamentos o esferoplastos debido a 1o cual, han ido

incorporandose y aplicé&ndose otras técnicas al estudio del EPA,

Quizas la més extendida sea la bioluminisgcencia, cuya
metodologia de trabajo estd bien estandarizada entre 1los
investigadores que la utilizan, aunque existen consideraciones
particulares, segin los autores, en el nivel de incremento del
ATP intracelular necesario para que las curvas de crecimiento del
cultive expuesto (T) y control (C), sometidos ambos al mismo
proceso de eliminacién del antimicrobiano, sean paralelas,
admitiendo que llegado a este punto, se ha terminado el EPA del
agente antimicrobiano ensayado. Odenholt et al. (1989) vy
Odenholt-Torngvist (1989) consideraron que bastaba un incremento
de diez wveces ( 1 1log,, ); Isaksson et al. (1988 y 1991)
establecieron dicho nivel en 100 veces ( 2 log,, ) ¥ Hanberger et
al. (1990 y 1991) en 3 log,, © sea 1000 veces.

Puntos discrepantes entre la determinacidn del EPA por
biocluminiscencia y por recuentos viables lo constituyen los

antibiéticos R-lactémicos gque provocan formacidn esferoplastos
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( carbapenemes } y los que producen formacidén de filamentos en
bacterias Gram negativas. Ejemplo del primer caso lo constituyen
los trabajos de Odenholt et al. (1989); Odenholt-Torngvist
(1989); Hanberger et al. (1993) y MacKenzie et al. (1994) con
meropenem y E.coli y del segundo, los de Hanberger et al. (1990

y 1991) y MacKenzie & Gould (1993) con ampicilina y E.coli.

Estas discordancias se atribuyen, en el casc de 1los
carbapenemes, a que el ATP de las células supervivientes y de
algunas muertas, pero todavia intactas, pueden ser registrados
por el método de bioluminiscencia (Mattie, 1981); ( Odenholt et
al., 1989 ) sin embargo, hay autores que consideran que esta
Gltima fuente es de escasa importancia (MacKenzie et al., 1994)
y que quizas las discrepancias existentes entre recuentos viables
y bioluminiscencia cuando hay formacidén de esferoplastos sean
debidas a su alto contenido de ATP, con sobreestimacidén tanto del
numero de células como de la duracidn del EPA ( Hanberger et al.,
1993 ) vy cuando hay formacidén de filamentos, a que la
bioluminiscencia no se ve influida por la aparicidén de dichas

formas como lo hace los recuentos viables en placa.

También Isaksson et al. { 1993 ), observaron que el EPA de
los aminoglucdsidos ensayados ( gentamicina, tobramicina,
amikacina y netilmicina )} sobre S.aureus, determinado por el
método de bioluminiscencia, es mayor que el determinado por
recuentos viables. Un gran descensc de viabilidad fue observado
por estos autores con este ultimo método después de una hora de
exposicidén a estos agentes lo cual, no fue observado con el
método de bioluminiscencia gque mostrd un incremento de la

concentracidn de ATP en el mismo periodo.
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En un estudic previo, fue demostrado mucho mayor descenso
de la viabilidad que de ATP intracelular cuando bacterias Gram
negativas eran expuestas a los aminoglucdsidos ( Isaksson et al.,
1988 ).

Estas diferencias se explican porgque el método de
bioluminiscencia mide directamente el efecto del antibidtico
sobre la suspensidén bacteriana detectando el ATP intracelular.
508 recuentos viables, miden indirectamente lo que estéd
ocurriendo en el caldo de cultivo cuande la bacteria es inoculada
en las placas de agar e incubada toda la noche para recuento. Es
probable que el dafio de la bacteria se recupere mas facilmente

en caldo que en medio sdlido (Isaksson et al., 1993).

MacKenzie et al. ( 1994 ) en un estudio con meropenem y
miembros de la familia Enterobacteriaceae, comparan el EPA
alcanzado utilizando 5 métodos para monitorizar el crecimiento
bacteriano. E1 EPA obtenido cuando se utilizaba la técnica
morfoldgica fue el de mayor duracidn seguido por la técnica de
bioluminiscencia s6la, bioluminiscencia en combinacién con
impedancia, recuentos viables en combinacién con impedancia y
recuentos viables sdlo. Estas dos Gltimas técnicas demostraban

en algunos casos EPA negativos.

Aunque la impedancia es un método automdtico y exacto de
monitorizacidn del recuento bacteriano (Richards et al., 1878} ;
nara utilizarla en la determinacidn del EPA, debe cuantificarse
por otro método el namero de bacterias que entran en el sistema
por lo que, los resultados se ven influidos por 1los mismos
factores que inciden en el método empleado para efectuar el

recuento inicial ( MacKenzie et al., 1994 ).
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Bagquero y cols. en 1986 y Gould et al. en 1989 y 1991,

aplicaron este método al estudio del EPA.

Uno de los problemas gque presenta este sistema es gque se ve
notablemente influido por la formacidn de filamentos (Baquero y
cols, 1986); (Gould et al., 1989). Otro problema es el que atafie
al umbral de sensibilidad del aparato medidor de impedancia el

-
cual, no detecta crecimiento bacteriano por debaio de 10° UFC/ml.

Diferencias en cuanto a duracidén del EPA cuando se define
en base a la regresidn de las alteraciones morfoldgicas que
algunos antibidéticos producen en algunas bacterias, ya fueron
puestas de manifiesto por Lorian et al. en 1989 ( utilizando una
gquinolona y un £-lactamico sobre E.coli ), cuando compararon el
EPA morfoldgico con el clasico de recuentos viables siendo mayor,

en los dos casos, el EPA obtenido por el primer método.

Guan et al. (1992) 1llegan mas lejos comparando el EPA
cldsico, con el EPA definido por las alteraciones en la sintesis
del ADN y del ARN cuando una cepa de E.coli era expuesta a
distintas guinclonas, sugiriendo que la definicién clésica del
EPA, da unos valores inferiores al tiempo de recuperacidén de

E.coll a estos agentes.

Un filamento bacteriano se forma cuando una bacteria con
forma bacilar crece y se multiplica pero no se separa en nuevas
células bacterianas individuales. Este filamento contiene varios

genomas en un citoplasma comun (Lorian et al., 1985).

La formacién de filamentos tras la exposicidn a ciertos B&-
lactamicos se explica por la inhibicién de la proteina ligadora

de penicilina (PBP) 3 de bacilos Gram negativos (Lorian &
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Gemmell, 1991), previniendo la geparacidn de lcs bacilces formados
recientemente. El mecanismo de filamentacidn de las quinolonas

es desconocido.

Algunos autores han estudiado el efecto que sobre 1la
morfologia bacteriana tienen determinados antimicrobianos (Klein
& Luginbuhl, 1977); (Comber et al., 1977}; (Zimmerman & Stapley,
1976); (Hanberger et al., 1990 v 1991); (Holbrook et al., 1989).

Lorian et al. en 1989, utilizaron un microscopio de
contraste de fase para seguir los cambios de la morfologia
bacteriana de E.coli después de haber sido expuesta durante 5
horas a ciprofloxacino y ampicilina a ¥ x CMI. Esta exposicidn
did lugar a una marcada formacidén de filamentos ( = 15um de
longitud ). E1 EPA morfoldgico lo definieron como el tiempo
necesaric para que, una vez que se ha eliminado el antibidtico,
la pcblacidn de filamentos de bacilcocs gram negativos que se han
formado se recupere y constituyan un 10%, siendo el 20% restante
bacilos normales. De esta manera obtuvieron un EPA de 3 horas con
ampicilina y de 4 horas con ciprofloxacino, mientras que con el
método de recuentos bacterianos en agar no se obtenia EPA con

ampicilina y era de 2 horas para ciprofloxacino.

Guan et al. (1992), estudiaron el EPA de concentraciones
subinhibitorias de tres quinolonas frente a E.colli observando los
cambios que estos agehtes antimicrobianos imprimen en las cé&lulas
tratadas. Estos cambios son consecuencia de la actuacidn de las
quinolonas scbre la girasa del ADN lo cual, se traduce en la
aparicién de células filamentosas en las que se observa un gran
nucleoide en mitad de la cé&lula. Esto suguiere la existencia de
una inhibicidén de la segregacidn del nucleoide y una alteracién

en la division y septacidn celular. Demostraron que el efecto de
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estas quinolonas sobre la mworfologia bacteriana era més
prolongado en el tiempo que la supresidn del crecimiento de
dichas células y por tanto, que el EPA morfoldgico era mayor que

el obtenido por recuentos viables.

Como desventajas de este método estd el hecho de que sélo
es 0til en la determinacidén del EPA de agentes antimicrobianos
que producen alteraciones morfoldgicas en las Dbacterias
expuestas, asli como también su gran laboriosidad, ya que cbliga
a permanecer un tiempo considerable realizando recuentos en el

microscopio.

Hay otros sistemas de determinacién del EPA que si muestran

una alta correlacidn con el método estandar de recuentos viables.

Es el caso del trabajo de Gottfredsson et al. (1991}, cuando
utilizan la medida del CO, generado por la bacteria para efectuar
el seguimiento del crecimiento bacteriano, adaptando el sistema
de hemocultivos BACTEC. En su andlisis determinaron el EPA
provocado en S.aureus por dicloxacilina, vancomicina,
rifampicina, gentamicina y ciprofloxacino y el observado en
E.coli tras la exposicién a ampicilina, gentamicina vy

ciprofloxacino.

El EPA era calculado por la ecuacidn EPA= T - C donde T, es
el tiempo requerido para que la produccidn de CO, del organismo
expuesto alcance un valor de crecimiento de 30 ( después que se
ha procedide a la eliminacidn del antibiético ) y €, lo mismo
pero aplicado al cultivo control ( sometido al mismo proceso de

exclusién de la droga ).
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El mayor inconveniente de este método es cuando se prueba
una droga que induce largos EPAs o exhibe una rapida actividad
bactericida, en ambos casos la generacidén de CO, puede no ser
medible hasta pasadas 8-10 horas después de la eliminacidén del

antibidtico, incluso utilizando un valor de crecimiento mas bajo

(cutoff) . En contrapartida tiene como ventajas el ser un método

simple y relativamente poco caro de determinacidn del EPA.

Gottfredsson et al. (1989) aplicaron el método radiométrico
al estudio del EPA { determinando la tasa de incorporacidn de *H-
timidina por la bacteria expuesta } y lo compararon con el método
de referencia. Para ello utilizaron cinco antibidticos y las
cepas patrones de S.aureus y E.coli, obteniendo una alta

correlacidn con los resultados conseguidos por recuentos viables.

Tampoco Nadler et al. (1989), refirieron diferencia
estadisticamente significativa entre el EPA obtenido por el
método electrdnico por ellos aplicado y el alcanzado por

recuentos viables en placa.

Diseflaron una experiencia para determinar el EPA de
oxacilina sobre S.aureus, utilizando un Biocdetector que contaba
electrébnicamente las células con un diametro de 0,5 a 1,5 um en
poblaciones bacterianas en crecimiento activo. El1 EPA 1lo
calculaban por comparacidén del tiempo requerido para gque los
recuentos de la poblacidn no expuesta vy la expuesta, se

incrementen 10 veces tras la eliminacidn del antibiético.

Sin embargo el método electrdnico, al igual que el cléasico,
se ve influido por la formacidén de filamentos, ya que, después

de la eliminacidn de la droga ocurre una rapida septacidn,
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incrementandocse las UFCs y los contajes electrénicos,
enmascarando de esa manera el EPA {(Nadler et al., 1989%). Otro
inconveniente de esta técnica viene dado por formacidn de tapones
por las suspensiones bacterianas dificultando los contajes,
siendo imprescindible 1la limpieza escrupulosa del aparato
(Carlberg, 1986). Tampoco se pueden utilizar suspensiones
bacterianas que excedan de 10°* UFC/ml pordque se daria el fendmeno
de coincidencia, o sea, dos o mas bacterias podrian entrar
simulténeamente por la abertura siendo contadas como una séla,

lo gue obligaria a diluir el cultivo (Carlberg, 1986).

Como ventajas del método resefiar el hecho de que se pueden
analizar varias combinaciones droga-organismo rapida vy

comodamente en un mismo dia {(Nadler et al., 1989).

Otra de las técnicas empleadas en el seguimiento de 1la
cinética de crecimiento bacterianos es la espectrofotometria la
cual, también ha sido aplicada al estudio del EPA ( Bergan et al.
1980 ).

Ravizzola et al. (1983) y Rescott et al. (1988) utilizaron
el sistema espectrofotométrico Abbott MS-2 para la determinacidén
del EPA, calculandolo en base al tiempo requerido para Jue
disminuya wun 5% la tramitancia del cultivo expuesto al
antibidético ( una vez que se a eliminado el antibidético), menos
el tiempo requerido para que haga lo mismo la tramitancia del
cultivo contreol. Con este método estos Ultimos autores
encontraron un paralelismo entre el descenso del 5% de 1la
tramitancia del cultivo y el contaje de colonias en el rango de
Ex10° a 4x10’ UFC/ml.
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Li et al. (1993), en un estudio del EPA de tres antibidticos
R-lactémicos ( penicilina G, amoxicilina y amdinocilina ) sobre
E.coli ATCC 25922, emplearon también el sistema Abbott MS-2 vy
concluyeron gque con el método espectrofotométrico se obtenia el
mismo EPA que con el método clasico en estas bacterias aunque,
puntualizaron que esto es asi cuando el antibidtico presenta un

corto © nulo EPA.

Odenholt-Torngvist (1993), utilizando un BioScreen C para
medir la densidad éptica del cultivo, ensayaron meropenem sobre
P.aeruginosa ATCC 27853 y E.coli ATCC 25922, observando unos
valores de EPA negativos o muy bajos tanto por el método de

recuentos viables como por la técnica espectrofotométrica.

A fin de soslayar los problemas de sensibilidad de 1la
técnica espectrofotométrica Meng et al.{(I) en 1991, propusieron
el estudio del EPA cuantificédndeolo sobre la base del tiempo
medio de recuperacidén de la poblacidn bacteriana expuesta al
antimicrobiano. Consideraron gque el término "supresidén del
crecimiento® era ambiguo, va que puede referirse al tiempo en que
la células observadas empiezan a crecer, © al tiempo en gque
dichas células ( o su progenie ) comienzan a crecer con velocidad
normal. Para evitar -esta ambigliedad adoptaron el término de
"tiempo medio de aparicidn ( o recuperacidn }" referido al tiempo
medio regquerido por una progenie individual en aparecer en la
subpoblacidén. Definen una funcidn, F'(t), como la fraccidén de la

poblacidén total que se ha formado desde 0 a un tiempo t.

El EPA es cuantificado en base a la diferencia entre el
tiempo de recuperacidn medio del cultivo tratado y el del cultivo
control asumiendo que ambos tienen igual densidad de poblacidn

a tiempo 0. De esta forma, el EPA estd representado por el area
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que gueda entre la curva de crecimiento normalizada del cultive
tratado y ia del cultivo control, en una grafica que represente
en el eje de abscisas el tiempo y en el de ordenadas la funcién
F({t).

Para validar esta técnica, Meng et al.II ( 1991 ) estudiaron
el EPA de ciprofloxacino sobre E.coli ATCC 25922 comparando su
método con el clasico de recuentos viables, no encontrando

diferencias estadisticamente significativas entre ambos.

Al comparar en nuestro estudio, los resultados del EPA
obtenido espectrofotométricamente con los alcanzados por
recuentos viables en placa ( aplicando en este Gltimo caso la
deficidn clasica del EPA ), utilizando el test de la t de Student
para muestras apareadas, no obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas ( p> 0,05 ) en ningiin caso, por
1o que se aceptd la Hipdtesis Nula ( H, ).

La duracién del EPA de gentamicina sobre las cepas patrones
analizadas con nuestro método espectrofotométrico, fue mayor que
la observada por Gottfredsson et al. en 1993 y 1995 utilizando

los recuentos viables en placa para la determinacidn del EPA.

Sin embargo, nuestros resultados con ciprofloxacino son
pecres gque los obtenidos por estos mismos autores en 1995 y por

Minguez y cols. en 1991.

En cuanto a imipenem, el dnico f8-lacté&mico de los estudiados
que muestra tener EPA; las observaciones realizadas por nosotros
coinciden tanto en la cepa patrdn de E.coli como en la de
P.aeruginosa, con los resultados emitidos wutilizande los

recuentos viables en placa por Fantin et al. (1991); Gottfredsson
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et al. (1995} y Nadler et al. (1989). Estos Ultimos autores,
detectan una falta de reproduccidén de los resultados del EPA de

imipenem y la cepa patrdn de P.aeruginosa ATCC 27853.

La técnica espectrofotométrica por nosotros descrita, tiene
la ventaja respecto al método estindar, de ser mé&s rapida y
reproducible; ademas de que permite estudiar varias asociaciones

el mismo dia.

Excepto en la combinacidén de gentamicina a % (0,06 pug/ml)
y ¥x CMI con E.coli 304, que depard un EPA de 35 minutos y en la
de gentamicina a %x CMI ( 0,25 pg/ml ) con E.coli 347, en la que
se observd un EPA de 33 minutos de duracidn, las concentraciones
subinhibitorias ensayadas de este agente sobre los aislados
clinicos de hemocultivos de P.aeruginosa y S.aureus y de
ciprofloxacino sobre estas cepas de E.coli, P.aeruginosa Yy
S.aureus, no mostraron EPAs significativos siendo, en cualquier

caso, menor de 30 minutos.

Estas apreciaciones coinciden con las de Guan & Burnham
(1992), al admitir que ninguna de las guinolonas por ellos
probadas, mostrd EPA ni efecto bactericida cuando se ensayaba a
estas concentraciones frente a E.coli ATCC 25922 utilizando los

recuentos viables y la definicidn clasica del EPA.

Tampoco Zhanel et al. en 1992, estudiando la actividad
antimicrobiana de concentraciones subinhibitorias de
ciprofloxacino frente a cepas mucoides y mno mucoides de
P.aeruginosa, observaron un EPA apreciable por el wmétodo de
referencia después de dos horas de contacto con el antibiético,

aunque si era algo mads amplio el periodo de recuperacidn de la
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bacteria tras la exposicidn al antibidtico gue el detectado por

nosotros, porque también lo era el tiempo de contacto.

En cuanto a la actividad antimicrobiana de concentraciones
subinhibitorias de aminoglucdsidos frente a varias cepas de
P.aeruginosa, Zhanel et al. (1991) demostraron, valiéndose de los
recuentos viables en agar, que a ¥ X CMI los tres aminoglucdsidos
{(gentamicina, tobramicina y amikacina) exhibian un EPA similar,
de 10 a 15 minutos de duracidn y a ¥ x CMI, un EPA de 40 minutos.

La duracidén del contacto era de deos horas.

En la determinacidén del EPA tras la exposicidn bacteriana
a determinados antibidticos que producen alteraciones

morfoldgicas, pueden producirse artefactos.

Las dianas celulares de los antibidticos R-lactémicos son
las enzimas que catalizan la sintesis del peptidoglicanc de la
pared celular. Estas proteinas corresponden a las PBP { Proteinas
Fijadoras de Penicilina ), las cuales catalizan las reacciones
de transpeptidasa y transglicosilasa del peptidoglicano { Bryan
& Godfrey, 1991 ).

La inhibicidén de las PBPs 1A y 1B por los £-lactimicos
conlleva a la lisis celular ( Kato et al., 1985 ). La inhibicidn
de la PBP 2 resulta en la formacidn de células esféricas mientras
que la inhibicién de la PBP 3 lleva a la formacién de filamentos
( Spencer et al., 1987 ). Las PBPs 4, 5, 6 y 7 se considera que
no son esenciales para la bacteria ( Spratt & Pardee, 1975 )
aungque, hay trabajos ( Tuomanen & Schwartz, 1987 ) que sugieren
que al mencs la PBP 7 puede ser una diana letal implicada en la

lisis de células de E.coli que no estén dividiendose.
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Las células bacterianas expuestas a los antibidticos R-
lactamicos pueden responder de una de las siguientes 4 maneras:
{(a) la cé&lula puede lisarse; (b) puede morir y luego lisarse; {(c)
puede morir sin que se evidencie 1lisis o (d) puede sobrevivir a
la exposicidén. E1l camino tomado est& influenciado por el estado
del sistema autolitico de 1la bacteria, por el indice de
crecimiento y por el estado nutricional del organismo. Un sistema
autolitico ausente o gue se exprese pobremente es el mayor
contribuidor a la tolerancia ( Tomasz A., 1979 )}; ( McDowell &
Reed, 1989 }.

Las alteraciones morfoldgicas que estos antibidticos
imprimen en la c¢élula inducen cambios en la duracidn del EPA,
segin la metodologla utilizada para la determinacidén, si tales

artefactos no son corregidos.

Nos referimos principalmente a que cuando la cinética de
crecimiento se determina por recuentos viables en agar, se asume
que un genoma bacteriano corresponde a una UFC; sin embargo,
algunos agentes antimicrobianos como ciertos $-lactémicos y
quinolonas alteran la morfologia del bacilo gram negativo
induciendo la formacidn de filamentos, cada filamento contiene
varios genomas en un citoplasma comin, cuando estos filamentos
se emplazan sobre el agar, producen una sola colonia como un
bacilo normal (Lorian et al., 1989). Un filamento puede contener
una biomasa de hasta 20 bacterias, siendo medido como una UFC/ml
cuando se realizan contajes viables ( Hanberger et al., 1990 ).
Esto da lugar a una sobrevaloracidn del efecto bactericida de la

droga, lo cual, repercute en el EPA, infraestimindolo.

Aquellos métodos de determinacidén del EPA que necesiten

realizar un recuento viable tras la exposicidén al antibidtico,
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para ver el efecto bactericida del mismo ( aunque posteriormente
el seguimiento del crecimiento bacteriano del cultivo control y
tratados se realize con otra técnica )}, se ven afectados de igual
manera por estas alteraciones morfoldégicas. Esto ocurre por ej.
con la impedancia { Hanberger et al., 1991 ); {( MacKenzie et al.,

1994 ) y con nuestro método espectrofotométrico.

El caso méas evidente lo constituyen los antibidticos R-
lactamicos con alta afinidad a la proteina ligadora de penicilina
(PBP} 3, 1los cuales causan formacidn de filamentos en las
bacterias gram negativas ya gque esta PBP es esencial en la
formacidén de septos (Kahan et al., 1983). Si el método utilizado

en la determinacién del EPA de estos agentes son los recuentos

viables obtenemos EPAs negativos (Bundtzen et al., 1981);
(Bustamante et al., 1984); (Minguez y cols., 1989); (Hanberger
et al., 1990); (Craig & Gudmundsson, 1991) vya gque estos

filamentos tras la eliminacidén del antiwmicrobiano, comienzan a
dividirse en bacilos Gram negativos corrientes, causando mas
rapido incremento en las UFC de los cultivos expuestos que en los

controles (Rolinson et al., 1977).

La rapida septacién de los filamentos después de la
eliminacidn de la droga afecta también a la determinacidn del EPA
cuando se emplea la medida de la conductancia en el seguimiento
de la cinética de crecimiento de los cultivos bacterianos. Esta
rapida septacidn induce un aumento desmesurado tanto de los
recuentos viables como de los contajes electrdnicos (Bagquero y
cols., 1986); ( Nadler et al., 1989 ), causando EPAs negativos

cuando en realidad son nulos.

Kroeker et al. ( 1995 ), realizan unas recomendaciones para

el calculo del EPA de antibidticos R-lactlmicos scbre bacilos
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Gram negativos, basandose en experimentos hechos con 1a cepa de
referencia de P.aeruginosa ATCC 27853 y ceftazidima ( afiadida
durante dos horas al cultivo ). En la primera hora tras la
eliminacidén del antibidtico, observaron que el t, representaba
una imposibilidad fisioldgica. Vieron gque habia formacidén de
filamentos. Este corto t; era debide a la fragmentacién de los
filamentos. Ellos corregian este artefacto dibujando la curva de
crecimiento del cultivo control y del expuesto, extrapolando en
esta Ultima la parte de la curva que no demuestra crecimiento
convencional a una nueva intercepcidn a tiempo 0, que se aproxime
mas a la forma convencional de curva de crecimiento de un cultivo

expuesto a un antibidético.

Nosotros 1o corregimos realizando tras la eliminacidén del
antibidtico R-lactamico, los recuentos al microscopio dptico de
las condensaciones de ADN de las bacterias del cultivo control
y de los expﬁestos, multiplicando los recuentos bacterianos
obtenidos por cada factor de correccidn. Nuestra metodologia no
se ve afectada por la répida septacidn de la bacteria ya que,
debido al dintel de sensibilidad de la técnica
espectrofotométrica, no se detectaba crecimiento de los cultivos
hasta pasadas dos horas desde la eliminacidn del antibidtico,

tiempo en gue va existia un predominio de bacilos Gram negativos

normales.

Segin Meng et al. (1991), la formacidédn de filamentos es
improbable que repercuta significativamente en la cuantificacidn
del EPA por el "método del tiempo de recuperacidén", propuesto por
ellos, utilizando la técnica espectrofotométrica en el

sequimiento de los cultivos.
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También Hanberger et al. { 1990 y 1991 } asequran que el
crecimiento bacteriano monitorizado por bioluminiscencia, no se

acelera como consecuencia de la septacidn de los filamentos.

Otra alteracidn morfoldgica de las bacterias expuestas, que
incide en la determinacién del EPA, es la producida por los
carbapenemes ( imipenem y meropenem } en los bacilos Gram
negativos. Estos f-lactamicos se unen preferentemente a la PBP
2 de los bacilos Gram negativos (Hashizume et al., 1984);
(Majcherczyk & Livermore, 1990} vy causan formacidén de
esferoplastos y células con morfologia aberrante, produciendo
crecimientos dificultosos de la bacteria en placas de agar, con
descensos pronunciados de la viabilidad (Hanberger et al.,1891);
esto es debido probablemente a la lisis de esferoplastos en las
placas de agar, lo cual provoca una scbreestimacidn del efecto
bactericida y produce EPAs falsamente negativos {( MacKenzie et
al., 1994 ). '

La formacidn de esferoplastos sin embargo, provocan cambios
de signo contrario cuando se utiliza la bioluminiscencia para
seguir el crecimiento bacteriano de los cultivos, va que los
grandes esferoplastos pueden tener un alto contenido de ATP
( probablemente debido al aumento de volumen ), provocando una
sobreestimacidén tanto del nimero de células como de la duracidn

del EPA { Hanberger et al., 1993 ) por este método.

Esto evidencia gque la incapacidad para crecer no implica
necesariamente muerte bacteriana; la bacteria puede scbrevivir
y sintetizar ATP aungue no sea capaz de formar colonias en placas
de agar ( S6rén et al., 1995 ).
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Cuando en los experimentos se usa un medio de cultivo con
baja osmolaridad (50 mosM/litro), no se forman esferoplastos y
hay una relacidn extrecha entre wviabilidad y ATP intracelular

{H6rnsten et al., 1989}.

Nuestros resultados con imipenem y E.coli ATCC 25922,
concuerdan con los obtenidos por Hanberger et al. {1993) cuando
utilizan los recuentos viables en la determinacidén del EPA de
este agente antibacteriano ( 0,2 horas ), pero son inferiores a
los obtenidos por estos mismos autores cuando aplicaban 1la
bioluminiscencia a la determinacidn del EPA ( 3,7 horas }, o la
microscopia ( 2,4 horas ). El contacto con el antibidtico durd

en todos estos casos dos horas.

También fue inferior el valor de EPA de ciprofloxacino y
E.coli en nuestro caso, respecto al detectado por Lorian et al.
(1989) con las técnica morfoldgica, sin embargo, esta Ultima
técnica tiene la desventaja de estar limitada a antibidéticos que
producen alteraciones microscOpicas de la morfologia bacteriana

( B-lactamicos y gquinolonas ).

La falta de EPA manifestada en nuestros resultados de
imipenem scobre E.coli, expuesta durante una hora a este agente,
no fue demostrada por Bagquero y cols. (1986) wusando 1la
monitorizacidn por impedancia. Esta falta de EPA es probablemente
debido al uso de bajas concentraciones de imipenem y al demasiado

corto tiempo de exposicidn ( Hanberger et al., 1993 ).

La determinacidén del EPA por monitorizacidn de los cambios
de impedancia de los cultivos bacterianos necesita, al igual que
el método espectrofotométrico descrito, un recuento en placa

antes y después de la exposicidédn al antibidtico sin embargo,
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nuestra instrumentacidn es mas simple. Tampoco en nuestro caso
se ha demostrado que las formas bacilares alteren la exactitud

de la medicidn como lo hace la impedancia (Baquero y cols.,1986) .

Respecto a la combinacidn imipenem con P.aeruginosa ATCC
27853, resultados superiores a los nuestros obtuvieron Odenholt
et al. (1989} y Hanberger et al. (1991) con bioluminiscencia.
Existen problemas con esta técnica cuando se forman

esferoplastos.

También se detectan desigualdades entre nuestros resultados
v los reconocidos por Isaksson et al. (1993), con el método de
biocluminiscencia, en la determinacidén del EPA de aminoglucdsidos
frente a S.aureus; siendo mucho mayor el EPA observado por estos
investigadores que el determinado por nosotros por el método
espectrofotométrico. Estas discrepancias han sido también puestas
de manifiesto frente a la tecnica de recuentos viables en placa,
detectandose un significativo efecto bactericida inicial, que no
fue observado con el método de bioluminiscencia el cual, mostrd
un incremento de la concentracidn de ATP intracelular en el mismo
periodo. Para explicar estas diferencias se habla de descenso de
viabilidad de las cé&lulas por recuentos viables y también de que
la medida de ATP seria poco exacta en estos casos va que se
realliza tanto de las células vivas como de las muertas (MacKenzie
& Gould, 1993).

El EPA de gentamic¢ina sobre E.coli y S.aureus demostrado en
nuestro estudio, fue mayor que el seflalado por Gottfredsson et
al. (1991) utilizando la técnica de deteccidn de la generacidn
de CO, por la bacteria, estos autores detectaron incluso valores
de EPA negativos en la combinacion de gentamicina con E.coli. En

cambio, la asociacién con ciprofloxacino obtuvo un EPA superior
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al nuestro con las dos bacterias. El principal inconveniente de
este método es su bajo dintel de sensibilidad para detectar
crecimiento bacteriano, evidenciade principalmente cuando el
antibidtico tiene un amplic EPA sobre la bacteria o exhibe un
gran efecto bactericida. En estos casos el experimento se

prolonga bastantes horas.

Cuando se compara, para determinar el EPA, el método
espectrofotométrico usado en este estudio, con el de contaje
electrdnico utilizado por Nadler et al. (1989), este 1ultimo
presenta una clara desventaja ya que es mucho mas laboriocso y
complejo que el nuestro y no es aplicable a un amplio nimero de
determinaciones ( R-lactamicos que se unen preferentemente a la

PBP 3 de bacilos Gram negativos ).

Li et al. (1993) propone la aplicacién del método
espectrofométrico sdlo con antibidéticos que tengan un minimo o
nulc EPA sobre las bacterias ensayadas. Esta aseveracidn
contrasta con nuestros resultados y los indicados por Meng et al.
(1991) y Rescott et al. (1988) wutilizando la técnica

espectrofotométrica.

El impacto de los protocolos de administracidn sobre la
eficacia antibacteriana no sb6lo depende del farmaco en cuestidn
y de sus parametros farmacocinéticos, sino también de su
farmacodinamia y, en tltimo término, de su mecanismo de accidn
(Gerber, 1988). En general, los antibidticos son mds activos
frente a bacterias de crecimiento rapido, esto es particularmente
cierte con los antibidticos fR-lactémicos, a los cuales son
altamente sensibles las células en crecimiento logaritmico, no

siendo afectadas si se exponen en la fase estacionaria de
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crecimiento. Los aminoglucdsidos sin embargo, son actives durante

todas las fases de crecimiento (Daikos, 1991).

Debido al desconocimiento existente respecto de la funcidn

que realiza el EPA "in vivo", se estdn utilizando modelos
animales (Gerber et al., 1983); (Roosendaal et al., 1985);
(Mordenti et al., 1985); (Craig, 1993) y en menor proporcidn,

ensayos con humanos (Bodey et al., 1979); (Lagast et al.,1983);
(Feld et al., 1984) para su estudio.

Los regimenes de dosificacidn intermitentes pueden ser tan
eficaces como la dosificacidén continua para aquellas
combinaciones droga-organismo que exhiben un prolongado EPA, va
que éste puede prevenir el crecimiento de las bacterias después
que los niveles del farmaco caen por debajo de su CMI. Una
dosificacidén continua o més frecuente puede ser necesaria cuando
hay una falta de EPA en la combinacidén anteriormente citada
(Vogelman et al., 1988); (Gerber et al., 1982).

La actividad de los antibidéticos RB-lactamicos se debe a la
presencia constante de droga ( Gerber et al.,1983); (Leggett et
al., 1989); (Roosendaal et al., 1986) ; (Vogelman et al., 1988)
mas que a la concentracidn pico de la misma en suero, como ocurre

en el caso de los antibidticos aminoglucdsidos (Gerber et al.,

1989); (Moore et al., 1984); (Leggett et al., 1989); ( Craig et
al., 1991); ( Gilbexrt, 1991); ( Powell et al., 1983): ( McCormack
& Schentag, 1987); ( Gerber et al.,1982}).

El mayor inconveniente de los modelos que utilizan animales
pequefios es la rapida c¢inética de eliminacidn que tienen todos
los antibidticos en estos seres, por todo ello Gerber (1988),

propone realizar una adaptacidn de dichos esquemas al ser humano
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y lo logra inyectando al animal el £farmaco en estudio en

fracciones decrecientes a intervalos de 15-20 minutos.

Bakker-Woudenberg et al. en 1984 no observaron diferencias
entre la infusidn continua y la dosificacidn intermitente (cada
12 hs.} de penicilina G en un modelo de neumonia neumocdcica en
ratas normales, sin embargo, en ratas con fallos en la
fagocitosis, el regimen de dosificacién continua, fue
marcadamente mas efectivo. Esto nos pone de manifiesto que en
condiciones "in vivo", para programar un régimen de dosificacidn,
no sélo ha de tenerse en cuenta los factores relacionados con el
farmaco antes mencionados, sino también otros de la defensa del

huésped a la infeccidn.

Regpecto a la terapia con aminoglucdsidos, los estudios

realizados en humanos por algunos autores referentes a

netilmicina (Van der Auwera, 1988 y 1991); (Tulkens et al.,
1988); (Hollender et al.,1989);: (Hansen et al., 1988}); (Sturm,
1989); (Muijsken et al., 1988); (Schwarz, 1988) sugieren que el

protocolo de administracidén de la misma dosis total, administrada
una sola vez al dia, es tan eficaz comec el convencional de dosis
miltiples, ofreciendo una tendencia a 1la reduccidén de 1la
nefrotoxicidad (Hansen et al., 1988); (Tulkens et al., 1988). A
las mismas conclusiones llegaron Powell et al. (1983); Nicolau
et al. (1995) y Elhanan et al. en 1995 (en nifios), estudiando

otros aminoglucdsidos.

El significado clinico del EPA atafie a cuanto se refiere a
la dosificacidén de 1los antimicrobiancos. Puede ser posible
administrar drogas que inducen EPA con unos intervalos mas largos
entre dosis sin perder eficacia, reduciendo costes y toxicidad.

Las drogas que no inducen EPA necesitan una administracidén més
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frecuente a fin de que las concentraciones en el plasma estén
constantemente por encima de su CMI (Vogelman et al., 1988).
Actualmente este tema es una puerta abierta a nuevas
investigaciones, que definan con mayor precisién el papel que

juega el EPA en la relacidn antibidtico, bacteria y huésped.



CONCILLUS TONES
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6 .- CONCLUSIONES

1.- El crecimiento logaritmico de 1a bacteria es detectado

de forma precisa por el método espectrofotométrico.

2.- El método espectrofotométrico es menos laborioso que los
recuentos viables en agar para realizar el seguimiento de la

cinética de crecimiento de los cultivos.

3.- La técnica espectrofotométrica ha demostrado ser valida

para la determinacidén del efecto postantibidtico.

4.- Se puso de manifiesto la existencia de EPA en las tres
cepas patrones cuando se enfrentarcon a gentamicina a 1las
concentraciones estudiadas. Ciprofloxacino tuvo EPA sobre 1las
cepas patrones de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
A excepcidn de la unidn imipenem - P.aeruginosa; ninguna de las
restantes combinaciones entre antibidticos fB-lactémicos y cepas
controles reportd EPA ( considerando que no existe EPA cuando su

duracidn es menor de 30 minutos ).

5.- El comportamiento de gentamicina, ciprofloxacino,
ceftriaxona e imipenem frente a los seis aislados clinicos
ensayados, fue similar al observado en las cepas patrones, aungue
se evidencid caracteristicas particulares diferenciadoras en las
uniones de imipenem con Escherichia coli 347 y gentamicina y

ciprofloxacino con P.aeruginosa 251 y 276.

6.- En los casocs en los gue se evidencid la existencia de
EPA, la duracidén de éste iba paralela a la concentracién de
antimicrobiano afiadida al cultivo bacteriano. Al aumentar la
concentracidén antimicrobiana, aumenta la duracidén del EPA en
todas las cepas bacterianas y con todos los antimicrobianos

analizados.
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7.- Las concentraciones subinhibitorias, estudiadas
solamente en gentamicina y ciprofloxacino, no mostraron EPA sobre
los aislados cliniccs de E.coli, P.aerugincsa y &.aureus
ensayados. S0lo la unidén gentamicina - E.coli 304 y 347, exhibid
un ligero EPA a concentraciones por debajo de la CMI ( 35 y 33

minutos respectivamente ).

8.- La alteracidn morfoldgica caracteristica que imprimid
la exposicidén a ceftriaxona y piperacilina de E.coli vy
P.aeruginosa fue la formacidén de filamentos. Dichos filamentos
contienen varios genomas en un citoplasma comin. El1 tamaiio del
filamento y su nGimero de genomas aumentd con la concentracidn del

B-lactamico.

9.- El contacto con imipenem de E.coli y P.aeruginosa indujo
la formacidn de esferoplastos y células con formas aberrantes.
Estas alteraciones resultaron ser osmbéticamente muy fragiles

cuando se produjeron en P.aeruginosa.

10.- Se puso de manifiesto discrepancias entre recuentos
viables en agar y numero de células con algunos antibidticos
B-lactamicos; asi sucedid cuando se ensayd ceftriaxona vy
piperacilina sobre E.coli y ceftriaxona e imipenem sobre
P.aeruginosa. Estas diferencias afectan de igual manera a la
determinacidén del EPA por el método clasico y por el método
espectrofotométrico por nosotros propuesto y fueron debidas a las
alteraciones morfolégicas que estos agentes antimicrobianos
imprimieron en los microorganismos citados, desapareciendo cuando

dichas alteraciones fueron corregidas.

11.- No se demostraron diferencias estadisticamente
significativas ( p> 0,05 }, en la determinacidn del EPA de los
distintos antibidticos frente a las cepas patrones, entre el

método espectrofotométrice descrito y el de recuentos viables.
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