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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo: Determinar el efecto del yogurt, leche y
jugo de toronja sobre la concentracion minima inhibitoria (CMI) de ciprofloxacina frente
a Escherichia coli aislada de infecciones del tracto urinario (ITU). Para la CMI la muestra
para cada sustrato (ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo de toronja) fue 26. Para la
concentracion minima bactericida (CMB) fue 30. Se utilizaron dos cepas de E. coli
aisladas de dos pacientes con ITU. Se aplico ANOVAy TUKEY para determinar si existen
diferencias estadisticamente significativas del efecto de yogurt, leche y jugo de toronja
sobre la CMB de ciprofloxacina frente a E. coli. Resultados: Con cepa N°1 de E. coli la
CMI y CMB de Ciprofloxacina y Ciprofloxacina/alimentos fue la siguiente:
Ciprofloxacina (CMI= 0.02), Ciprofloxacina/leche (CMI=0.04), Ciprofloxacina/yogurt
(CMI=0.04) y Ciprofloxacina/toronja (CMI=0.08); Ciprofloxacina (CMB=0.02),
Ciprofloxacina/leche (CMB=0.08), Ciprofloxacina/yogurt  (CMB=0.08) vy
Ciprofloxacina/toronja (CMB=0.16). Con cepa N°2 de E. coli la CMI de Ciprofloxacina
y Ciprofloxacina/alimentos fue la siguiente: Ciprofloxacina (CMI= 0.32),
Ciprofloxacina/leche (CMI=0.64), Ciprofloxacina/yogurt (CMI=0.64) y
Ciprofloxacina/toronja (CMI=1.28). Conclusiones: La CMI de ciprofloxacina de 500 mg
frente a la cepa 1 de E. coli fue de 0.02 ug/ml y para la cepa 2 de E. coli fue de 0.32 ug/ml.
La CMB frente a la cepa 1 fue de 0.02 ug/ml. La cepa 2 no crecié en ninguna de las
repeticiones, no se determiné la CMB. La leche, yogurt y jugo de toronja incrementaron
la CMI de ciprofloxacina frente a E. coli; para la cepa 1 de E. coli, la leche y yogurt
incrementaron la CMI a 0.04 ug/ml y la toronja a 0.08 ug/ml y para la cepa 2 de E. coli,
la leche y yogurt aumentaron la CMI a 0.64 ug/ml y la toronja a 1.28ug/ml. Palabras
clave: CMI — Ciprofloxacina; E. coli — Ciprofloxacina; Ciprofloxacina — Leche -Yogurt -

jugo de toronja.



ABSTRACT

The present study aimed to: Determine the effect of yogurt, milk and grapefruit juice on
the minimal inhibitory concentration (MIC) of ciprofloxacin versus Escherichia coli
isolated from urinary tract infections (UTI). For MIC the sample for each substrate
(ciprofloxacin with milk, yogurt or grapefruit juice) was 26. For the minimum bactericidal
concentration (MBC) was 30. Two strains of E. coli isolated from two patients with UTI
were used. ANOVA and TUKEY were applied to determine if there were statistically
significant differences in the effect of yogurt, milk and grapefruit juice on ciprofloxacin
MBC versus E. coli. Results: Ciprofloxacin (MIC = 0.02), Ciprofloxacin / milk (MIC =
0.04), Ciprofloxacin / yogurt (MIC = 0.04) and Ciprofloxacin / Ciprofloxacin / grapefruit
(MIC = 0.08); Ciprofloxacin (MBC = 0.02), Ciprofloxacin / milk (MBC = 0.08),
Ciprofloxacin / yogurt (MBC = 0.08) and Ciprofloxacin / grapefruit (MBC = 0.16).
Ciprofloxacin (MIC = 0.32), Ciprofloxacin / milk (MIC = 0.64), Ciprofloxacin / yogurt
(MIC = 0.64) and Ciprofloxacin / grapefruit (Ciprofloxacin / MIC = 1.28). Conclusions:
The MIC of ciprofloxacin 500 mg versus E. coli strain 1 was 0.02 ug / ml and for E. coli
strain 2 was 0.32 ug / ml. The MBC against strain 1 was 0.02 ug / ml. Strain 2 did not
grow in any of the replicates, no MBC was determined. Milk, yogurt and grapefruit juice
increased MIC of ciprofloxacin against E. coli; For E. coli strain 1, milk and yogurt
increased IMC at 0.04 ug / ml and grapefruit at 0.08 ug / ml and for E. coli strain 2, milk
and yogurt increased the MIC at 0.64 ug / Ml and grapefruit at 1.28ug / ml. Key words:
MIC - Ciprofloxacin; E. coli - Ciprofloxacin; Ciprofloxacin - Milk - Yogurt - grapefruit

juice.



I. INTRODUCCION

En la practica clinica, es de extraordinaria importancia la posible interaccioén entre
farmacos y alimentos, sin embargo, la proporcion de reacciones adversas debida a dichas
interacciones no se conoce exactamente y, en muchas ocasiones, solo recibe la atencion
debida cuando se produce una reaccion grave. Es importante difundir las evidencias
obtenidas para que los profesionales de la salud conozcan su frecuencia e importancia,
asi como el impacto que puede tener en su practica clinica diaria para las indicaciones
que hacen a sus pacientes en relaciéon con los medicamentos y los alimentos que
consumen. Todos los profesionales involucrados con el tratamiento del paciente deben
tener acceso a esta informacion, ya que ellos son quienes dan las indicaciones directas de
como y cuando preparar, tomar y aplicar el medicamento, asi mismos evaluan el

tratamiento o prescriben la dieta del paciente seglin su diagnostico.

En definitiva, los alimentos y los medicamentos comparten aspectos metabdlicos
comunes y como consecuencia esta el hecho de que pueden interaccionar entre ellos de
manera positiva, favoreciendo su absorcion, o de forma negativa, impidiendo la misma.
Las interacciones son muy variadas y pueden oscilar desde aumentar la toxicidad de un
medicamento por ingerirlo con determinados alimentos, hasta anular o disminuir su
efectividad por tomarlo con otros. En base a la informacion recaudada, se sabe que
aquellos productos que contienen calcio como los derivados lacteos y jugo de frutas,
interfieren con el efecto antimicrobiano de algunos farmacos, tal es el caso de la quinolona
Ciprofloxacina, administrada mayormente para el tratamiento de infecciones urinarias,
cuyo efecto se veria disminuido si se administrase conjuntamente con ciertos productos

alimenticios.

Por todas estas consideraciones se formul6 la siguiente interrogante ;Tienen efecto el
yogurt, leche y jugo de toronja sobre la Concentracion Minima Inhibitoria de
Ciprofloxacina frente a Escherichia coli? Las respuestas se buscan a través de la

ejecucion del presente estudio cuyo objetivo general es:

Determinar el efecto del yogurt, leche y jugo de toronja sobre la Concentracion Minima
Inhibitoria de Ciprofloxacina frente a Escherichia coli aislada de infecciones del tracto

urinario, y como objetivos especificos:



» Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de Ciprofloxacina frente a

Escherichia coli aislada de infecciones del tracto urinario y,

» Determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria de Ciprofloxacina con cada

solvente frente a Escherichia coli aislada de infecciones del tracto urinario.



II. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La primera referencia a las interacciones farmaco-nutriente se remonta a 1927, cuando
Burrows y Farr evidencian que los aceites minerales reducen la absorcion de vitaminas
liposolubles. En 1950 se public6 un estudio acerca de la disminucion de la absorcion oral
de tetraciclina por accion de los alimentos, debida a la quelacion. Pero el impulso
definitivo a este tema lo constituyen, las publicaciones de Blackwell et al. que en 1963,
describen crisis hipertensivas graves secundarias a la interaccion entre firmacos
inhibidores de la monoamino-oxidasa importantes en la eliminacién de aminas bidgenas
(tiramina e histamina, principalmente) contenidas en distintos alimentos y bebidas

sometidos a procesos de fermentacion, maduracion o deterioro.

La interaccion farmaco-nutriente puede ser definida como una modificacién de los
efectos de un farmaco debida a la administracién previa o concurrente de nutrientes o
también, como una modificacion de los efectos de un nutriente por la administracion
previa o concurrente de un fdrmaco. Por tanto, la relacion entre farmacos y dieta, es
bidireccional. Considerando esta definicion, la cinética (absorciéon, metabolismo,
disposicion o eliminacion) y/o el efecto dindmico (clinico/fisiologico) de una droga
(farmaco) o un elemento nutricional pueden ser alterados como resultado de la interaccion

(Luque et al. 2012)

Un grupo de autores mencionaron que ciertos alimentos ricos en calcio, disminuyen la
absorcion de Ciprofloxacina debido a fendmenos de quelacion con calcio de la dieta. Pero
los alimentos no son la unica causa de que exista una mala absorcioén del medicamento,
puesto que la absorcion de quinolonas también resulta disminuida al interactuar con otros
medicamentos que contenga Sucralfato, sales de hierro, zinc y antidcidos que contengan
aluminio, magnesio y/o calcio pueden reducir la absorcion de Ciprofloxacina hasta en un
98%, por tanto, no se debe administrar hasta dos horas después. (Manzano y Moyano.

2007; Barrera et al. 2009)

Bailey y su grupo de investigadores midieron la absorciéon del antihistaminico
fexofenadina (Allegra) en personas que lo tomaron con jugos (naranja, toronja y

manzana) y la compararon con la absorcion de la fexofenadina ingerida con agua.



Determinaron que con 300 mL (un vaso) de jugo se reducia la absorcion del farmaco en
50%. También analizaron el efecto cuando las personas tomaban 1,2 litro de jugo en un
lapso de tres horas, encontrando que el jugo de las tres frutas (naranja, toronja y manzana)
por igual reducia la absorcion de medicamentos en 70%. Ademads, los investigadores
sefialaron que la naringina bloquearia la proteina encargada de capturar el principio activo
de ciertas drogas y su transporte desde el intestino delgado hacia el torrente sanguineo.
En la naranja dicho compuesto seria la hesperidina, pero en la manzana alin no ha sido

identificado (Leighton 2008)

Quince voluntarios sanos participaron en un estudio aleatorizado cruzado en el que se
consumieron dosis unicas de ciprofloxacina oral, con agua, con jugo de naranja, y con
jugo de naranja fortificado con calcio. En comparacién con el agua, la concentracion
sérica maxima (Cmax) de ciprofloxacina (1.6 a 2.9 ug/mL) fue significativamente menor
cuando el farmaco se administré con jugo de naranja (23%, p = 0,001) y con jugo de
naranja fortificado con calcio (41%, p <0,001). El area bajo la curva de la concentracion
sérica de ciprofloxacina frente al tiempo de 0 a 24 horas (AUC24h) también se redujo con
los jugos de naranja no fortificado y fortificado (22% y 38%, respectivamente). La Cmax
y el AUC fue de 22% (p = 0,005) para el jugo fortificado y 21% (p = 0,015) para el jugo
no fortificado. Los resultados indicaron que la administracion de ciprofloxacina con jugo
de naranja fortificado con calcio reduce significativamente su biodisponibilidad

influyendo esto en su eficacia e iniciar la resistencia a antibidticos. (Neuhofel ez al. 2002)

Un estudio previo demostrd que 12 onza de jugo de naranja fortificado con calcio redujo
significativamente la bioequivalencia de una dosis de ciprofloxacina. Posterior a este se
realizd otro estudio en 16 voluntarios sanos, a los cuales se les dio dosis Unicas de
levofloxacino oral con 12 onzas de jugo de naranja sin y con fortificacion de calcio. Los
resultados demostraron que ambos tipos de jugo disminuyeron la concentracion maxima
(Cmax) en un 14% y 18% respectivamente y prolongo el tiempo maximo para alcanzar
la concentracion maxima del farmaco en la sangre después de su administracion (T max)
en aproximadamente un 50%, llegandose a la conclusion que efectivamente el jugo de
naranja fortificado con calcio disminuy6 la Cmax de levofloxacino lo suficientemente

como para perder la bioequivalencia. (Wallace et al. 2003)



El hecho de que algunas frutas como la toronja inhiban la accién de muchos farmacos,
se debe a los compuestos flavonoides presentes en el jugo de pomelo (p. ej.: Naringenina,
Naringina, Quercetina), a los no flavonoides (6°,7'- dihidroxibergamotina) y otros
relacionados. Al igual que la naranja de la variedad denominada Sevilla, el pomelo es un
poderoso inactivador del mecanismo transportador transmembrana P 170 (glicoproteina
P) en el intestino, ademas inactivan las enzimas CYP 3 A4, tanto en la pared intestinal
como en el hepatocito. Esta interaccion podria ser més relevante con fairmacos que
poseen una biodisponibilidad (BD) modesta o baja. Por el contrario, firmacos con BD
superior al 90% tendrian poco margen para incrementar su BD (S. de Andres ef al. 2004;

Politi 2009 y DIGEMID 2000)

El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI), antes llamado Comité Nacional
de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS), basados en el método M07-A8 para la
determinacion de las concentraciones inhibitorias minimas (CMI) del antibidtico
ciprofloxacina para bacterias aerobias y anaerobias, determinaron que la susceptibilidad
de las Enterobacteriaceaes (exceptuando a Salmonella typhi y Salmonella spp.) se debe
interpretar de la siguiente manera: sensible, CMI: < 1ug/mL; intermedio, CMI: =2 pg/mL
y resistente, CMI: >4 pg/mL. (Ver anexo N° 01). (Patel ez al. 2014)

Investigadores informaron que son pocos los antibidticos cuya CMI coincide con la CMB
ya que generalmente la CMB es superior a la CMI. Tal es el caso de los B-lactamicos y
aminoglucosidos, con los que se obtiene la maxima accion bactericida cuando se alcanzan
concentraciones 5 a 10 veces superiores de las CMI, igual ocurre con las fluoroquinolonas
las cuales poseen actividad bactericida cuando alcanzan altas concentraciones en el suero
superiores a la CMI. Ademas, al determinar la CMI por el método de macrodilucién en
tubo, solo en aquellos tubos en los que no aparezca turbidez se deben considerar dos
situaciones: “Que el antibidtico haya inhibido el crecimiento del microorganismo. En este
caso al sembrar en agar, si apareceran colonias, al desaparecer el efecto del antibiotico”,
y “Que el antibidtico esta en concentracion suficiente para destruir las bacterias, por tanto,
no se observara ningn crecimiento en el agar.” (Paredes y Roca 2004; Desongles et al.

2006)

10



Se evaluo la relacion entre la CMI y la CMB de Ciprofloxacina para 132 cepas bacterianas
provenientes de cultivos de orina de pacientes ambulatorios y hospitalizados del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante los meses de diciembre de 2002
a febrero de 2003 - Peru. Se emplearon las siguientes diluciones del antimicrobiano:
0,00012; 0,00024; 0,00048; 0,0009; 0,0019; 0,0039; 0,0078; 0,0156; 0,03125; 0,062;
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512; 1024 pg/mL. Se encontrd que las
cepas aisladas de pacientes hospitalizados presentaron una CMI90 mayor que las de

pacientes de consultorios externos (256 pg/mL vs 128 pg/mL).

En relacion a los resultados de la CMISO0, los valores estan mas distanciados ya que
existen tres diluciones de diferencia entre las cepas de pacientes de consultorio externo y
las cepas de pacientes hospitalizados (8 pg/mL vs 64 ng/mL). Las cepas provenientes de
pacientes hospitalizados tuvieron una CMB90 de 1024 pg/mLy una CMBS50 de
256 ug/mL, mientras que las de pacientes de consultorio externo la CMB90 fue de
512 ug/mLy la CMB50 fue de 8ug/mL. Se encontr6 una diferencia altamente
significativa entre la CMB y la CMI (p<0.0001), tanto en cepas de pacientes

hospitalizados como en cepas de consultorio externo (Horna et al. 2005)

Para determinar la actividad antimicrobiana de nuevas quinolonas sintéticas y derivados,
frente a una amplia variedad de microrganismos responsables de las infecciones urinarias
como: Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Bacillus subtilis, B.
cereus, Enterococus faecalis, Mycobacterium phlei, M. smegmatis, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella sp, Klebsiella pneumoniae y
Candida albicans, se determin6 la CMI y la CMB mediante el método de microdilucion
en medio liquido utilizando placas de 96 pocillos. La turbidez de los cultivos se evalud
en un lector ELISA a 550 nm, de aquellos pocillos en los que no se observd crecimiento
visible, se tomaron alicuotas (100 pl) para efectuar un recuento de unidades viables. Con
el fin de comparar la actividad antimicrobiana de estos compuestos, se empled como
control de referencia, la ciprofloxacina, que fue disuelta en agua destilada a una
concentracion de 750 pg/ml. Los microorganismos ensayados resultaron ser insensibles
a la accion de las quinolonas sintéticas y derivados, al menos hasta una concentracion de

20 pg/ml (CMI>20 pg/ml). (Acosta, L. 2015)
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A fin de detectar variaciones de sensibilidad de 895 y 595 cepas de Escherichia coli
obtenidas de urocultivos en el hospital Bierzo (Espana) en los afios 2002 y 1998
respectivamente, se enfrentaron dichas cepas a nueve antibioticos de uso frecuente, los
resultados se analizaron mediante la prueba de X?. Las CMI se determinaron mediante el
sistema MicroScan®. En la interpretacion de cepas sensibles a dichos antibidticos se
aplicaron los criterios del NCCLS del 2001: fosfomicina: < 64pug/mL, cefixima < 1ug/mL,
cefuroxima < 8ug/mL, nitrofurantoina < 32pug/mlL, amoxicilina-clavulanico < 8/4pg/mL,
ciprofloxacina < lpg/mL, norfloxacino < 4ug/mL, cotrimoxazol < 2/38ug/mL y

ampicilina < 8pg/mL.

Los resultados sobre la sensibilidad in vitro de las cepas aisladas en los afios 2002 y 1998,
respectivamente, fueron: fosfomicina (99,2%-99,3%; p=NS*), cefixima (98,3%-92,9%;
p<0,001), cefuroxima (96,5%-94,1%; p<0,05), nitrofurantoina (94,5%-86,9%; p<0,001),
amoxicilina-clavulanico (93,1%-90,1%; p<0,05), ciprofloxacina (77,1%-81,6%; p<0,05),
norfloxacino (75,8%-80,3%; p<0,05), cotrimoxazol (71,5%-73,4%; p=NS*) y ampicilina
(44%-41,4%; p=NS*). (Sanchez et al. 2003)

De igual manera con la fianlidad de evaluar patrones de sensibilidad y resistencia
bacteriana frente a siete antibioticos en pacientes pediatricos con Infecciones del Tracto
Urinario con Urocultivos positivos en el Hospital Regional de Cajamarca de enero a
diciembre 2013, se aplicé la prueba de Chi cuadrado. Las CMI se determinaron mediante
el sistema MicroScan. Los resultados obtenidos fueron: De los 28 urocultivos positivos
el que tuvo mayor frecuencia en cuanto a ambos sexos y todas las edades fue la E. Coli.
Los farmacos que demostraron mayor sensibilidad fueron Gentamicinina (23/ 82%),
Amikacina (16/57%), Cefotaxima (15/54%), Cefuroxima (14/50%); los que evidenciaron
mayor resistencia fueron Sulfametoxazoi/Trimetoprim (9/36%). En conclusion, los
farmacos que mostraron mayor sensibilidad frente a E. coli fueron la Amikacina,

Gentamicina, Cefotaxima y cefuroxima. (Cusquisiban, J. 2014)

Se realizaron estudios sobre la actividad de ocho fluoroquinolonas (norfloxacino,
ciprofloxacina, ofloxacino, levofloxacino, clinafloxacino, esparfloxacino, trovafloxacino
y moxifloxacino) frente a suspensiones y biocapas de Escherichia coli (CBR-3 sensible a
ciprofloxacina y CBR-4 resistente a ciprofloxacina) y Pseudomonas aeruginosa (HUS-3
sensible a ciprofloxacina y PBR-2 resistente a ciprofloxacina) formadas durante 6 y 24

horas sobre sondas urinarias de latex siliconizado de pacientes del Hospital Universitario

12



Virgen Macarena de Sevilla — Espafia. Para las suspensiones bacterianas sensibles, el
rango de las CMI (ug/mL) fue de 2 a < 0,08 (CBR 3) y 1 a < 0,02 (HUS 3), y para las
cepas resistentes fue de 1 a 64 tanto para la CBR 4 como para la PBR 2; el rango de la
CMB para las sensibles fue 4 a< 0,08 (CBR 3) y 1 a< 0,05 (HUS 3) y para las resistentes
de 2 a 64 tanto para la CBR 4 como para la PBR 2. Para ciprofloxacina la CMI fue 0.125
(CBR 3) y <£0,05 (HUS 3) y para CBR 4 fue 8 y para PBR 2 fue 4; la CMB fue de 0,5
(CBR3)y<0,05(HUS3)y, 16 (CBR 4) y 8 (PBR 2).

Para las biocapas, la accion inhibitoria de las ocho fluoroquinolonas (ug/mL) a las 6 horas
fuela>16 (CBR 3),<1a4 (HUS3),1a4 (CBR4)y0,5a4 (PBR 2); alas 24 horas
fue 1 a8 (CBR3yHUS3),1a2(CBR4)y1 a4 (PBR 2); para ciprofloxacina, la acciéon
inhibitoria a las 6 horas fue 1 (CBR 3) y<1 (HUS 3)y, 2 (CBR 4 y PBR 2). La accion
bactericida a las 6 horas fue 16 a> 2048 (CBR 3), 64 a 1024 (HUS 3),8a64 (CBR4)y
32 a>128 (PBR 2); a las 24 horas fue 8 a 64 (CBR 3), 64 a>4 096 (HUS-3), 16 a> 128
(CBR4)y 8a> 128 (PBR 2); para ciprofloxacina, la accion bactericida a las 6 horas fue
> 512 (CBR 3) y 256 (HUS 3), 16 (CBR 4) y > 128 (PBR 2); a las 24 horas fue >32
(CBR 3) y 1024 (HUS 3) y, 16 (CBR 4) y > 128 (PBR 2). Concluyeron los autores que
tanto las anteriores como las nuevas fluoroquinolonas tuvieron buena actividad inhibitoria
sobre biocapas de E. coli y P. aeruginosa; pero la actividad bactericida sobre dichas
bacterias cuando forman biocapas fue escasa, siendo necesarias altas concentraciones,
dificiles de alcanzar in vivo, para esterilizar la superficie de las sondas urinarias.

(Providencia et al. 2000) (Ver anexo N° 02)

En la estructura quimica de las quinolonas, la presencia de un grupo carboxilo en la
posicion C3, contigua al carbonilo cetonico permite la formacion de quelatos metalicos.
(Ver Anexo N° 03). Las quinolonas y tetraciclinas forman complejos con cationes di-
trivalentes (Cu®*, Fe?*, Fe*" Ca*", Mg?*, AI**) que reducen su absorcion (reduccion de
mas del 50% de ciprofloxacina) pudiendo provocar fallo terapéutico (Ver Anexo N° 04).
Por ello, se recomienda administrar las quinolonas/tetraciclinas 2h antes o 4h después de
cualquier fairmaco o alimento que contenga estos cationes, tales como antidcidos,
didanosina en comprimidos tamponados, sucralfato, productos lacteos. (Tuset 2006 y

Carda 2015)
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III. MATERIALY METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Poblacion y muestra de estudio

Poblacion: Se trabajo con dos cepas de Escherichia coli aisladas de dos pacientes
mayores en edad adulta con ITU.

Muestra: Considerando que cada cepa se trabajé independientemente, para la CMI
se consideraron trece concentraciones del producto y dos repeticiones obteniéndose
veintiséis repeticiones y para la CMB se considero6 diez concentraciones del producto

y tres repeticiones obteniéndose treinta unidades experimentales.

3.1.2 Material biologico
- Dos cepas de Escherichia coli sensibles a ciprofloxacino.

- Yogurt, leche y jugo de toronja.

3.2 METODOLOGIA

I. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de tabletas de
ciprofloxacina y ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo de toronja sobre
Escherichia coli.

M¢étodo de macrodilucion en caldo segin la Norma Técnica Peruana N°30 del
INS.

A. Obtencion del inoculo bacteriano

Reactivacion de la cepa. -

Se utilizdé un tubo con caldo nutritivo al cual se inoculé una asada de la cepa
bacteriana.

Se incubd a 37 °C por un lapso de 24h.

Luego se procedid a sembrar una asada de la cepa reactivada en placa de Agar

Nutritivo con el objetivo de obtener colonias jovenes.

Una vez reactivada la cepa:

Se procedi6 a diluir la colonia de Escherichia coli de un cultivo de 24 hrs en SSFE.
Se ajusto6 la concentracion al tubo N° 0,5 de la escala de Mac Farland (1,5x10% UFC
x mL).

Se diluy6 en Caldo Muller Hinton 1/100 al indculo antes preparado, a esta dilucion

se llamé Indculo de trabajo y contenia 1,5 x 10° UFC / mL.
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B. Preparacion de la solucion estandar o madre y solucion antibidtico de trabajo de
ciprofloxacina y ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo de toronja.

La solucién estandar o madre de antibidtico es una solucion concentrada de la que se

hicieron diluciones para obtener otra soluciéon menos concentrada, que se llamo “solucion

antibiotico de trabajo”

Para determinar la cantidad de antibidtico a utilizar se aplicé la siguiente formula:

VSE mL x CSE ug/mL

WA mg=
o PA ug/mg

WA: Peso del antibidtico
VSE: Volumen de la solucion estandar en mL
CSE: Concentracion de la solucion estandar en ug/mL

PA: Potencia del antibidtico.

a) Preparacion de la solucion madre de ciprofloxacina a una concentracion de
20480pg/mL
- En un mortero se tritur6 las tabletas de ciprofloxacina 500 mg
- Se peso 10.24 g obtenida de la aplicacion de la formula anterior del antibidtico
en una balanza electronica y se agregd a un matraz conteniendo 250 mL de agua

destilada estéril. (Ver Anexo N° 05)

- Enun matraz se sirvié 100 mL de Caldo Nutritivo.
- Luego se le agreg6 0,1mL de la solucion madre, de esta manera se obtuvo una
solucién mil veces mas diluida que la solucion madre con 20.48 ug/mL, esta se

llamo solucidn antibidtica de trabajo.

b) Preparacion de las soluciones madre de ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo
de toronja a una concentracion de 20480 pg/mL.
Las soluciones madre de ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo de toronja como
diluyentes se obtuvieron de manera similar a lo expuesto en el acapite B-a, asi 10.24
g de ciprofloxacina se diluyeron en 250 mL de leche, yogurt y jugo de toronja segun

el caso.
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¢) Preparacion del antibiotico de trabajo de ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo

de toronja.

La preparacion fue semejante a lo mencionado en el punto B-b, es decir, a un matraz
conteniendo 100 mL de caldo nutritivo se le agrego 0.1 mL de las soluciones madre
de ciprofloxacina mas leche de vaca, yogurt o jugo de toronja, obteniendo la solucion

antibiotica de trabajo respectiva, con una concentracion de 20.48 ug/mL.

C. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de tabletas de

ciprofloxacina sobre Escherichia coli.

Después de tener las soluciones de antibidtico de trabajo y el indculo de trabajo se realizo

el siguiente procedimiento:

l.
2.
3.

Se acondiciono una bateria de 15 tubos.

Se sirvio 0,5 mL de Caldo Mueller Hinton desde el tubo N°2 al 15

Luego se sirvid 0,5mL de la solucion de antibiotico de trabajo de una concentracion
de 20.48 ug/mL al tubo N°1 y al N°2

Se transfirié 0,5mL del tubo N°2 al N°3 y se continu6 el mismo procedimiento hasta
el tubo N°13, descartandose 0,5 mL de la dilucion del tubo N°13. Durante estos pases
sucesivos el antibidtico se fue diluyendo.

Se depositd 0,5mL del indculo bacteriano (Escherichia coli) desde el tubo N° 1 al
N°14.

El tubo N°14 fue el control de inoculo y el N°15 fue el control de esterilidad.

Se incub6 a 35°C en un tiempo de 16 — 20 horas.

Finalmente se realiz6 la interpretacion de los resultados. El punto final se defini6 a
simple vista por la falta de turbidez del caldo, para ello se compar6 cada tubo con el
tubo de control de crecimiento. Cuadro resumen del procedimiento. (Ver Anexo

N°06)

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de tabletas de

ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo de toronja.

Se realiz6 el mismo procedimiento que se utilizd para determinar la CMI de

Ciprofloxacina. La unica diferencia es que, la solucion de antibidtico de trabajo que se

empled, es aquella en la cual se utilizo: leche, yogurt y jugo de toronja.
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II. Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB). Método de

Schoenkneckt y col. (1983), en Koneman (2001)

1.

De los tubos de 1a CMI, en los que la suspension estaba aparentemente transparente
(falta de turbidez), se vertio 0.1 mL de cada tubo en la superficie de placas de agar
Muller Hinton.

Se distribuyo6 la solucidn sobre el agar con la espatula de Driglaskly.
Posteriormente se incubo en aerobiosis a 35°C por 16 a 20 horas.

Se realiz6 el conteo de las colonias bacterianas en cada placa de subcultivo de la
CML

Finalmente se calcul6 el porcentaje de colonias sobrevivientes con respecto al
inoculo original. (Ver Anexo N° 07)

La concentracion de antibiotico que mata al 99.9% del inoculo inicial representa a

la CMB.

II1. Analisis estadistico de los datos

Los datos recolectados durante el proceso de determinacion de la CMI de ciprofloxacina

solo y ciprofloxacina con leche, yogurt o jugo de toronja son explicados en las tablas,

cuadros y graficos correspondientes. Ademas, se aplico un analisis de varianza (ANOVA)

y Tukey a partir de los datos obtenidos en la CMB, para la cepa 1 de Escherichia coli,

aislada de una ITU; todo esto con la finalidad de encontrar diferencias significativas en

la eficacia antibiotica de ciprofloxacina y la interaccion de este con leche, yogurt o jugo

de toronja.
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IV.  RESULTADOS

4.1 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA (CMB) DE LA CEPA 1 DE Escherichia coli.

4.1.1 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de ciprofloxacina de S00 mg frente
a Escherichia coli 1

Segun el método de macrodilucion en caldo la CMI de ciprofloxacina frente a E. coli fue

de 0.02 ug/mL observada en el tubo N° 10 (no se observa crecimiento visible). (Tabla 1

y fig. 1)

Tabla 1 Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de ciprofloxacina frente a la cepa 1 de E. coli

Numero de tubo con su respectiva concentracion del antibiético en ug / mL

Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 | 15
10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE
1° - - - - - - - - - - + + + + | -
2° - - - - - - - - - - + + + + | -
— No hay crecimiento visible CI: Control del indeulo
+ &1 hay crecmiento visible CE: Control de esterilidad

1 fr kil p . A&

t‘ab;u—-nn-ﬁn By R

fig. 1 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina frente a la cepa 1 de  E. coli
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4.1.2 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a la cepa

1 de Escherichia

coli

La Concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a E. coli fue de

0.04 ug/mL perteneciente al tubo N°9 (tabla 2 y fig. 2)

Tabla 2 Concentraciéon minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a la cepa 1 de E.

coli
Numero de tubo con su respectiva concentracion del antibiético en ug / mL
Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15
10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE
1° - - - - - - — - — + + + + + | -
2° - - - - - - - - — + + + + + -
— No hay crecimiento vizible CI: Control del indeulo

+ 5 hay crecimiento visible

CE: Control de esterilidad

fig. 2 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a la cepa 1 de  E. coli

4.1.3 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina mas yogurt frente a la

cepa 1 de Escherichia coli

La Concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a E. coli fue la

misma que la CMI de ciprofloxacina con leche. Es decir, una CMI de 0.04 ug/mL

equivalente al tubo N° 9 (tabla 3 y fig. 3)
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Tabla 3 Concentraciéon minima inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a la cepa 1 de E.

coli

Nimero de tubo con su respectiva concentracion del antibidtico en ug / mL

Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE

1° - - - - - - - - — + + + + + | -
2° - - - - - - - - - + + + + + | -
— Mo hay crecimiento visikle CI: Control del ndculo
+ 51 hay crecimisnto vizible CE: Control de esterilidad

fig. 3 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a la cepa 1 de  E. coli

4.1.4 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente
a la cepa 1 de Escherichia coli
La Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente a E.

coli fue de 0.08 ug/mL equivalente al tubo N° 8 (tabla 4 y fig. 4)
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Tabla 4 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la cepa

1 E. coli
Nimero de tubo con su respectiva concentracion del antibidtico en ug / mL
Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 | 15
10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE
1° - - - - - - - - + + + + + + | -
2° - - - - - - - - + + + + + + | -
— Mo hay crecimiento vizible CI: Control del indeulo
+ 5i hay crecimiento visible CE: Control de esterilidad

fig. 4 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la cepa 1 de  E. coli
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Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de ciprofloxacina, ciprofloxacina con

leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la cepa 1 de

E. coli.
Numero de tubo con su respectiva concentracion del antibiético en ug / mL
Antibiético/
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15
producto
10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE
Ciprofloxacina - - - - - - - - — - + + + + | _
Ciprofloxacina/
- - - - - - - - - + + + + + | -
Leche
Ciprofloxacina/
- - - - - - - - = + + + + + | -
Yogurt
Ciprofloxacina/
- - - - - - - - + + + + + + | -
Toronja

— Mo hay crecimiento visikle

+ 8i hay crecimiento visible

CI: Control del maculo

4.2 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

CE: Control de esterilidad

4.2.1 Concentracion Minima Bactericida (CMB) de ciprofloxacina frente a la cepa 1

de Escherichia coli

La concentracion minima bactericida de ciprofloxacina fue de 0.02 ug/mL al haberse

desarrollado un promedio de 400 UFC/mL de Escherichia coli, cifra que es menor a 750

UFC/mL que permite la CMB (Tabla 6 y fig. 5)

Tabla 6 Concentracion Minima Bactericida (CMB) de ciprofloxacina y UFC/mL de la

cepa l de E. coli

Numero de tubo y concentracion del antibiotico en ug/mL y sobrevivientes en
UFC/mL

Repeticiones n 5 3 1 s P 7 s 5 10
1024 | 512 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 032 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02

1° 0 0 0 0 60 50 | 110 | 250 | 370 | 340

2° 0 0 0 0 80 80 | 150 | 250 | 300 | 460

3° 0 0 0 0 70 65 | 130 | 250 | 335 | 400
Promedio 0 0 0 0 70 65 | 130 | 250 | 335 | 400
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fig..5 Unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa 1 de E. coli sobrevivientes a Ciprofloxacina.

a) 34 UFC/mL b) 46 UFC/mL

4.2.2 Concentracion minima bactericida de ciprofloxacina con leche frente a la cepa
1 de Escherichia coli
La concentracion minima bactericida fue de 0.08 ug/mL con un promedio de 265ufc/mL

(tabla 7 y fig. 6)

Tabla 7. Concentracion minima bactericida de ciprofloxacina con leche y UFC/mL de la

cepa 1 de E. coli

Numero de tubo y concentracion del antibidtico en ug/mL y sobrevivientes en
UFC/mL

Repeticiones N 3 3 3 5 c 7 s 5 10
1024 | 5.12 | 256 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02
1° 0 20 | 30 | 60 | 100 | 190 | 210 | 260 | 760 | 1130
2 0 20 | 50 | 100 | 120 | 250 | 250 | 270 | 800 | 1090
3° 0 20 | 40 | 80 | 110 | 220 | 230 | 265 | 780 | 1110
Promedio 0 20 | 40 | 80 | 110 | 220 | 230 | 265 | 780 | 1110
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fig. 6 Unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa 1 de E. coli sobrevivientes a Ciprofloxacina

con leche. (a) 26 UFC/mL b) 27 UFC/mL

4.2.3 Concentracion minima bactericida de ciprofloxacina con yogurt frente a la
cepa 1 de Escherichia coli

En base a los sobrevivientes, se consider6 que la CMB fue de 0.08 ug/mL con un

promedio de 705 ufc/mL, esto se aprecia en la tabla 8. Las UFC de E. coli se observan

en la fig. 7.

Tabla 8 Concentracion minima bactericida de ciprofloxacina con yogurt y UFC/mL de la

cepa 1 de E. coli

Numero de tubo y concentracion del antibiotico en ug/mL y sobrevivientes
en UFC/mL
Repeticiones ] 5 3 1 5 < Z s 5

1024 | 512 | 256 | 1.28 | 0.64 | 032 | 0.16 | 0.08 | 0.04

1° 0 10 80 150 | 170 | 180 | 480 | 720 | 950

2° 0 20 120 | 150 | 220 | 250 | 580 | 690 | 980

3° 0 20 | 100 | 150 | 195 | 215 | 530 | 705 | 965
Promedio 0 20 | 100 | 150 | 195 | 215 | 530 | 705 | 965
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fig. 7 Unidades formadoras de colonia (UFC) de la cepa 1 de E. coli sobrevivientes a Ciprofloxacina

con yogurt. a) 72 UFC/mL b) 69 UFC/mL

4.2.4 Concentracion minima bactericida de ciprofloxacina con jugo de toronja frente

a la cepa 1 de Escherichia coli

La concentracion minima bactericida fue 0.16 ug/mL equivalente a 590 UFC/mL esto se

aprecia en la tabla 9. Las UFC de E. coli se observan en la fig. 8.

Tabla 9. Concentracion minima bactericida de ciprofloxacina con toronja y UFC/mL de

la cepa 1 de E. coli

Nimero de tubo y concentracion del antibidtico en ug/mL y sobrevivientes en
UFC/mL
Repeticiones ] 5 3 1 5 P 7 s
10.24 5.12 2.56 1.28 0.64 0.32 0.16 0.08
1° 10 20 110 140 190 460 580 | 4010
2° 10 20 120 150 240 550 600 3980
3° 10 20 115 145 215 505 590 3995
Promedio 10 20 115 145 215 505 590 3995
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fig. 8 Unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa 1 de E. coli sobrevivientes a Ciprofloxacina con

jugo de toronja. a) 58§ UFC/mL b) 60 UFC/mL

4.2.5 Concentracion Minima Bactericida (CMB) de ciprofloxacina, ciprofloxacina
con leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja frente
a la cepa 1 de Escherichia coli

En la tabla 10 se observa un cuadro resumen sobre los valores promedio de UFC/mL de
{+(400 UFC/mL), ciprofloxacina/leche una CMB de 0.08 ug/mL (265 UFC/mL),
ciprofloxacina / yogurt una CMB de 0.08 ug/mL (705 UFC/mL) y ciprofloxacina / jugo
de toronja con una CMB de 0.16 ug/mL (590 UFC/mL)

Tabla 10. UFC/mL delacepa 1 de E. coli sobrevivientes a ciprofloxacina, ciprofloxacina

con leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja.

Numero de tubo y concentracion de antibiético en ug/mL y
Antibiético/ sobrevivientes en UFC/mL

producto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02

Ciprofloxacina 0 0 0 0 70 | 65 | 130 | 250 | 335 | 400
Ciprofloxacina/
0 20 | 40 | 80 | 110 | 220 | 230 | 265 | 780 | 1110
Leche
Ciprofloxacina/
0 20 | 100 | 150 | 195 | 215 | 530 | 705 | 965 | ---
Yogurt
Ciprofloxacina/
10 20 | 115 | 145 | 215 | 505 | 590 | 3995 | --- -
Toronja
--- (Incontables)
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Al encontrarse la concentracion minima bactericida de cada grupo tratado, se procedio a
realizar el analisis de varianza para determinar si los resultados de la CMB (0.64, 0.32,

0.16 y 0.08 ug/ml) es dependiente o no del producto empleado como solvente.

En la tabla 11 segin el ANOVA se rechaza la Ho por tanto las ufc/ml de E. coli obtenidas
a 0.64 ug/ml de ciprofloxacina difieren del solvente utilizado (leche, yogurt y jugo de

toronja).

Tabla 11. ANOVA del promedio de sobrevivientes de E. coli a la concentracién minima
bactericida (CMB) de 0.64 para los cuatro grupos (ciprofloxacina,
ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo
de toronja)

Ho = CMB 0.64 (UFC/ml Cipro) = CMB 0.64 (UFC/ml Cipro/leche) = CMB 0.64
(UFC/ml Cipro/yogurt) = CMB 0.64 (UFC/ml Cipro/toronja)

ORIGEN DE LAS SC GL PC F P. valor Decision
VARIACIONES
Entre grupos 42675 3 14225 39.24 3.9304E-05 Rechazar
Dentro de los 2900 3 362.5
grupos
Total 45575 11

SC=Suma de cuadrado GL= Grados de libertad PC=Promedio de cuadrados F=Prueba F

Para la concentracion 0.32 ug/ml de ciprofloxacina y ciprofloxacina/solventes, el ANOVA
determind que existen diferencias significativas entre los promedios de las ufc/ml de E.

coli hallados, por lo tanto se rechaza la Ho. (Tabla 12).

Tabla 12. ANOVA del promedio de sobrevivientes de E. coli a la concentracion minima
bactericida (CMB) de 0.32 para los cuatro grupos (ciprofloxacina,
ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con
jugo de toronja)

Ho = CMB 0.32 (UFC/ml Cipro) = CMB 0.32 (UFC/ml Cipro/leche) = CMB 0.32
(UFC/ml Cipro/yogurt) = CMB 0.32 (UFC/ml Cipro/toronja)

ORIGEN DE LAS e
VARIACIONES SC GL PC F P. valor Decision
Entre grupos  304106.25 3 101368.75  92.68 1.4888E-06 Rechazar
Dentro de los 8750 8 1093.75
grupos
Total 312856.25 11

SC=Suma de cuadrado GL= Grados de libertad PC=Promedio de cuadrados F=Prueba F
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Por medio de ANOVA (Tabla 13), se rechaza la Ho pues los promedios de las ufc/ml de
E. coli obtenidas a 0.16 ug/ml de ciprofloxacina, difieren entre si con cada solvente

utilizado.

Tabla 13. ANOVA del promedio de sobrevivientes de E. coli a la concentracién minima
bactericida (CMB) de 0.16 para los cuatro grupos (ciprofloxacina,
ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo
de toronja)

Ho = CMB 0.16 (UFC/ml Cipro) = CMB 0.16 (UFC/ml Cipro/leche) = CMB 0.16
(UFC/ml Cipro/yogurt) = CMB 0.16 (UFC/ml Cipro/toronja)

ORIGEN DE LAS o
VARIACIONES s¢ GL PC F P. valor Decisién
Entre grupos 453600 3 151200 177.88 1.1642E-07 Rechazar
Dentro de los 6300 8 850
grupos
Total 460400 11

SC=Suma de cuadrado GL= Grados de libertad PC=Promedio de cuadrados F=Prueba F

Las ufc/ml de E. coli obtenidas a 0.08 ug/ml de ciprofloxacina varian con cada solvente

utilizado, por tanto, a través de ANOVA se rechaza la Ho (Tabla 14)

Tabla 14. ANOVA del promedio de sobrevivientes de E. coli a 1a concentracién minima
bactericida (CMB) de 0.08 para los cuatro grupos (ciprofloxacina,
ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo
de toronja)

Ho = CMB 0.08 (UFC/ml Cipro) = CMB 0.08 (UFC/ml Cipro/leche) = CMB
0.08 (UFC/ml Cipro/yogurt) = CMB 0.08 (UFC/ml Cipro/toronja)

ORIGEN DE
LAS SC GL PC F P. valor Decision
VARIACIONES
Entre grupos  29372156.25 3 9790718.75 82448.16  2.69E-18 Rechazar
Dentro de los 950 3 118.75
grupos
Total 29373106.25 11

SC=Suma de cuadrado GL= Grados de libertad PC=Promedio de cuadrados F= Prueba F

Estadisticamente se demostrod, a través de la prueba de Tukey que a una concentracion de
0.64, 0.32, 0.16 y 0.08 ug/ml de ciprofloxacina el promedio de las ufc/ml de Escherichia
coli aumento en base a los solventes utilizados (leche, yogurt y jugo de toronja). (Ver

Anexos N° 14, 15,16 y 17)
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Tabla 15: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de las ufc/ml de
Escherichia coli a una concentracion de 0.64ug/ml de ciprofloxacina,
ciprofloxacina/leche, ciprofloxacina/yogurt y ciprofloxacina/toronja.

HDS=49.80

CONCENTRACION (0.64 ug/ml)
Antibiético/Solvente Promedio ufc/ml Significancia
Ciprofloxacina 70 a
Ciprofloxacina/leche 110 a
Ciprofloxacina/yogurt 195 b
Ciprofloxacina/toronja 215 b
*Letras iguales (no hay diferencias significativas) * Letras diferentes (diferencia significativa)

Tabla 16: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de las ufc/ml de
Escherichia coli a wuna concentracion de 0.32ug/ml de ciprofloxacina,
ciprofloxacina/leche, ciprofloxacina/yogurt y ciprofloxacina/toronja.

HDS= 86.50

CONCENTRACION (0.32 ug/ml)
Antibidtico/Solvente Promedio ufc/ml Significancia
Ciprofloxacina 65 a
Ciprofloxacina/leche 220 b
Ciprofloxacina/yogurt 215 b
Ciprofloxacina/toronja 505 c
*Letras iguales (no hay diferencias significativas) * Letras diferentes (diferencia significativa)

Tabla 17: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de las ufc/ml de
Escherichia coli a wuna concentracion de 0.16ug/ml de ciprofloxacina,
ciprofloxacina/leche, ciprofloxacina/yogurt y ciprofloxacina/toronja.

HDS=76.25
CONCENTRACION (0.16 ug/ml)
Antibidtico/Solvente Promedio ufc/ml Significancia
Ciprofloxacina 130 a
Ciprofloxacina/leche 230 b
Ciprofloxacina/yogurt 530 c
Ciprofloxacina/toronja 590 c
*Letras iguales (no hay diferencias significativas) * Letras diferentes (diferencia significativa)
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Tabla 18: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de las ufc/ml de

Escherichia coli a una concentracion de 0.08ug/ml de ciprofloxacina,
ciprofloxacina/leche, ciprofloxacina/yogurt y ciprofloxacina/toronja.
HDS= 28.50
CONCENTRACION (0.08 ug/ml)
Antibidtico/Solvente Promedio ufc/ml Significancia
Ciprofloxacina 250 a
Ciprofloxacina/leche 265 a
Ciprofloxacina/yogurt 705 b
Ciprofloxacina/toronja 3995 c

*Letras iguales (no hay diferencias significativas)

* Letras diferentes (diferencia significativa)

43 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y CONCENTRACION

MiNIMA BACTERICIDA DE LA CEPA 2 DE Escherichia coli

4.3.1 Concentracion Minima Inhibitoria de ciprofloxacina frente a la cepa 2 de E.

coli

Segtn el método de macrodilucion en caldo la CMI de ciprofloxacina frente a la cepa 2

de E. coli fue de 0.32 ug/mL observada en el tubo N° 6 (tabla 19 y fig. 9)

Tabla 19. Concentracion Minima Inhibitoria de ciprofloxacina frente a la cepa 2 de E. coli

Numero de tubo con su respectiva concentracion del antibiético en ug / mL

Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15
1024 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE

1° - - - - - - + + + + + + + + | -

2° - - - - - - + + + + + + + + | -

— No hay crecimiento visible
+ S hay crecimiento visible

CI: Control del maculo
CE: Control de esterilidad
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fig. 9 Concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacina frente a la cepa 2 de E. coli

4. 3.2 CMI de ciprofloxacina con leche frente a la cepa 2 de Escherichia coli

La Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a la cepa 2 de E.

coli fue de 0.64 ug/mL observada en el tubo N° 5 (tabla 20 y fig. 10)

Tabla 20 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a la cepa 2 de E.

coli

Nuimero de tubo con su respectiva concentracion del antibidtico en ug / mL
9 10 1 12 13 14 | 15

Repeticiones | 1 2 3 4 5 6 7 8

10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE
1° - - - - - + + + + + + + + + | -
2° - - - - - + + + + + + + + + | -

— DNo hay crecimiento visikle CI: Control del indeulo

+ 5i hay crecimiento visible
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fig. 10 Concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacina con leche frente a la cepa 2 de E. coli

4.3.3 Concentracion Minima Inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a la

cepa 2 de Escherichia coli

La Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a la cepa 2 de

E. coli fue de 0.64 ug/mL observada en el tubo N° 5 (tabla 21 y fig. 11)

Tabla 21 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a la cepa 2 de E.

coli

Numero de tubo con su respectiva concentracion del antibiético en ug / mL

Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15

10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE

1° - - - - - + + + + + + + + + | -
2° - - - - - + + + + + + + + + -
— No hay crecimiento visikle CI: Control del indculo
+ 81 hay crecimiento vizible CE: Control de esterilidad
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fig. 11 Concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacina con yogurt frente a la cepa 2 de E. coli

4.3.4 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente

a la cepa 2 de Escherichia coli

La Concentraciéon minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la

cepa 2 de E. coli fue de 1.28 ug/mL observada en el tubo N° 4 (tabla 22 y fig. 12)

Tabla 22 Concentracion Minima Inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente

alacepa 2 de E. coli

Nuimero de tubo con su respectiva concentracion del antibidtico en ug / mL

Repeticiones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15
10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE

1° - - - - + + + + + + + + + + | -

2° - - - - + + + + + + + + + + | -

— No hay crecimiento visible
+ &1 hay crecmiento visible

CI: Control del indculo
CE: Control de esterilidzd
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fig. 12 Concentracién minima inhibitoria de ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la cepa 2 de E. coli

< Tabla 23 Concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche,

ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la cepa 2 de E.

coli
Numero de tubo con su respectiva concentracion del antibiético en ug / mL
Antibiético/
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 | 15
producto
10.24 | 5.12 | 2.56 | 1.28 | 0.64 | 0.32 | 0.16 | 0.08 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | CI | CE
Ciprofloxacina - - - - - - + + + + + + + + | _
Ciprofloxacina/
Leche - - - - | - + + + + + + + + + | -
Ciprofloxacina/
Yogurt - - - - = + + + + + + + + + -
Ciprofloxacina/
Toronja - - - - + + + + + + + + + + -

— Mo hay crecimiento visible

+ 8i hay crecimiento visible

CI: Control del imaculo

CE: Control de esterilidad

4.3.5 Concentracion Minima Bactericida de ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche,

ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja frente a la cepa 2 de

Escherichia coli

En el caso de E. coli 2, no hubo crecimiento en placa en ninguna de las repeticiones, por

ende, no se aplico el tratamiento estadistico.
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V. DISCUSION

En el presente estudio inicialmente se determind la sensibilidad de las cepas utilizadas,
asi las CMIs de ambas (0.02 y 0.32 pg/mL para las cepas 1 y 2 respectivamente)
estuvieron dentro del rango establecido en el método M07-A8 del Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI), que considera como cepas sensibles a ciprofloxacina a
aquellas enterobacteriaceas cuya CMI es menor o igual a 1 pg/mL, como se conoce, la
ciprofloxacina es un antibiotico que actia sobre el material genético inhibiendo a la
topoisomerasa IV y a la DNA-girasa de las bacterias, particularmente sobre las bacterias
gramnegativas, por ello se usa con mayor frecuencia para el tratamiento de infecciones

del tracto urinario ocasionadas por enterobacteriaceas como E. coli. (Patel et al.2014)

Mientras que en presente trabajo se evalud la concentracion minima inhibitoria de
ciprofoxacina frente a Escherichia. coli por el método de macrodilucion en caldo, en lo
expuesto por (Acosta. L. 2015), la CMI de las quinolonas sintéticas frente a E. coli fueron
evaluados por el método de microdilucion en medio liquido utilizando placas de 96 pocillos cuya
turbidez de los cultivos se evalud en un lector ELISA a 550 nm, y de aquellos pocillos en los que
no se observo crecimiento visible, se tomaron alicuotas (100 pl) para efectuar un recuento de
unidades viables. Con el fin de comparar la actividad antimicrobiana de estos compuestos, se

empled como control de referencia, la ciprofloxacina.

Asi mismo las CMIs determinadas en el presente estudio son menores a la CMI50
reportada en un estudio realizado por Horna et al. 2005 con cepas uropatogenas
provenientes de pacientes de consultorio externo (8ug/mL) y mucho menor a las
obtenidas en pacientes hospitalizados (64 pg/mL), la diferencia se debe probablemente al
origen de las cepas, que en el presente estudio fue sin enfermedad base, mientras que en
el estudio referido las cepas se aislaron de pacientes con neoplasias, considerandose que
las condiciones del sistema inmune de pacientes sin compromiso inmunoldgico permiten
que los microorganismos sean controlados con mayor eficacia y tengan menor
probabilidad de adquirir resistencia. Esto en cierta manera se corrobora con la marcada
diferencia existente entre las CMIs halladas y las obtenidas de las cepas de pacientes
hospitalizados que sugiere que sus condiciones fisicas estdn mas deterioradas, esto
sumado a las mayores posibilidades de que las cepas hospitalarias adquieran resistencia
a los farmacos al estar en contacto frecuente con los antimicrobianos; similar

interpretacion se puede dar en el caso de la CMB.
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Los resultados del presente estudio, tanto para la CMI como para la CMB, se asemejan a
los obtenidos por otros autores (Providencia ef al. 2000) con suspensiones de cepas de E.
coli sensibles a ciprofloxacina, pero difieren con los hallados en biocapas en sondas
urinarias, es decir, en el primer caso, el trabajar con suspensiones bacterianas, implica un
mayor contacto del producto antimicrobiano como en la presente investigacion, mientras
que aplicar el producto sobre biocapas supone una mayor cantidad de microorganismo y

la consecuente proteccion de unos con otros por estar rodeados de una superficie mucoide.

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se observd que tanto la
leche, yogurt y jugo de toronja, incrementaron la CMI de ciprofloxacina de la cepa 1 (0.02
ng/mL) y de la cepa 2 (0.32 pg/mL) de manera gradual, observandose una CMI de 0.04
ug/ml (leche y yogurt) y 0.08 ng/ml (toronja) para la cepa 1 y una CMI de 0.64 pg/ml
(leche y yogurt) y 1.28 pg/ml (toronja) para la cepa 2; estos datos obtenidos expresan lo
dicho por Luque ef al. 2012, quienes de manera textual mencionaron que los farmacos
pueden ser alterados como resultado de la interaccion con los nutrientes, ademas es de
resaltar que el efecto de los nutrientes también puede verse modificado por la
administracion concurrente de un fairmaco, es por ello que la relacion farmaco-nutriente

se considera bidireccional.

Dentro de este marco, se puede considerar al calcio presente en la leche, yogurt y jugo de
toronja como posible responsable de la disminucion del efecto antibacteriano de
Ciprofloxacina, tal y como se aprecia en las tablas N° 5; N° 23 y N° 10 correspondientes
a la CMI y CMB respectivamente. La afirmacion anterior concuerda con lo mencionado
por (Neuhofel et al. 2002 y Wallace et al. 2003) donde indican que productos fortificados
con calcio reducen el efecto terapéutico de los antibidticos tales como Ciprofloxacina y
Levofloxacina. De igual manera lo sefialan (Tuset 2006 y Carda 2015) quienes reportaron
que cationes divalentes y trivalentes (Ca2+, Cu2+, Fe2+, Fe3+, Mg2+, Al3+) presentes
en algunos nutrientes, pueden formar complejos insolubles cuando se administran de

manera conjunta con las quinolonas y tetraciclinas.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se demostr6 de manera in-vitro, que
el jugo de toronja en comparacion a la leche y yogurt, afecta en mayor medida la CMI de
ciprofloxacina, esto debido al fenomeno de quelacion (el cual consiste en la union
covalente del calcio con el grupo carboxilo de las quinolonas, originando quelatos

metalicos insolubles en agua), mencionado por (Manzano y Moyano 2007 y por Barrera
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et al. 2009); pero no solo el calcio disminuiria el efecto de ciprofloxacina pues se ha
demostrado de manera in-vivo que los compuestos flavonoides (naringenina, naringina y
quercetina) y furanocumarinas de la toronja serian responsables de que la
biodisponibilidad de los farmacos se vea disminuida, esto debido a que dichos
compuestos inactivan el mecanismo transportador transmembrana P170 en el intestino y
ademas inactivan las enzimas CYP 3A4 en el higado y CYP 3A5 en la pared intestinal
como en el hepatocito. (S. de Andrés et al. 2004; Politi 2009 y DIGEMID 2000). La
naranja y la manzana tendrian compuestos semejantes a la naringina que provocarian el
mismo efecto que el jugo de toronja. (Leighton 2008). De estas evidencias se concluye
que el efecto antimicrobiano de ciprofloxacina se puede ver disminuido ya sea por

fendmenos de quelacion o por inactivacion de las enzimas.

Basados en los resultados obtenidos en este proyecto sobre la CMI y CMB de
ciprofloxacina frente a la cepa N° 1 de E. coli, se determind que ciprofloxacina puede
actuar como agente bactericida al coincidir la CMI con la CMB (0.02 pg/mL) segtn lo
observado en las tablas 5 y 10. Estos datos concuerdan con lo expuesto por un grupo de
autores, quienes informaron que son pocos los antibidticos cuya CMI coincide con la
CMB, ya que por lo general la CMB es superior a la CMI (Paredes y Roca 2004;
Desongles et al. 2006), sin embargo, cabe mencionar que el comportamiento
bacteriostatico o bactericida de un antibiotico, estaria determinado en base a la
sensibilidad que exprese la cepa en cuestion frente a un determinado antibiotico. A demas
cabe mencionar que en el presente trabajo la CMI se determind por el método de

macrodilucion en caldo.

Al encontrarse la concentracion minima bactericida (CMB) de cada grupo tratado
(ciprofloxacina, ciprofloxacina con yogurt, ciprofloxacina con leche y ciprofloxacina con
jugo de toronja), se procedio a realizar el analisis de varianza (ANOVA) para determinar
si la CMB es dependiente o no del producto empleado, determinandose que la
concentracion minima bactericida de ciprofloxacina es dependiente del solvente utilizado
(agua destilada, leche, yogur, toronja); por consiguiente para identificar en que grupo o
grupos se han producido las diferencias, se realiz6 la prueba de Tukey, revelandose que
si existen diferencias significativas entre los grupos ya mencionados, siendo la toronja la
que tiene mayor poder en la disminucioén del efecto antimicrobiano de ciprofloxacina,

porque permitié un incremento en 145 UFC/mL (0.64 ug/mL), 440 UFC/mL (0.32
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ug/mL), 460 UFC/mL (0.16 ug/mL) y 3745 UFC/mL (0.08 ug/mL) en comparacioén con
los otros grupos ( ciprofloxacina, ciprofloxacina/yogurt y ciprofloxacina/leche), esto
debido al fendmeno de quelacion, pues la cantidad de calcio presente en los 250 ml de
jugo de toronja fue de aproximadamente 357 mg, a diferencia de los 300 mg de calcio
aprox. en 250 ml de leche y los 263 mg de calcio aprox. en 250 ml de yogurt, a diferencia
de (Sanchez et al. 2003) quienes con la finalidad de detectar variaciones de sensibilidad
de cepas de Escherichia coli frente a nueve antibioticos seleccionados, aplicaron la prueba
de chi cuadrado (X2), previos se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias

mediante el sistema MicroScan.

De igual manera el investigador (Cusquisiban, J. 2014) con la finalidad de evaluar
patrones de sensibilidad y resistencia bacteriana frente a quince antibioticos en pacientes
pedidtricos con Infecciones del Tracto Urinario con Urocultivos positivos en el Hospital

Regional de Cajamarca de enero a diciembre 2013, aplic6 la prueba de Chi cuadrado.
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VI. CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo se concluye lo siguiente:

1. La CMI de ciprofloxacina de 500 mg frente a la cepa 1 de E. coli fue de 0.02 ug/mly
para la cepa 2 de E. coli fue de 0.32 ug/ml. La CMB frente a la cepa 1 fue de 0.02

ug/ml. La cepa 2 no crecid en ninguna de las repeticiones, no se determino la CMB.

2. Laleche, yogurt y jugo de toronja incrementaron la CMI de ciprofloxacina frente a E.
coli; para la cepa 1 de E. coli, 1a leche y yogurt incrementaron la CMI a 0.04 ug/ml y
la toronja a 0.08 ug/ml y para la cepa 2 de E. coli, la leche y yogurt aumentaron la CMI
a 0.64 ug/ml y la toronja a 1.28ug/ml

3. Estadisticamente el yogurt y la toronja inhibieron el efecto antimicrobiano de

ciprofloxacina frente a Escherichia coli.
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VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda trabajar con ciprofloxacina y otros productos como naranja, pifia y/o

manzana.

Realizar estudios similares utilizando antimicrobianos en otras presentaciones como

jarabes y hacer uso de cepas de referencia.
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IX. ANEXOS
ANEXO N° 01
Table 2A. (Continued) z
Zone Diameter 3
Interprative Criteria MIC Interpretive Critaria b
TestiReport Antimicrobial Disk (nearost wholo mm) : (ugmb) =
Group Agent Content § 18D I 1§ R § 8D | ; R Comments =
TETRACYCLINES

(43) Organisms that are susceptible to tetracycline are also considered susceptible to dexycycline and minoeyeling. However, some organisms thal are intermediate or resistant lo

tetracycline may be susceplible to doxycyeling, minocycling, or bath.
C Telracytline 30 pg 215 12-14 | =11 <4 8 216
0 Daxycycline 30 pg 214 11-13 § s10 <4 8 216
[4] Minacycling 30 pg 216 1315 § =12 <4 8 216
FLUOROQUINOLONES
NOTE: Reevaluation of flucroguinolones is ongoing.
See comment (2).
B Clprofloxacin Bug ) v 1620 ¢ s15 2 1 x4 O | (34) For testing and reporting of
B Levofloxacin Spg | 217 | D118} s13 52 4 z8 Enterobacleniaceae excepl for
[ ! i Salmonefla spp.
FUENTE: http://www.ncipd.org/UserFiles/CLSI_M100-524.pdf
ANEXO N° 02

Valores de CMI y CMB (ug/mL) de ocho fluoroquinolonas frente a dos cepas de
Escherichia coli 'y dos cepas de Pseudomonas aeruginosa en suspension

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Antimicrobiano CBR3 CBRA HUSA PER

CMI CMB [ CMI CMEB | CMI CMBE [CMI | CMB
Norfloxacino 2 4 16 15 0.25 1 15 32
Ciprofloxacina 0.125 0.5 ) 16 =0.05 | £0.05 4 8
Ofloxacino 025 0.5 16 16 1 4 64 64
Levofloxacino 0.125 0.25 8 ] 0.25 2 16 32
Clinafloxacino =0.08 | =0.08 1 2 =002 | 0125 1 2
Esparfloxacino 0.08 0.25 32 32 0.25 2 32 64
Trovafloxacino 0.08 0.08 64 64 0.25 16 64
Moxifloxacino 0.08 0.08 16 16 05 4 64 64

CMI= concentracion minima inhibitoria

CMB= concentracitn minima bactericida
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Actividad inhibitoria de ocho fluoroguinolonas frente a biocapas formadas sobre
sondas urinarias de latex siliconizado durante 6 a 24 h, de dos cepas de Escherichia
coli y dos cepas de Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli Preudomonas asruginosa

Antimicrobiano CBR.3 CBRA US3 PBR2
Gh 24h Gh 24h Gh 24h 6h 24h

Norfloxacino 2 4 1 2 1 8 2 2
Ciprofloxacina 1 1 2 1 =1 1 2 1
Ofloxacino 8 4 1 1 2 4 4 2
Levofloxacino =8 4 2 2 4 2 0.3 1
Clinafloxacino =4 3 2 2 2 2 0.5 4
Esparfloxacino =8 2 4 2 4 2 1 4
Trovafloxacino =16 1 4 2 2 2 2 1
Moxifloxacino =16 2 2 2 1 4 4 2

Actividad bactericida de ocho fluoroquinolonas frente a biocapas formadas
sobre sondas urinarias de latex siliconizado durante 6 a 24 h, de dos cepas
de Escherichia coli 'y dos cepas de Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli Pseudomonas aeruginesa
Antimicrobiane CBR3 CBR.A HUS3 PER2
Sh 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
Norfloxacino =16 =8 16 = /4 64 =4 095 32 =128
Ciprofloxacina =512 =32 16 16 256 1024 | =128 | =128
Ofloxacino =1 024 =32 8 =32 128 |=2048 64 =32

Levofloxacine [=2048 | =32 32 =128 256 1024 | =128 | =128
Clinafloxacino  [>2 048 64 64 128 128 64 128 128

Esparfloxacino 1024 32 64 =64 1024 256 32 32
Trovafloxacino |=1024 | =32 16 =16 1024 | 1024 | =64 > 8
Moxifloxacino 2048 32 64 =64 128 |[=1024 =64 =16

FUENTE: http://www.elsevier.es/es-revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-articulo-actividad-
ocho-fluoroquinolonas-frente-biocapas-8522

ANEXO N° 03

Fluor en el Ca
- Inhibicién de ADN girasa
- Incrementamenta la \ GRUPD”CARBDNILD
penetracion intracelular
F COOH

ATOMO DE FLUOR GRUPD CARBOXILD

\/‘ .v_" t CICLDPRDPIL

ANILLD FIFERIDINYL

/ CIPROFLOXACINA Exhlhe una potente actidad
sobre Entecbhacterias y
Incrementa |a actividad sobre Pseudomonas geruginosa

especies GRAM (-)
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La presencia de un grupo carboxilo en la posicion C3, contigua al carbonilo cetonico,
permite a las quinolonas la formacion de quelatos metalicos (figura 5.33).

L2l

Figura 5.35. Efecto quelante de las quinolonas

FUENTE: https://pmcarda.files.wordpress.com/2015/02/tema5-antibic3b3ticosantifc3bangicos.pdf

Mis actividad
sobre Gram +
Sitio de union sobre
ol DNA y la subunidad
de corte y empalme
Mejor penetracion celular ﬁ
ymlyullhldadporh»s COOH 8o da qualactén

fopolsomerasa IV " Favorece la penetracior

Ampliacion del espectro, R X N
los grupos ms» k Aumento de la
(piperazina) permiten la « potencia
Interaccion con la global
otra subunidad ldéntica
del tetramero Mejor espectro sobre
anaerobios si el
P esFoun
(el metoxilo determina mayor
velocidad de disoclaclon
de los aductos)

Figura 7 - Relacion entre estructura guimica y acclon farmacoldgica de las guinolonas (modificado de Andersson
M y MacGowan AP 9).

FUENTE: http://www.montpellier.com.ar/separatas/sepQuinolonasFarmacologiaM.pdf

ANEXO N° 04

GRUPO CARBOXILO

\ CH3\ /CH3
OH, CHs

11

H O
\ TETRACICLINA
GRUPO CARBONILO
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Una propiedad quimica caracteristica de las tetraciclinas es su capacidad
para formar quelatos insolubles a pH neutro con ciertos iones metdlicos, tales
como Fe**, Al**, Ca** y Mg?* entre otros. La reaccion tiene lugar a nivel del sis-
tema dicarbonilico C11-C12, como se indica en la Figura 25.13.

~

—, "
M = cation metalico

Figura 25.13. Formacion de quelatos.

FUENTE:https://books.google.com.pe/books?id=4LwpfcjAhoMC&printsec=frontcover&dqg=introduccion+a+la+qui
mica+terapeutica&hl=es419&sa=X&ved=0ahUKEwilx8GI5d_KAhWMNiYKHRLXCGwWQ6AEIGzAA#v=0onepage&qg=int
roduccion%20a%201a%20quimica%20terapeutica&f=false

ANEXO N° 05

1. Preparacion de la solucion estandar o madre de ciprofloxacina a una

concentracion de 20480pg/mL

VSE mL x CSE ug/mlL
PAug/mg

WA mg=

WA : Peso del antibiético
VSE : Volumen de la solucion estandar en mL
CSE : Concentracion de la solucion estandar en ug/mL

PA : Potencia del antibidtico

Desarrollo:

Para preparar un litro de solucion madre del antibidtico a una concentracion
de 20480 ug/mL, se empled pastillas de Ciprofloxacina con una
potencia de 500 ug/mg, de esta manera y haciendo uso de la férmula
estandarizada se obtuvo 10240mg , cantidad de antibidtico necesaria para

preparar un litro de la solucién madre.

VSEmL x CSEug/mL
PAug/mg

WAmg =
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_ 250 mb x 20480 ug/mb
- 500 #wg/mg

WA =10240 mg

» Expresado en gramos, seria: 10, 24 g de antibidtico.

ANEXO N° 06

CUADRUO 1. Procedimiento para la determinacion de la CMI de ciprofloxacina de 500 mg

Tubo MT 1 2| 3| a]|5s | 6] 7|8 | 910 11] 12 13 || 14| 15
Caldo Musller
Hinton v | 05|05 | 05| 05|05 05|05 05|05 05 05| o5/||os|os
Volumen en mlL + <+ =+ =+ =+ —F —+ + P+ T —*
ded Antibiotico | 05 | 05|05 |os]os|os|os|os|os|os5|as| o5 | aos
de Trabajo
¥ con
Concentracion | 1024 | 512 | 2,56 | 1,28 | 0,64 [ 0,32 | 0,26 | 0,08 | 0,04 | 0,02 | 0.01 | 0.005 | 0.0025 | €1 | cE
ug/mlL
_moculod_el s |os|os|os|os|oes|oes|os|os|o0s | 05| o5 05 |05
MiCTOOrganismo
W'“"::““‘“ 10 |10|10|10|10|10|20]|20|0| |10 20| 10 |10]|05

Cl= Control del indculo; CE= Control de esterilidad

ANEXO N° 07

Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB).

Se preparo6 una dilucion de cultivo bacteriano en base al tubo de Mac Farland N°05 (1.5
x 108 UFC/mL), la cual se diluy6 1/100 de Muller Hinton para obtener inéculo de trabajo,
dando como resultado 1.5 x10° UFC/mL.

Calculos:
- 0.5ml es la cantidad de in6culo q se puso a cada tubo del 1° al 14°
1.5x10%fc/rml. —— = 1mL

X —= 05mL

X =75X10%ufc/mL |

» Entonces en 0.5mL de in6culo bacteriano (Escherichia coli) habra
7.5X10°ufc/mL.
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- Sien cada tubo del 1° al 14° se depositd 7.5X10°ufc/mL, de indculo bacteriano, la
poblacion sobreviviente fue:

75X10%fcml. 5 100% (poblacién viva)
X — (.1% (sobrevivientes)

X=T750ufc/mL (sobrevivientes)

ANEXO N° 08

CMIDE LA CEPA 1
0.09

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03

0.02
0.01 I
0

CONCENTRACIIONES

CcmI (&)1} cmi (&)1}

E CIPRO HE CIPRO+LECH M CIPRO+YOG CIPRO+TOR

Fig. 13 Comparacion de la CMI en los cuatro grupos (ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche,
ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja) frente a la cepa 1 de

Escherichia coli
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ANEXO N° 09

CMIDE LA CEPA 2
14

1.2

0.8
0.6

0.4

02 I
0

Fig. 14 Comparacion de la CMI en los cuatro grupos (ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche,

CONCENTRACIONES
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ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja) frente a la cepa 2 de

Escherichia coli

ANEXO N° 10
COMPARACION DE SOBREVIVIENTES
(0.64 ug/mL)
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Fig. 15 Comparacion de sobrevivientes de la cepa 1 de E. coli a la concentracion de 0.64 ug/mL
frente a ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y

ciprofloxacina con jugo de toronja.
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ANEXO N° 11

COMPARACION DE SOBREVIVIENTES
(0.32 ug/ml)
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Fig. 16 Comparacion de sobrevivientes de la cepa 1 de E. coli a la concentracion de 0.32 ug/mL
frente a ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y

ciprofloxacina con jugo de toronja.

ANEXO N° 12

COMPARACION DE SOBREVIVIENTES
(0.16 ug/mlL)
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Fig. 17 Comparacion de sobrevivientes de la cepa 1 de E. coli 1 a la concentracion de 0.16
ug/mL frente a ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y

ciprofloxacina con jugo de toronja.
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ANEXO N° 13

COMPARACION DE SOBREVIVIENTES

(0.08 ug/mL)
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Fig. 18 Comparacion de sobrevivientes de la cepa 1 de E. coli 1 a la concentracion de 0.08
ug/mL frente a ciprofloxacina, ciprofloxacina con leche, ciprofloxacina con yogurt y

ciprofloxacina con jugo de toronja.

ANEXO N° 14

Tabla 24 Promedio de sobrevivientes de la cepa 1de E. coli a la concentraciéon minima
bactericida (CMB) de 0.64 para los cuatro grupos (ciprofloxacina, ciprofloxacina con
leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja)

Concentracién | Ciprofloxacina | Cipro/Leche | Cipro/Yogurt | Cipro/Toronja
0.64 60 100 170 190
0.64 80 120 220 240
0.64 70 110 195 215

Promedio 70 110 195 215
ANEXO N° 15

Tabla 25 Promedio de sobrevivientes de la cepa lde E. coli a la concentracion minima
bactericida (CMB) de 0.32 para los cuatro grupos (ciprofloxacina, ciprofloxacina con
leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja)

Concentracion | Ciprofloxacina | Cipro/Leche | Cipro/Yogurt | Cipro/Toronja
0.32 50 190 180 460
0.32 80 250 250 550
0.32 65 220 215 505
Promedio 65 220 215 505
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ANEXO N° 16

Tabla 26 Promedio de sobrevivientes de la cepa 1de E. coli a la concentracién minima
bactericida (CMB) de 0.16 para los cuatro grupos (ciprofloxacina, ciprofloxacina con
leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja)

Concentracién | Ciprofloxacina | Cipro/Leche | Cipro/Yogurt | Cipro/Toronja
0.16 110 210 480 580
0.16 150 250 580 600
0.16 130 230 530 590
Promedio 130 230 530 590
ANEXO N° 17

Tabla 27 Promedio de sobrevivientes de la cepa 1de E. coli a la concentracion minima
bactericida (CMB) de 0.08 para los cuatro grupos (ciprofloxacina, ciprofloxacina con

leche, ciprofloxacina con yogurt y ciprofloxacina con jugo de toronja)

Concentracion | Ciprofloxacina | Cipro/Leche | Cipro/Yogurt | Cipro/Toronja
0.08 250 260 720 4010
0.08 250 270 690 3980
0.08 250 265 705 3995

Promedio 250 265 705 3995
ANEXO N° 18

Fig. 19 Etiqueta del informe nutricional del yogurt GLORIA: por cada 100 g de yogurt existe
105 mg de calcio.
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ANEXO N° 19
Pomelo(100 g de sustancia comestible)

Agua 88409
Froteinas 068 g
Lipidos 0140
Carbohidratos 080
Calorias 39 Keal
Vitamina A aoul
Vitamina B1 0,04 mg
Vitamina BG 0,02 mag
Acido nicotinico 0,2 myg
Acido pantoténico 0,25 mg
Vitamina C 40 mg
Sodio 2mq
FPotasio 193 myg
Calcio 17 m
Magnesio 10 myg
Acido malico 80 mg
Acido citrico 1460 mg
Vitamina BG 0,02 mg

Fig. 20 Aporte nutricional de la toronja o pomelo: por cada 100 g de sustancia comestible existe
17 mg de calcio. FUENTE: http://www.zonadiet.com/comida/citricos.htm

ANEXO N° 20

120 mg de “Ca” por
cada 100 ml de leche

-

Fig. 21 Aporte nutricional de la leche de vaca: por cada 100 ml de leche existe 120 mg de
calcio. FUENTE: http://alimentoscalcio.com/calcio-leche
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ANEXO N° 21

Fig. 22 Blister de Ciprofloxacina de Laboratorios Medrock

ANEXO N° 22

T—

Fig. 23 Pruebas bioquimicas para E. coli: A. Citrato (-), LIA (K/K), TSI (A/A, Gas)
B) VP (-), RM (+), Indol (+)
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ANEXO N° 23

Fig. 24 Cepas N° 1 y N° 2 de Escherichia coli en agar TSA

ANEXO N° 24

Fig. 25 Antibiogramas de las Cepas N° 1 y N° 2 de Escherichia coli sensibles a Ciprofloxacino
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ANEXO N° 25§

Fig. 26 Solucion madre de Leche, yogurt y toronja
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ANEXO N° 26
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ANEXO N° 27
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Fecha de sustentacion:

Ivon Nufiez Davila Jacqueline Tomapasca Vicente

Investigadora Responsable Investigadora Responsable

Martha Vergara Espinoza

Patrocinadora
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