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INTRODUCCION.
Las combinaciones antibioticas o asociaciénes antibiéticas pretenden aumentar las posibilidades terapéuticas mediante el
empleo simultaneo de antibidticos. Todas ellas buscan encontrar una formula capaz de solucionar las infecciones bacterianas,
y disminuir el costo de los tratamientos. Cuando se combinan dos agentes antimicrobianos se pueden observar tres tipos de
accidn: sinergismo, indiferente y antagonismo.
Sinergismo y antagonismo son interacciones dificiles de predecir, ya que el resultado varia en funcién al microorganismo y
especie bacteriana y puede ocurrir unicamente en un rango estrecho de concentraciones de la droga. Sin embargo el
conocimiento de los diferentes mecanismos de accién de los agentes antimicrobianos permite predecir el efecto resuitante.
Porotrolado,en el desarrollo delas pruebas sinergicas de antibiéticos, los microbidlogos comunmente usan tableros de ajedrez
(checkerboard assay~ en dos dimensiones para ensayar dos agentes. Este ensayo puede realizarse con tubos ~macredilucién~
o con placas de poliestireno de 96 pozos(microdifucién~ utilizando medio liquido comoe diluente (213~.
El método mas conveniente es el microdilucion en caldo. El cual determina la actividad inhibitoria o bactericida de
concentraciones especificas en combinacién a un tiempo fijado.
Las interacciones in vitro se calculan algebraicamente y se interpretan como sinergia, indiferente o antagomsmo
En el método del tablero de ajedrez se diluye la droga A sobre el eje de las abcisas y se diluye la droga B sobre el eje de las
ordenadas. El tablero resultante contiene 96 pozos, en el que cada uno de ellos contiene una combinacion de concentraciones
diferente de cada una de los antibidticos.
El resultado puede ser graficado para facilitar su interpretacion las graficas son conccidas como ISOBOLOGRAMAS ~1,2~.
MATERIAL Y METODOS. Nicroorganismoss Actino~acllius pleuropneumoniae A~CC 27088 serotipo ~ Actino~acillus
p7europneumoniae A~CC 270g0 serotipo 3 Actinobdclllus pleuropneumoniae A~CC 33377 serotipo ~ Actino~ac~llus
pleuropneumoniae A~CC 33~90 sero~Ipo 7 stap~ylococcus aureus spp.
Antibiéticos: Kitasamcina. 950 mcg/mg. Floxacin. 983.6 mcg/mg. Enrofloxacina. 998 mcg/mg. Acido Oxdélinico. 890 mcg/mg.
Conbinaciénos de Antibidticos: la. Kitasamicina - Enrofloxacina 2a. Kitasamicina - Floxacin 3a. Kitasamicina - Ac. Oxélinico
Soluciones de los Antibidticos:
Seprepararon soluciones ~stockH de 512 mcgfml de cadaunodelos antibidticos, utilizando agua destilada estéril como diluente.
Se realizaron diluciones dobles seriadas, obteniendo un rango desde 512 mcgJmi hasta :
0.5 mcgimg.
Suspensidn del microorganismo:
A partir de un cuitivo puro del microorganismo se inoculé 25 ml de caldo Bal adicionado con 10~ de levadura, se incubd a 37°C
durante 20 horas. Posteriormente se ajusté para obtener una concentracion de aproximadamente
10$ UFC/ ml.
Prueba Sinergica del TablQro d~ Ajodrez (Nicrodilucion~:
Se colocaron volumenes constantes del antibiético A de arriba hacia abajo en la placa de 96 pozos (Nunclon}, comenzando por
la concentracién mas baja. Posteriormente se colocaron volumenes constantes del antibiético B de izquierda a derecha,
comenzando también por la concentracién mas baja. Finalmente se colocaron volumenes constantes de la suspensién
bacteriana a cada pozo de la placa.El pozo ~1 es control de cultivo y el ~12 control de medio. Se agitd la placa con suavidad e
incubé a 370C durante 20 horas.
Lectura de la prueba: :
Se colocaron las placas sobre una fuente de luz y seexaminaron cada uno de los pozos. El pozo A1 debera observar una turbidez
abundante, mientras que el ~12 debera observarse completamente claro. Se interpretaron los MICs para los antibidticos
individuales, se examinaron los pozos restantes que contienen las diferentes combinaciones de los antibioticos y se registraron
los resultados.
Calcuios:
Se calculo la fraccion de la concentracion inhibitoria (FIC index~ de cada una de las combinaciones de antibidticos.

}~IC del ~gente A en combin~cion
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HIC del ~gente A solo

Se calculo de la misma manera la FIC para el agente B.

iutQrprQtacion. x = FIC index
Sinergismo,xc 6=05
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Indiferente ,0.5<xco=4
Antagonis » , x > 4

RCSULTADOS Y DISCUSION

Se demostré que para los 4 serotipos de Actino~acillus pleuropneumoniae, la combinacién Kitasamicina-Floxacin el efecto fue
INDIFERENTE . Los valores de FIC fluctuaron entre 0.5 y 1.25, dando isobologramas tipicamente indiferentes. Un ejemplo lo
constituye el resultado para el serotipo 3.

La combinacién Kitasamicina-Enrofloxacina, para los cuatro serotipos tuve un efecto ANTAGONICO.Los valores de FIC
fluctuaron entre 4 y 64.Un ejemplo de esta interaccion se muestra en el Isobolograma, para el serotipo 1.

Finalmente para la combinacién Kitasamicina-Ac. Oxolinico el efecto fue de tipo ANTAGONICO para los serotipos 1,3 y 5,
mientras que para el serotipo 7 fue SINERGICO, tal y como se podra observar en el Isobolograma
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