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se realizaron estudios de induccidon de
resistencia contra este microorganismo.
La CIMsy y CIMgo fueron 2 y 4 ug/mL
respectivamente, con un rango entre 0,5

Resumen

El 2-bromo-5(bromo-2-nitrovinil-2)-
furano —denominado G-1— es un nuevo

compuesto antimicrobiano desarrollado
en Cuba con actividad de amplio espectro
frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas, levaduras y hongos. En el
presente trabajo se exponen los
resultados de la evaluacion in vitro de
este compuesto mediante la técnica de
microdilucion en caldo frente a 1084
cepas de Pseudomonas aeruginosa. Los
resultados se compararon con los
obtenidos por otros investigadores en
Canada a partir de cepas aisladas de
pacientes con fibrosis quistica y otras
patologias evaluadas in vitro contra
varios agentes antiseudomonas. También

a 16 pg/ml. Este valor se mantuvo en
cepas sensibles o resistentes a los
agentes antiseudomonas. Los esfuerzos
por inducir resistencia in vitro contra el
G-1 fallaron obteniéndose una frecuencia
de mutacién muy baja del orden de 1072
a varios multiplos de Ila CIM. Un
compuesto de esta naturaleza puede
tener un tremendo potencial terapéutico.
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Introduccion

El 2-bromo-5(bromo-2-nitrovinil-2)-furano —denominado G-1— es un nuevo compuesto
antimicrobiano desarrollado por el Centro de Bioactivos Quimicos,!*! Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas, Santa Clara, Cuba. Es un derivado furiletilénico, con un amplio
espectro de actividad frente a bacterias Gram positivas y negativas, bacterias anaerobias,
levaduras y hongos filamentosos.!>*1 En el presente trabajo se exponen los resultados de la
actividad in vitro de este compuesto frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa asi como los
resultados de estudios de induccion de resistencia in vitro frente a este microorganismo.

Materiales y métodos

La actividad in vitro del G-1 se determind frente a 1084 cepas diferentes de P. aeruginosa,
mediante la técnica de microdilucion en caldo segun las directrices del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS).[®! Las placas de microdilucién se incubaron a 35-37°C
durante 18-24 h. La mas baja concentracién del G-1 que mostrd crecimiento se considerd
como la concentracién inhibitoria minima (CIM).

Como control de la técnica empleada, se utilizd una cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (American Type Culture Collection).

Estudios de resistencia

El grado de mutacion de P. aeruginosa se determiné sembrando una placa con un inoculo
denso de agar Mueller-Hinton con concentraciones de G-1 del orden de 2, 4 y 8 multiplos de
la CIM. El grado de mutacion se calculd dividiendo el nimero de UFC después de un periodo
de 24 horas de incubacion entre el indculo inicial.

Posteriormente se realizaron siembras seriadas de P. aeruginosa en Caldo Mueller-Hinton
conteniendo 2 de la CIM del G-1 para inducir la resistencia in vitro. Se realizaron
comprobaciones cada 5 siembras segun se describié anteriormente.
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Resultados y discusion

Los resultados de la susceptibilidad in vitro del G-1 frente a los aislamientos clinicos de P.
aeruginosa y la cepa de control de calidad ATCC se resumen en la Tabla 1. La CIMsy y CIMgg
fue entre 2 y 4 ug/mL respectivamente, con un rango de 0.5-16 ug/mL. Los resultados frente
a la cepa de control de calidad fueron semejantes a los obtenidos con las cepas de
aislamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad in vitro del G-1 frente a Pseudomonas aeruginosa

_ _ CIM (ug/ml)
Microorganismo n CIMsy CIMo; Rango
P. aeruginosa 1084 2 4 0.5-16
P. aeruginosa ATCC 27853 11 4 8 4-8

Los resultados acerca de los estudios para determinar la actividad microcida o microstatica del
G-1 se exponen en la Tabla 2. Puede apreciarse que el G-1 matd a los microorganismos a
concentraciones aproximadas al valor de la CIM. Se requiere de estudios ulteriores de tiempo-
muerte para determinar el tiempo en que el G-1 mata a las bacterias.

Tabla 2. Efecto bactericida del G-1 frente a Pseudomonas aeruginosa

CIM(ug/mL) fBM (ng/mL) . y .
1 - 10 7 -
2 - 5 72 4
4 - - 2 1
8 - - _ -

La Tabla 3 resume los resultados de las pruebas del G-1 frente a cepas de P. aeruginosa que
fueron evaluadas como sensibles o resistentes a una amplia variedad de agentes
antimicrobianos. Se comprobd que el G-1 no tuvo fluctuaciones en los valores de CIMg, para
estos mismos microorganismos.

Tabla 3. Comparacion de Ila actividad in vitro del G-1 frente a cepas P. aeruginosa
sensibles o resistentes a agentes anti seudomonales

CIM (ng/ml)
Antibiotico Actividad n CIMs, CIMg Rango
Sensible 909 2 4 <0.5-16
Ciprofloxacina Intermedio 60 2 4 1-4
Resistente 83 2 4 1-8
Sensible 960 2 4 <0.5-16
Imipenem Intermedio 74 2 4 1-8
Resistente 44 2 4 1-4
Cefepime Sensible 937 2 2 <0.5-16
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Intermedio 72 2 2 <0.5-8
Resistente 72 2 4 <0.5-8
Sensible 1020 2 4 <0.5-16
Tobramycin Intermedio 15 2 4 1-4
Resistente 41 2 2 1-4
Sensible 982 2 4 <0.5-16
Gentamicina Intermedio 41 2 2 <0.5-4
Resistente 57 2 2 1-4
Sensible 905 2 4 <0.5-16
Ceftazidima Intermedio 120 2 4 0.5-8
Resistente 40 2 4 1-4
Sensible 989 2 4 <0.5-16
Piperacillin/Tazobactam Intermedio --- --- --- ---
Resistente 83 2 2 0.5-4
Sensible 1024 2 4 <0.5-16
Amikacina Intermedio 79 2 4 <0.5-4
Resistente 28 2 4 1-4

Segln Blondeau et al.[) estos agentes pertenecen a familias diferentes y la resistencia de
varios microorganismos a ellos indica diferentes mecanismos de accion. Algunos de estos
incluyen proteinas fijadoras de penicilina alteradas. Sin embargo, debe prestarse atencion al
hecho de que en este estudio se incluyeron organismos que muestran resistencia a las
quinolonas (girasa ADN alterada), sitios de enlace ribosomal alterados, resistencia a los -
lactamicos por la produccién de la enzima B-lactamasa y quizds otros mecanismos de
resistencia. Por tal razén, el G-1 no parece estar influenciado por ninguno de estos
mecanismos de resistencia.

G-1 parece ser bactericida cerca de la concentracién inhibitoria minima y no parece afectarse
negativamente por los mecanismos de resistencia antimicrobiana encontrada en otras clases
de agentes sefialados anteriormente. Por consiguiente, este compuesto puede tener un Unico
sitio asignado a su mecanismo de accidén. Se necesitan estudios mas especificos a fin de
estudiar algun tipo de mecanismo de resistencia en particular.[®”!

Las Tablas 4 y 5 muestran la CIM del G-1 comparada con la CIM de diferentes agentes
antimicrobianos evaluados en Canadd por otros investigadores con cepas aisladas de
pacientes con fibrosis quistica y otras patologias. Estas cepas fueron colectadas como parte de
estudios nacionales y provinciales coordinados por el Department of Clinical Microbiology of
the Royal University Hospital (Saskatoon, Saskatchewan, Canada).!®-1!!

Puede apreciarse que solamente la ciprofloxacina y trovafloxacina mostraron una mayor
actividad frente a P. aeruginosa que el G-1 (CIMs, mas baja), mientras que imipenem,
aztreonam vy ceftazidima tuvieron actividad semejante. Sin embargo, el G-1 posee una
actividad mas fuerte que el resto de los antimicrobianos.
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Tabla 4. Susceptibilidad de mas de 100 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes
con fibrosis quistica en algunas provincias de Canada. Comparacion con el G-1

Agente antimicrobiano CIM (ug/MD s
CIMsq CIMgg Rango

Ciprofloxacina 1 _ <0.25->4 58
G-1 2 4 0.5-16 100
Imipenem <0.5->16 78
Aztreonam <1->32 79
Ceftazidime <1-32 75
Cefoperazone <4->32 73
Netilmicin <2->32 31
Cefotaxime <2->64 38
Ticarcillin <16->128 87
Ceftriaxone <2->64 25
Carbenicillin <16->128 89
Mezlocillin <16->128 70
Azlocillin <64->64 75
Comparacién con el G-1 S = % Cepas sensibles

= Mayor
I = Semejante

= Menor

Tabla 5. Susceptibilidad de mas de 6000 cepas de P. aeruginosa aisladas en algunas
provincias de Canada. Comparacioén con el G-1

Agente antimicrobiano CIM (ng/mL) S
CIMsq CIMgg Rango
Ciprofloxacin <0.19 1 0.064/>256 89
Trovaflaxin 0.5 3 0.094/>32 67
Imipenem 1 <0.5/>16 90
G-1 2 4 0.5/16 100
Ceftazidime <1/>64 90
Aztreonam <1/>32 79
Netilmicin <2/>32 77
Cefoperazone <4/>32 85
Ticarcillin <16/>128 91
Carbenicillin <16/>128 91
Cefotaxime <2/>64 15
Ceftriaxone <2/>64 6
Mezlocillin <16/>128 85
Azlocillin <64/>64 90
Azithromycin 16/>256 0
Clarithromycin 64/>256 0
Ampicillin >256 0
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Roxithromycin >256 >256 >256 0
Comparacién con el G-1 S = % Cepas sensibles

= Mayor
P = semejante

= Menor

Se observé una frecuencia de mutacién muy baja (<1x10!?) después de la exposicién a una
alta densidad de inéculo de P. aeruginosa a 2, 4 y 8 multiplos de la CIM del G-1 (Tabla 6).
Como la carga bacteriana puede alcanzar 10°-10*° células en un tejido infectado,!*? un nuevo
agente antimicrobiano debe tener una frecuencia de mutaciéon enddgena de <107°M13], Este
resultado significa que la probabilidad de obtener un mutante de este organismo resistente al
G-1 es extremadamente baja. Igualmente, subcultivos de P. aeruginosa a concentraciones
subinhibitorias no aumentaron los valores de la CIM después de 20 resiembras (Tabla 7),
corroborandose la fuerte actividad de este compuesto frente a este microorganismo.

Table 6. Frecuencia de mutacion de P. aeruginosa frente a varios multiplos de la CIM

del G-1
Microorganismo Mdlltiplo de Frecuencia de
la CIM mutacion
2 <1x107?
P. aeruginosa ATCC 27853 4 <1 x 1012
8 <1x 102

Tabla 7. Valores de la CIM después de 5 pases a concentraciones subinhibitorias del

G-1
CIM (pg/mL) después del pase
Microorganismo ndamero:
0 5 10 15 20
P. aeruginosa ATCC 27853 8 8 8 8 8
P. aeruginosa No. 91 8 8 8 8 8
CONCLUSIONES

El 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1) posee una fuerte actividad in vitro frente a
P. aeruginosa, la cual es superior a la mayoria de los agentes antiseudomonas. Este
compuesto tampoco se ve afectado por los mecanismos de resistencia desarrollados por los
microorganismos contra los principales agentes antimicrobianos usados en la terapéutica.
Existe muy baja probabilidad de que P. aeruginosa se haga resistente al G-1
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