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REPORTE FINAL DE ESTUDIO (RF) 
 

1. Título 
Evaluación de la sinergia antimicrobiana de doxiciclina y florfenicol contra cepas 
ATCC de Pasterurella multocida, Mannheimia haemolytica y Haemophilus 
sommus. 
 

2. Número de Ensayo 
17-2011 
 

3. Tipo de Estudio 
Ensayo clínico de Laboratorio 
 

4. Objetivo General 
Determinar el tipo de actividad (sinergia, efecto aditivo, indiferencia o 
antagonismo) que evidencian la doxiciclina y florfenicol al usarse en conjunto 
frente a cepas de referencia de Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica 
e Haemophilus somnus, así como las concentraciones mínimas inhibitorias en la 
que ambos antibióticos presentan sinergia ante los patógenos evaluados. 
 

5. Sponsor 
Agrovet Market S.A. 
Dirección: Av. Canadá 3792-3798 San Luis, Lima 30, Perú. 
Teléfono: (51) (1) 435 2323 
 
5.1. Equipo de Trabajo 

Roxana Angelats Mori – Jefe de Investigación y Diseño Experimental 
Jose Tang Ploog – Sub Gerente de Investigación y Desarrollo. 
Luis Alfredo Chávez Balarezo – Asistente de Investigación, Diseño e 
Innovación 
Ana Gabriela Murguía Quintana – Jefe de Investigación en Sanidad animal 
Gino Castillo – Supervisor en Sanidad animal 

 
6. Lugar de Estudio 

El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Bacteriología y Micología de la 
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos, ubicada en el distrito de San Borja, Lima. 
 

7. Antecedentes y Justificación 
La Doxiciclina y el Florfenicol son antibióticos de amplio espectro que actúan 
tanto sobre bacterias grampositivas como gramnegativas, así como  en algunas 
especies de ricketsias y clamidias (Prescott, 2002). Ambos tienen acción 
bacteriostática, ya que actúan sobre receptores ribosomales bacterianos 50s  
para Florfenicol y 30s  para Doxiciclina, bloqueando la comunicación entre ARNr 
y ARNt, inhibiendo así la síntesis proteica bacteriana (Plump, 2002)  y por lo 
tanto el crecimiento y la multiplicación de los microorganismos (Adams, 2003). 
Sin embargo, en recientes investigaciones se cree que la doxiciclina tendría una 
efecto además en la subunidad ribosomal 50s (Sumano, 1997; Plumb, 2002; 
Adams, 2003). 
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El florfenicol pertenece a la familia de los fenicoles, reconocidos por su amplio 
espectro de acción. El florfenicol contiene modificaciones mayores frente al 
ancestro de la familia de los fenicoles, el cloranfenicol: la primera, un cambio de 
un grupo nitro en grupo metil-sulfonil, que elimina el riesgo de aplasia medular 
que hizo prohibir el cloranfenicol (Adams, 2003).  La segunda es un cambio de 
un grupo hidroxilo por un átomo de flúor, haciendo al florfenicol insensible a las 
cloranfenicol- acetil-transferasas, enzima productora del proceso de resistencia 
bacteriana al cloranfenicol (Prescott, 2002).  
 
Dentro del espectro de acción del Florfenicol destaca su efecto sobre Proteus, 
Shigella, Salmonella, Staphylococcus, Enterococos y Hemophilus (Sumano, 
1997). A su vez, se han realizado numerosos estudios en bovinos donde se ha 
demostrado la efectividad del Florfenicol en el tratamiento del Sindrome 
Respiratorio Bovino (Pasteurella hemolítica, Mannheimia multocida o 
Haemophillus somnus) (Adams, 2003). 
 
Por su parte, la Doxiciclina es un derivado sintético de las tetraciclinas, que actúa 
sobre bacterias, mycoplasmas, clamidias y algunos protozoarios (Prescott, 
2002). Es la más liposoluble de las tetraciclinas por lo que logra una amplia 
distribución en el organismo, contando con un mayor índice de  biodisponiblilidad 
(Sumano, 1997). Las bacterias más sensibles a la Doxiciclina son los 
estreptococos, neumococos, gonococos, clostridios (Sumano., 1997), Bacillus 
spp, Corynebacterium spp., Erysipelothryx rhusiopatiae, Listeria monocytogenes, 
Actinobacillus spp., Brucella spp. Francicella tularensis, Haemophilus spp., 
Pasteteurella multocida, Borrelia spp., Leptospira spp., Actinomyces spp., 
Mycoplasma spp. (Adams., 2003). 
 
La actividad de la Doxiciclina frente a las bacterias gramnegativas es similar  a la 
del Florfenicol. A su vez, se  destaca que la Doxiciclina es efectiva contra 
patógenos respiratorios (Sumano, 1997). 
 
En  procesos respiratorios del ganado vacuno se observa, que tanto la 
doxiciclina como el florfenicol resultan efectivos contra los principales agentes 
etiológicos (Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis y mycoides, Manheimia 
haemolytica, Arcanobacterium pyogenes), aunque cabe recalcar que se ha 
reportado mayor resistencia a las tetraciclinas (Constable et al., 2008). Debido al 
surgimiento de cepas resistentes de los patógenos respiratorios en mención, es 
necesario buscar combinaciones antibióticas que evidencien un efecto sinérgico 
sin necesidad de aumentar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de cada 
uno. 
 
Los efectos en la actividad combinada de dos antimicrobianos pueden ser los 
siguientes: Indiferencia, donde la actividad de los dos antimicrobianos no difiere 
de la actividad del más efectivo en solitario;  Adicción, donde la actividad de los 
dos antimicrobianos es aproximadamente la suma de las actividades de los dos 
antimicrobianos separados; Sinergismo, donde la actividad de los dos 
antimicrobianos es significativamente mayor que la adicción de las actividades 
de los dos antimicrobianos separados; y Antagonismo, donde  la actividad de los 
dos antimicrobianos juntos es significativamente menor que la suma de las 
actividades de los dos antimicrobianos separados (Picazo, 2000).  
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Al no existir estudios que demuestren la actividad combinada del florfenicol y la 
doxiciclina, es necesario realizar un ensayo de laboratorio que evidencie la 
posible sinergia de ambos antimicrobianos. 
 

8. Fecha de Estudio y duración 
El Estudio se llevo a cabo del 12 de Diciembre del 2011 hasta el 4 de Enero del 
2012, con una duración total de 24 días. 
 

9. Materiales y Métodos 
 
9.1. 

El PVI es una solución comercial entre los que figuran dos antibióticos, 
los cuales fueron los usados en el presente estudio y  se refiere a 
Florfenicol y Doxiciclina (Respibiotic ® 48 horas) 

Tratamiento 

 
9.2. 

Se realizó la técnica del tablero de ajedrez descrita por Picazo (2000), en 
la cual se utilizarán diferentes diluciones de los antimicrobianos 
(florfenicol y doxiciclina)  en concentraciones superiores o inferiores a la 
CMI de cada uno de ellos frente a los microorganismos a estudiar. Para 
ello se realizarán los siguientes pasos: 

Procedimientos de estudio 

1. 
a. En el eje X de colocará las diluciones del antimicrobiano A 

(doxiciclina) en las siguientes concentraciones: 0; 0.06; 0.12; 0.25; 
0.50; 1 y 2 veces la CMI.  

Preparación de diluciones 

b. En el eje Y se colocará las mismas diluciones del antimicrobiano B 
(florfenicol) de forma que la primera casilla corresponda a 0 X CMI de 
los dos antimicrobianos. 

 
2. 

a. Se recuperarán las cepas ATCC adquiridas. 
Preparación del inóculo e inoculación 

b. Se preparará un matraz con una concentración de 2x105 UFC/ml de 
cada una de las cepas a testar.  

c. Se inoculará 0.5ml del inóculo  a cada una de las diferentes 
combinaciones, de manera que finalmente se obtendrá un inóculo de 
1 x105 UFC/ml.  

d. Se incubará a 35-37ºC durante 16 a 20 horas. 
 

3. 
a. Luego del período de incubación de procederá a realizar la lectura de 

los tubos, determinando la inhibición del crecimiento bacteriano por la 
ausencia de turbidez del caldo. 

Determinación de la actividad combinada 

b. Luego se procederá a determinar la concentración inhibitoria 
fraccionaria (CIF) de cada antibiótico. Este índice se calcula dividiendo 
la concentración del antimicrobiano necesario para inhibir el 
crecimiento de una fila o columna entre la CMI de ese antimicrobiano 
frente al microorganismo ensayado. Una vez obtenidas las CIF de 
cada antimicrobiano se obtendrá el CIF conjunto mediante la suma de 
ambos CIF. La fórmula se muestra a continuación: 



 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 
Facultad de Medicina Veterinaria 

Laboratorio de Bacteriología y Micología 
Av. Circunvalación Cdra. 29 San Borja 

Telf. 435-3348 –Anexo 210   
 

Adaptado de Guía VICH GL9 – FDA                                                                                      SSA – F14 V03 
20.09.12 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐶𝐼𝐹 =  
(𝐴)

(𝐶𝑀𝐼)𝑎
+

(𝐵)
(𝐶𝑀𝐼)𝑏

 

 
c. Para la interpretación de los resultados se comparará con los 

siguientes índices de CIF establecidos:  
i. Si CIF ≤ 0,5 hay sinergismo 
ii. Si CIF > 0.5 y ≤ 1 hay adicción 
iii. Si CIF > 1 y ≤ 4 se suele considerar indiferencia 
iv. Si CIF > 4 se considera antagonismo. 

 
10. Resultados 

Los resultados para la cepa patrón ATCC® 12945 Pasteurella multocida subsp. 
Multocida se aprecian en el siguiente cuadro:  
 

Cuadro N°1: Efectividad de antibióticos contra cepa patrón  
ATCC® 12945 Pasteurella multocida subsp. multocida 

 

 
El recuadro aparece sombreado en gris cuando el tubo ensayado con la concentración antibiótica  
combinada (indicada en los ejes X/Y) se observó turbidez, es decir, hubo crecimiento bacteriano. 

 
La CMI de Doxiciclina se determinó en 2 y la CMI de Florfenicol en 4. Aplicando 
la fórmula para determinar Concentración Inhibitoria fraccionada (CIF):  

 
(𝐴)

(𝐶𝐼𝐹)𝑎
+

(B)
(𝐶𝐼𝐹)𝑏

= 𝐶𝐼𝐹𝑎 + 𝐶𝐼𝐹𝑏 = Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐶𝐼𝐹 

 

CIF =
2
4

+
4
2

= 0.5 + 2 = 𝟐.𝟓 → 𝐄𝐟𝐞𝐜𝐭𝐨 𝐈𝐧𝐝𝐢𝐟𝐞𝐫𝐞𝐧𝐭𝐞 
 
Los resultados para la cepa patrón ATCC® 700025 Haemophilus somnus se 
aprecian en el siguiente cuadro:  
 

Cuadro N°1: Efectividad de antibióticos contra cepa patrón  
ATCC® 700025 Haemophilus somnus 
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El recuadro aparece sombreado en gris cuando el tubo ensayado con la concentración antibiótica  
combinada (indicada en los ejes X/Y) se observó turbidez, es decir, hubo crecimiento bacteriano. 

 
La CMI de Doxiciclina se determinó en 8 y la CMI de Florfenicol en 4. Aplicando 
la fórmula para determinar Concentración Inhibitpria fraccionada (CIF):  
 

(𝐴)
(𝐶𝐼𝐹)𝑎

+
(B)

(𝐶𝐼𝐹)𝑏
= 𝐶𝐼𝐹𝑎 + 𝐶𝐼𝐹𝑏 = Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐶𝐼𝐹 

 

CIF =
8
4

+
4
2

= 2 + 2 = 𝟒 → 𝐄𝐟𝐞𝐜𝐭𝐨 𝐈𝐧𝐝𝐢𝐟𝐞𝐫𝐞𝐧𝐭𝐞 
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Los resultados para la cepa patrón ATCC® 33396 Manheimia haemolytica se 
aprecian en el siguiente cuadro:  
 

Cuadro N°1: Efectividad de antibióticos contra cepa patrón  
ATCC® 33396 Manheimia haemolytica 

 

 
El recuadro aparece sombreado en gris cuando el tubo ensayado con la concentración antibiótica  
combinada (indicada en los ejes X/Y) se observó turbidez, es decir, hubo crecimiento bacteriano. 

 
La CMI de Doxiciclina se determinó en a y la CMI de Florfenicol en 2. Aplicando 
la fórmula para determinar Concentración Inhibitpria fraccionada (CIF):  

(𝐴)
(𝐶𝐼𝐹)𝑎

+
(B)

(𝐶𝐼𝐹)𝑏
= 𝐶𝐼𝐹𝑎 + 𝐶𝐼𝐹𝑏 = Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐶𝐼𝐹 

 

CIF =
1
4

+
2
2

= 0.25 + 1 = 𝟏.𝟐𝟓 → 𝐄𝐟𝐞𝐜𝐭𝐨 𝐈𝐧𝐝𝐢𝐟𝐞𝐫𝐞𝐧𝐭𝐞 
 

11. Conclusiones 
El presente estudio no encontró alguna relación de Sinergia ni antagonismo en 
el efecto del Florfenicol y la Doxicilina combinados. La presencia de ambos 
antibióticos en una misma fórmula comercial se puede justificar en la posibilidad 
de cubrir el espectro de bacterias en caso exista resistencia a alguno de los dos 
antibióticos. 
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13. Análisis de Laboratorio 
 

 
 
 
 
______________________ 
Laboratorio de Bacteriología y Micología 
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos 
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15. Anexos 
Anexo N°1: Resultados de laboratorio
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