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La virulencia bacteriana refleja la habilidad de los mi-
croorganismos, cuando estos son infectivos, para pro-
ducir efectos patológicos cuando invaden un huésped
susceptible.

De hecho que la severidad y la extensión de dichos
efectos dependerá del inóculo bacteriano, de la habilidad
para adherir y desarrollar sus mecanismos de virulencia,
sean estos de invasión, toxicidad u otros y de su capaci-
dad para enfrentar las variadas estrategias del huésped
puestas en juego para la defensa frente a la agresión.

La producción de adhesinas, hemolisinas, enzimas y
toxinas entre otros, son importantes factores de virulen-
cia en la patogénesis de las enfermedades infecciosas.
Dichos factores pueden tener codificación plasmídica,
cromosómica o por tansposones y aún mediante bacte-
riófagos [1] [2].

Entre las bacterias involucradas en la diarrea aguda
infantil, en el mundo en desarrollo, Escherichia coli ente-
ropatógeno (ECEP) ocupa un lugar importante. Este mi-
croorganismo posee una serie de factores de virulencia
codificados plasmídica y cromosómicamente que posibi-
litan una amplia gama de interacciones con el huésped y
que actúan coordinadamente para facilitar la colonización
del intestino, conduciendo a la alteración de la integridad
de la membrana y otros efectos indeseables [3].

ECEP se caracteriza fenotípicamente por su habilidad
de adherirse a monocapas de células en cultivo con un
patrón de adherencia localizada, asociada con una fim-
bria llamada BFP (bundle-forming pili), codificada por el
gen bfp [4].

Algunos antimicrobianos en concentraciones subin-
hibitorias son capaces de modular la expresión de genes
asociados a la virulencia, interfiriendo en los procesos
de interacciones entre el huésped y los microorganis-
mos, tales como en la adherencia, la producción de toxi-
nas, hemolisinas, el mejoramiento de la fagocitosis, etc. [5].

Entre esas interferencias están descriptas la capaci-
dad de actuar de anti-adhesinas al afectar la síntesis y
expresión de las adhesinas bacterianas, por formación
de adhesinas aberrantes o pérdida de su función especí-
fica o bien eliminar plásmidos que codifican virulencia o
resistencia, como es el caso de ciprofloxacina [6]. Tam-
bién pueden alterar el ADN cromosómico inhibiendo la
transcripción del mensaje genético necesario para la ex-
presión de los factores anteriormente mencionados. Estos
mecanismos fueron investigados con concentraciones
subinhibitorias del antimicrobiano, de tal modo que la
bacteria, aunque viable, perdería los mecanismos que le
permiten desarrollar efectos indeseables en el huésped.

La mayor parte de los trabajos se desarrollaron con
Staphylococcus coagulasa negativa, Pseudomonas spp
y otras bacterias gram negativas, como Klebsiella spp y
Escherichia coli [7] [8] [9] [10] [11].

El trabajo se realizó con el objeto de investigar la ac-
ción de concentraciones subinhibitorias de ciprofloxaci-
na sobre algunos factores asociados a la virulencia,
como adherencia, movilidad, hemolisinas y fagocitosis
en cepas de Escherichia coli enteropatógeno (ECEP).
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Se seleccionaron cepas de ECEP (identificadas por
sondas moleculares) que presentaban un patrón de ad-
herencia localizada en células HEp-2.
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Se determinó la CIM a ciprofloxacina (CIP), (Bayer,
Argentina) por el método de dilución en medio sólido se-
gún normas e interpretación de resultados del NCCLS
[12].

Como controles se utilizaron cepas patrones: Escheri-
chia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 para control
de timidina del medio de cultivo Mueller -Hinton.
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La exposición de las cepas seleccionadas de ECEP a
las concentraciones subinhibitorias de CIP se realizó en
medio Caldo Mueller-Hinton (CMH). Conocida la CIM a
CIP que presentaban las cepas, los caldos se prepararon
a fin de lograr en los mismos las concentraciones subin-
hibitorias de la droga. Una ansada de cada una de las
cepas fue inoculada en dichos caldos, los que se incuba-
ron a 35ºC sin agitación durante 24 hs. Las concentracio-
nes sub-CIM utilizadas fueron las correspondientes a 1/
2, 1/4, 1/8 y/o 1/16 de CIM.

��1�=&
'�
$�&=�)�'&'

De cada tubo se transfirió (previa agitación) una an-
sada a agar tripteína soya (ATS). Las placas se incubaron
a 35ºC durante 24 hs.
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Para evaluar la acción de concentraciones sub-CIM
de CIP sobre la movilidad se utilizó la metodología pro-
puesta por Braga y col. [13] y una modificación de la mis-
ma, realizada por el grupo de trabajo.
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Se trabajó con siete de las cepas ECEP seleccionadas
previamente. Como controles se incluyeron: Escherichia
coli ATCC 25922 (movilidad positiva) y un aislamiento
clínico de Shigella flexneri (movilidad negativa).

Previamente, y a fin de estimular la movilidad de las
cepas a estudiar, se decidió utilizar la metodología pro-
puesta por Craigie [14]: todas las cepas se sembraron con
ansa aguja en un tubo contenido dentro de otro con medio
de Craigie (caldo nutritivo 8 gr, extracto de levadura 2 gr,
cloruro de sodio 5 gr, nitrato de potasio 1 gr, agar-agar 3 gr,
agua destilada 1000 ml, pH 7,6). Los tubos se incubaron 24
hs a 35ºC. Luego se realizó un primer pasaje que consistió
en transferir la cepa que había desarrollado a los lados ex-
ternos del tubo central a un nuevo tubo con medio de
Craigie. Dicho proceso se llevó a cabo durante siete días.

Una vez estimuladas las cepas de ECEP, 10 µl de un
inóculo de trabajo, de cada una de las cepas, contenien-
do aproximadamente 30 x 108 UFC/ml, seleccionado pre-
vios ensayos con suspensiones de diferentes concen-
traciones, fue inoculado en CMH durante toda la noche a
37ºC. Luego, 5 µl de cada una de estas suspensiones fue
sembrado en el centro de una placa de Petri conteniendo
10 ml de agar movilidad (tripteína 1%, NaCl 0.5%, agar-
agar 0.25% en agua destilada pH 7.1), a las que se adicio-
nó CIP a fin de lograr en las mismas las concentraciones
sub-CIM de 1/2 y 1/4 CIM. Se incluyeron siembras de
cepas sin antimicrobiano.

Las placas se ubicaron en un recipiente preparado
para mantener una atmósfera húmeda que se incubó a
35ºC. Las lecturas de las zonas de movilidad se realizaron
cada hora con un calibre y luz oblicua.

Paralelamente, con igual lote de medio de movilidad,
lote de CIP e inóculo, se procedió a realizar una ligera
variación de la técnica tomada como referencia. Las modi-
ficaciones se realizaron con la finalidad de evaluar, en
caso de observarse inhibición de la movilidad, si esta era
reversible o irreversible, o sea, si dependía o no de la pre-
sencia de antimicrobiano en el medio.

Las cepas desarrolladas en CMH con y sin concen-
traciones sub-CIM de CIP, fueron lavadas tres veces con
buffer PBS (pH 7,2) antes de proceder al ajuste del inócu-
lo y la siembra en el medio de movilidad. Las suspensio-
nes obtenidas fueron sembradas en agar movilidad sin el
agregado del antimicrobiano.

Cada test fue realizado entre 6 y 9 veces para cada
cepa y para cada concentración sub-CIM y control. Los
valores están expresados como la media de todos los
datos +/- el error estándar de las medias. Las diferencias
significativas fueron calculadas usando el test de Stu-
dent. Las diferencias fueron consideradas estadística-
mente significativas cuando el test presentó un valor
menor o igual a 0,05.
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A fin de evaluar la fagocitosis de ECEP sometidas a
concentraciones sub-CIM de CIP, se trabajó de acuerdo
a Braga y col. [13]. En este ensayo se incluyeron seis de
las cepas ECEP seleccionadas.

Se procedió a la extracción de sangre humana sin an-
ticoagulante. La sangre entera (2 ml) se colocó sobre
portaobjetos, con bordes previamente sellados para evi-
tar el desborde. Los portaobjetos se incubaron a 35ºC,
durante 2 horas, en cámara húmeda a fin de lograr la for-
mación de coágulo de fibrina y adhesión de polimorfonu-
cleares (PMN). El coágulo fue retirado cuidadosamente
con una aguja y los portaobjetos fueron lavados con
Solución de Hanks (NaCl 8 gr, KCl 400 gr, PO

4
HNa

2
 60gr,

PO
4
H

2
K 60 gr, SO

4
Mg.7H

2
O 100 gr, Cl

2
Ca 140 gr, Cl

2
Mg

100 gr, Glucosa 1gr, C0
3
HNa 350 gr, rojo fenol 2.5 gr, H

2
O

bidestilada csp. 1000 ml).
Las cepas ECEP, cultivo fresco de 24 hs., en agar trip-

ticasa soya (ATS), fueron suspendidas en solución fisio-
lógica (SF) hasta alcanzar una turbidez equivalente al 0,5
de Mc Farland.

Las suspensiones bacterianas se enfrentaron a los
PMN adheridos a los portaobjetos durante 30 min., a
una temperatura de incubación de 35ºC.

Cumplido este paso, los portaobjetos fueron fijados
y coloreados con Naranja de Acridina según se describe
en [15]. La observación se realizó utilizando un micros-
copio de fluorescencia y se procedió al recuento de las
bacterias fagocitadas por los PMN.
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Se trabajó con 9 de las cepas ECEP seleccionadas y
con la finalidad de evaluar la acción de CIP en concentra-
ciones sub-CIM sobre el gen bfp. En cada ensayo se
usó un control positivo: Escherichia coli 2348/69 y un
control negativo: Escherichia coli HS.

La investigación de la presencia del bfp se realizó por
la técnica de PCR [16] utilizando un set de “primers” (ce-
badores) que amplifican una región de 324 pares de bases
del gen bfp:

START 5’CAATGGTGCTTGCGCTTGCT3’
STOP 5’GCCGCTTTATCCAACCTGGT3’

Las cepas sometidas a las concentraciones sub-CIM
deseadas (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) se lavaron 3 veces con PBS
pH 7,2. Los sedimentos obtenidos se re-suspendieron en
PBS pH 7,2 hasta alcanzar una concentración final equi-
valente al 4 de Mc Farland.

Para la preparación del templado, a 100 µl de cada uno
de los sedimentos se agregó 150 ml de Tritón 1% y se los
sometió a Baño María hirviente (100°C) durante 10 minu-
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tos. El sobrenadante obtenido, luego de centrifugarlos a
10000 r.p.m. durante 10 minutos, fue el que se utilizó
como templado.

El esquema de ciclado consistió en: un primer ciclo de
desnaturalización de 2 min. a 94ºC, 30 ciclos de 1 in a
94ºC, 2 in a 56ºC y 1 in a 72ºC, y un ciclo de extensión final
de 3 in a 72ºC.

Los fragmentos de amplificación fueron separados
mediante corrida electroforética sobre gel de agarosa al
2% (p/v), visualizados por transiluminación UV previa
coloración con bromuro de etidio y fotografiados con
cámara Polaroid. En cada corrida se utilizó un marcador
de peso molecular (100 bp Ladder, Promega, USA) para
identificar los fragmentos de 324 pares de bases corres-
pondientes a la región del gen bfp amplificado.

�(%&�"
'�
 �(G�=� �6(
'�
G�2")�%�(&%

Para dicho ensayo se trabajó con tres cepas de ECEP
seleccionadas por producir a-hemolisinas según metodo-
logía descripta por Gyles y col. [17], quienes proponen
que si se observa la presencia de hemólisis en agar san-
gre oveja, preparado tanto con eritrocitos lavados como
sin lavar a las 3 hs. de incubación estamos en presencia
de un fenotipo alfa-hemolítico. Se incluyeron como con-
troles Escherichia coli ATCC 25922 (no productora de
hemolisinas) y Escherichia coli 32511 E-Hly+ (cepa
productora de hemolisinas) provista gentilmente por la
Dra. Marta Rivas del ANLIS-Malbrán.

Las cepas (estrías de 24 hs.) se sembraron en CMH
sin antibiótico y con concentraciones de CIP equivalen-
tes a 1/2, 1/4 y 1/8 de la CIM de las cepas. Los caldos se
incubaron en estufa sin agitación a 35ºC, durante toda la
noche. Al día siguiente se realizó, de cada uno de ellos,
una dilución 1/100 en CMH fresco luego de ajustar pre-
viamente el inóculo a una concentración equivalente al 2
de Mc Farland. Los nuevos cultivos se incubaron con
agitación en Shaker (120 r.p.m.) a 35ºC durante 6 horas.

Finalizado este período, una alícuota se transfirió a
placas de ATS con ansa calibrada a fin de comprobar si
la concentración de gérmenes presentes era equivalente
en todos los tubos con y sin el agregado de CIP así
como la pureza de los cultivos, y se evaluó la producción
de hemolisinas según la metodología propuesta por May
y col. [18] trabajando con eritrocitos ovinos. La lectura
se realizó en espectrofotómetro a una absorbancia de 543
nm y como blancos de reacción se utilizaron: 400 µl de
agua + 400 µl de eritrocitos (100% de hemólisis) y 400 µl
de SF + 400 µl de eritrocitos (0% de hemólisis).

Cada test fue realizado 6 veces para cada cepa y para
cada concentración sub-CIM y control. A los resultados
de absorbancia obtenidos se les restó el valor de corres-
pondiente al blanco de reacción (0% de hemólisis). Los

valores están expresados como la media de todos los
datos +/- el error estándar de las medias. Las diferencias
significativas fueron calculadas usando el test de Stu-
dent. Las diferencias fueron consideradas estadística-
mente significativas cuando el test presentó un valor me-
nor o igual a 0,05.
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Existen numerosas evidencias de la acción de algunos
antimicrobianos en concentraciones sub-inhibitorias so-
bre diversos factores asociados a la virulencia, como la
movilidad, la adherencia, la capacidad de producir toxinas
y también sobre las interacciones con las defensas del
huésped, como la fagocitosis [19].

�(%&�"
'�
�(G�=� �6(
'�
)&
2"$�)�'&'

Dada la posibilidad de que al disminuir la movilidad
se disminuye la diseminación de la infección, es la movi-
lidad un importante factor asociado a la virulencia.

Son muy escasas las referencias a la alteración de la
movilidad en Escherichia coli sometidas a concentracio-
nes sub-inhibitorias de CIP.

La acción de algunas quinolonas sobre la movilidad
fue estudiada por Braga y col. [13]. Estos autores de-
muestran una significativa reducción de la movilidad lue-
go de que las cepas fueran tratadas con diluciones de
CIM desde 1/2 a 1/16.

En nuestra experiencia, si bien se observa en valores
absolutos (Tabla 1), una disminución en el diámetro de la
zona de “swarming” (o movilidad) en las cepas someti-
das a concentraciones sub-inhibitorias, al aplicar trata-
miento estadístico dichas disminuciones no fueron signi-
ficativas. A partir de las 3 horas de incubación, la dismi-
nución fue mayor con el método propuesto por Braga
[13], en especial al someter las cepas a concentraciones
sub-inhibitorias de ½ CIM.

En la modificación realizada por la Cátedra (Tabla 2),
observamos que la disminución se produjo a partir de las
4 horas, siendo menos marcada que la ocurrida siguien-
do el método de Braga [13]. También se observó que las
cepas previamente sometidas a ¼ CIM al eliminar la ac-
ción del antimicrobiano, no veían afectada su capacidad
de movilidad.
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Existen evidencias acerca de los cambios bioquími-
cos y morfológicos que ocurren en las bacterias cuando
son tratadas con concentraciones sub-letales de algunos
antimicrobianos, lo que conduciría a hacerlas más sus-
ceptibles a la fagocitosis y a la muerte celular.
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La mayoría de las publicaciones en el tema están refe-
ridas a estos cambios en bacterias gram positivas, siendo
muy escasas las referidas a Escherichia coli, como las
de Braga y col. [13], quienes trabajando con fleroxacina y
ciprofloxacina en concentraciones 1/2 de la CIM observa-
ron un aumento de la fagocitosis en cepas capsuladas
del germen, no así cuando la quinolona ensayada fue ru-
floxacina. Para esta quinolona, solo obtuvieron un incre-
mento significativo de la muerte celular hasta una dilu-
ción de 1/8 de la CIM.

En nuestra experiencia, cuando investigamos la fago-
citosis de las cepas de ECEP tratadas con diferentes con-
centraciones sub-letales de CIP (Tabla 3) ninguna de las
seis cepas estudiadas mostró modificación estadística-
mente significativa de la misma.
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La acción de antibióticos a concentraciones sub-in-
hibitorias sobre fimbrias, ha sido relatada por diversos

autores. Entre ellos, Abalia y col. [20] trabajando con
CIP y Escherichia coli uropatógena, no encontraron
diferencias cualitativas en las proteínas fimbriales, de
las cepas sometidas a concentraciones sub-inhibitorias
del antimicrobiano, aunque sí una significativa dismi-
nución en el porcentaje de fimbriación que condujo a
un importante riesgo de la formación de células sin fim-
brias. Estos autores le atribuyen a CIP, la capacidad, a
dosis subinhibitorias, de inhibir la síntesis proteica fim-
brial, mediante la represión de la transcripción de los ge-
nes de las fimbrias sin producir modificaciones cualitati-
vas en las mismas, proceso que ocurriría a posteriori de
la reacomodación, reparación, de la bacteria al ambiente
con la droga.

Aprovechando la capacidad de afectar la pérdida de
fimbrias de quinolonas, ya observada por nosotros [1],
investigamos la acción de concentraciones subinhibito-
rias de CIP sobre la alteración, borramiento o aparición de
adhesinas aberrantes en cepas de ECEP.
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Cuando investigamos la acción de CIP en diferentes
concentraciones sub-CIM sobre el gen bfp, que codifi-
ca la fimbria BFP (asociada al patrón de adherencia loca-
lizada) en las nueve cepas de ECEP seleccionadas, en-
contramos que en concentración de 1/2 de CIM dismi-
nuye la detección de bfp en un 22% (2/9), a 1/4 de CIM
el 11% (1/9), a 1/8 de CIM el 22% (2/9) y a 1/16 el 11%
(1/9). (Tabla 4).

Estos hallazgos nos permiten afirmar que, en las con-
diciones de nuestro estudio, la disminución en la detec-
ción del gen bfp, no fue de magnitud tal que nos posibili-
te especular sobre la alteración de este importante factor
de virulencia involucrado en la adhesión.

Autores como Kovarik, Hoepelman y Verhoef en 1989
[21] no encontraron una significativa inhibición de la
adhesión de Escherichia coli por CIP. Mientras que Lo-
ubeyre y col. [2] trabajando con pefloxacina refieren el
requisito del magnesio para que la pefloxacina alcance el
LPS (lipopolisacárido) de la bacteria y ejerza la acción de
antiadhesión, ya que la asociación magnesio-LPS induci-

ría a la desorganización de la membrana externa, con la
consecuente pérdida de fimbrias. Otras posibles varia-
bles, como la concentración de magnesio usada, deben
ser nuevamente estudiada, dada la importancia de este
catión en el mecanismo de antiadhesión de antimicrobia-
nos en concentraciones subinhibitorias como quinolo-
nas particularmente.
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Nosotros hemos realizado un trabajo [22] en el que eva-
luamos la actividad subinhibitoria de rifampicina sobre la
capacidad hemolítica de especies de Aeromonas spp. pro-
venientes de niños con y sin diarrea, donde se logró la re-
ducción de la capacidad hemolítica (posiblemente ligada a la
enterotoxicidad) en por lo menos el 75% de las cepas

Si bien rifampicina no es un antibiótico usado en la
terapéutica de infecciones ocasionadas por Escherichia
coli diarrogénico, este ensayo lo tomamos como un buen
modelo para aplicar a otros agentes antimicrobianos de
uso en dichas infecciones, por lo que decidimos ampliar
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las experiencias a otros microorganismos involucrados
en la diarrea bacteriana, que se aislan frecuentemente en
nuestro medio, como ECEP e investigar la acción de CIP
sobre las hemolisinas.

En todos los casos (cepas no sometidas y sometidas
a concentraciones subinhibitorias de CIP) el número de
células presentes permaneció superior a 105 UFC/ml (es-
timado por recuento).

Al analizar los resultados obtenidos y aplicar trata-
miento estadístico no se observaron diferencias significa-
tivas en la producción de hemolisinas de las cepas some-
tidas a concentraciones subinhibitorias de CIP (Tabla 5).

Aunque ha sido planteado el riesgo de alcanzar con-
centraciones subinhibitorias en la sangre y tejidos, cual
sería el de la emergencia de resistencia bacteriana, diver-
sos estudios demostraron que la resistencia adquirida
por la exposición de bacterias a concentraciones sub-le-
tales de antimicrobianos, es reversible, al ser removido el
antimicrobiano, y que dichas cepas, con resistencia ad-
quirida por este tipo de exposición a drogas sub-letales,
tienen una virulencia disminuida, manifestada por su cur-
va de crecimiento disminuido y una reducción en la expre-
sión de sus enzimas [21].

Si bien el soporte científico del uso de agentes antimi-
crobianos, en el tratamiento de enfermedades infeccio-
sas, está dado por la certeza de la eliminación de la viru-
lencia por la muerte del microorganismo, una vez alcanza-
da la mínima concentración de la droga (CIM) en el sitio
de la infección, ya enumeramos numerosas evidencias
que soportan el hecho de la reducción de la virulencia,
sin muerte del microorganismo, mediante el uso de con-
centraciones inferiores a la concentración inhibitoria mí-
nima convencional (CIM) sugiriendo que dichas concen-
traciones, pueden ser eficaces al alterar funciones o es-
tructuras involucradas en el desarrollo de la misma.

Dados algunos resultados aportados en este trabajo,
apostamos a esta última propuesta y creemos que se
hace evidente la necesidad de continuar con estos estu-
dios, dada la complejidad de bacterias como ECEP, que
ya no constituyen un grupo homogéneo de microorga-
nismos, desde que fueran identificadas cepas típicas y
atípicas que difieren en características genéticas, seroti-
pos y factores de virulencia [23].

El continuar con estos estudios ampliando el número
de cepas y ensayando otros agentes antimicrobianos de
uso en clínica, nos posibilitaría establecer su interacción,
en concentraciones sub-letales, sobre algunos factores
de virulencia y relacionarla con la farmacocinética de las
drogas a fin de optimizar esquemas terapéuticos simples
para el tratamiento en las infecciones no complicadas,
disminuyendo las reacciones adversas que puedan algu-
nas drogas ocasionar en el huésped. Aquellos agentes
que interfieran o alteren estos factores, podrían tener
efectos beneficiosos en la profilaxis o en la terapéutica de
estas enfermedades.

La importancia de estudiar este efecto radica en la
utilidad de poder abordar la enfermedad diarreica con
antimicrobianos en concentraciones subinhibitorias, los
que, al alterar factores de virulencia, (que son los que
producen los efectos no deseados en el huésped) sin
necesidad de eliminar la bacteria, (lo que sí requeriría
concentraciones inhibitorias), sería beneficioso.

Este hecho podría tener implicancia en la terapéutica
anti-infecciosa con otros antimicrobianos a ensayar, los
que podrían ser administrados en concentraciones su-
binhibitorias, disminuyendo el riesgo de su uso, a dosis
terapéuticas. �
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