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RESUMEN

RODRIGUEZ FRANCO SALVADOR. EVALUACION IN VITRO kDE DIEZ

COMBINACIONES DE ANTIBIOTICOS, CONTRA CEPAS MULTIRRESISTENTES DE

5, AUREUS, AISLADAS D; GLANDULA MAMARIA DE BOVINOS. (Bajo la

direccitén de Marcelo Pérez Dominguez, Laura Hernande:r Andrade vy

Teodomiro Romero Andrade).

Los objetivos de este trabajo fueron los siguientes: a)
Verificar si combinaciones sinérgicas de antibiéticos son

efectivas contra cepas multirresistentes de §. AUTgUY,
‘eisladas de mastitis bovina v b) Vdotcrninar :lu combinacién vy
concentracisn de mayor ef;cacia in vitro. Se aislaron cuatro
cepas multirresistentes de S. aureus de vacas gue presentaban
mactitis. Se les pracén:.ron antibiogramas para verificar la
multirresistencia. Se hicieron 1@ combinaciones utili:andose los
diluentes noc-snr{os para cada -ntlbiot‘co v se realizaron las
combinaciones con tres concentraciones para cada unal Se
expusieron las cepas y las combinaciones por medic de la‘ técnica
de cilindro en placa. Los resultados obtenidos fueron: la
combinacién Cefotaxima—Gerntamiciva eficaz para todas las cepasy
d;: cepas fueron susceptibles a la cefotaxima sola
encontraridose un incremento en los halos obtenidos por la
combinacidn, las otras dos cepas fueron intermedias a Cefotaxime
sola y susceptibles a la combinacidn. Para Gentamicina sola, deos
cepas fueron resistentes y dos susceptibles, vy para la
combinacion todas susceptibles. La mejor concentracién fue la
maxima obteniéndose 25 mm de halo de inhibicidén en promedio para

todas las cepas. Con la combinacidn Ampicilina—Gentamicina se
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obtuvieron incrementos en los halos para las cuatro cepas, pero
no hubo cambios en la sensikilidad. Para Periicilina—
Estreptomicina, no se encontré el incremento suficiente en los
halos de inhibicién para rebasar el nivel de resistencia. Las
combinaciones Penicilina-Kanamicina, Tetraciclina-Cloranfenicol,
Tetraciclina-Evitromicina vy Penicilina-Neomicina, provocaron un
ligero aumento en el halo de inhibicién, pero no lograron rebasar
el nivel de resistencia. Las combinaciones Tetraciclina-
Neomicina, Lincomicira-Neomicina y Eritromicina—Estreptomicina,

no produjeron ningun cambio.
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Segun rcpa;tel de wvarios autores en México la mastitis varia
de regidn a regidnt En el Estado de México en 1969, era de 62.7%
(S58>3; en Chipilo Estado de Puebla en {371, de d3.23% (S>3 en la
regidn lagunera en 1972, de 17.7% (Sd)>; en Cuautla, Mor. en 1973,
de 30% (57); ev el Valle de Tulancingo, Hgo. en 1934, de 3Id4.8%
(58) y en Puente de Ixtla, Mor. en 1938, del 45% (17).

La mastitis tiene dos tipos de presentacidong una es la
clinica, la cual a nivel individual causa las mayores pérdidas de
produccion de leche, ¥ la otra presentaciéon es la subclinicay
ésta Wltima causa considerables pérdidas de produccidn a nivel de
hato, debido a la dificultad que presenta para su diagnéestico
21, 3B, 43, aa, 49, 56, 59). Los costos que ocasiona la
mastitis son elevados vy las pérdidas son producidos por las
costos de tratamientos en los casos clinicos, desecho de leche
contaminada con antibidéticos, pérdida  de produccidn lactea,
incremento de los costos por reemplazos y pérdida de material

genético por desecho de animales enfermos (2, 18, 35, S51).

I1.2.MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

La penicilina‘G, la Ampicilina y la Cefotaxima, actaan sobre
la pared bacteriana, inhibiendo la transpeptidacidén y produciendo
1a libteracién de Acido 'liputcicosco, quedando activada la
hidrolasa mureina, enzima gque degrada 1la pared blacteriana,
rermitiendo una muerte por estallamiento. La penicilina G es de
espectro reducido, actua contra gérmenes grampositivos, La
ampicilina y cefotaxima son de amplio espectro, actdaan sobre

gérmenes grampositivos y gramnegativos (27, 30, 62).
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La Estreptomicina, la Kanamicina, la Gentamicina y 1la
Neomicina, son aninuqlu:o'sid.ns de amplio espcﬁtro, que actuan
contra gérmenes grampositivos y gramnegativos, uniéndose a 1a
unidad ribosdmica 30s, en donde inhiben 1a sintesis de proteinas
y disminuyen la fidelidad del cédigo genético, evitando asi el
desarrollo bacteriane (27, 30, 62).

La Lincomicina, ¥ La Eritromicina son macrdlidos de mediano
a amplio espectro, que actuan uniéndose a la unidad ribosémica
S@s, inhibiendo la sintesis protéica y disminuyendo la capacidad
de unién del RNAt-fFfenilalanina con los complejos ribo-lonllcl
17, 398, 62).

La Tetraciclina es de amplio espectro, actua uniéndose a ia
unidad ribosomica 30s,. inh{bicndo la .I{nt.lii protéica, ademas
actua inhibiendo sistemas enzimdticos activos y en la quelacion
activa de cationes (27, 30, 62).

El Cloranfenicol es de amplio espectro y actua intibiendo la
sivtesis protéice a nivel de la unidad vibosémica SBs, blogueando
la incoﬁporacibn de aminodcidos en las cademas peptidicas de las

proteinas (27, 3@, 62).

1.3. MECANIGMOS DE RESIBTENCIA DE LAS BACTERIAS

Las bacterias tienen diferentes mecanismos de resistencia,
para los difeventes antibidticos wutilizados en 1la terapia
antimicrobiana, los mecanismos de resistencia bacteriana son 1los
siguientes:
7 FPara la Penicilina G y Ampicilina, que son antibidticos

Betalactamicos, es por medio de la produccion de Betalactamasa o
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pernicilinasa estable ew Ph neutro. Estas enzimas hidrolizan a la
penicilinas, volviéndolas inactivas, Estas son producidas
principalmente por: Bacillus subtilis, Aevobacter agrogengs, Yy
Mycobpcterium tubercylosjs,. Existen mas de @ Betalactamasas vy
la mayor parte de ellas son producidas por plésmidos bacterianos,
Otro mecanismo de resistencia de las bacterias a estos
antibidticos, es la ausencia de receptores en su pared celular a
lo; cuales se tienen gque unir los antibiéticos para ejercer su
accién bactericida. Esta falta de disponibilidad de receptores se
puede deber a diferentes razones: '
a).,— Algunas enzimas como las transpeptidasas, carboxidasas y
endopeptidasas se acoplan y ocupan 1os receptores.
bYe— Las Dbacterias modifican las barreras de peramcabilidad
impidiendo el paso del tarmaco hacia el receptor.
€.~ No existen receptores en la pared celular de la hacteria, ya
sea por Insuficiencia para sintetizar péptido glicano, por
insuficiencia de actividad de enzimas autoliticas de la pared
celular, o simplemente por mutaciones gue modifican la estructura
27, 30, 6H2).

Las cefalosporinas son antibidticos Betalactamicos Y
normalmente son resistentes a las enzimas Betalactamasas, ¥ las
bacterias desarrollan resistencia a2 las cefalosporinas por medio
de la produccidén de Cefalosporinasas, enzimas que son de efectos
similares a las Betalactamasa (27, 30, &2).

La Estreptomicina es un farmaco que suele inducir répida
resistencia bacteriana, sobre todo cuando se usa frecusntemente.

Los wgérmenes adquieren esta resistencia por mutacién de génes vy

‘
(
h
s
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plasmidos de resistencia (27, 3@, &2).

Los mecanismos de resistencia para la OGentamicina pueden
ser los sSiguientes: 1y Por mutacién y seleccidén de una cepa en
ﬁresnnci- del farmaco. Los ribosomas de estas cepas no pueden
fijar la Gentamicina. 2) Por incapacidad de las bacterias para
transportar 1la Gentamicina al interiof. 3? Porv ‘'plasmidos de
resistencia. Estos producen una enzima adenilante, la sintetasa
del adenilatc de gentamicina, que inhibe al antibiotico (27, 30,
62).

En el caso de 1la Kanamicina, las bacterias adquieren
resistencia por medio de la conjugacion. Esta resistencia se
acompata de enzimas que pueden fosforilar, acetilar o adenilar a
la' Kanamicina. Ademds existe resistencia cruzada con Neomicina,
Paromicina y en menor grado.con la Estreptomicina (27, 30, &2).

En_cuanto a la resistencia a ia Neamicina, las bacterias la
obtienen & través de plasmidos, transmitiendo intormacion
genética como t a). Ausencia o alteracién de un receptor protéico
especifico sobre la subunidad 30s del ribosoma, b). Produccién de
enzimas adenilantes, fosforilantes o acetilantes, que inactivan
al farmaco. Por otro lado la neomicina también puede presentar
vesistencia cyucada con los demas amlnoglucOsidos, debido a 1la
similitud de su estructura quimica (27, 30, &2).

Para la Evritromicina, las bacterias obtienew resistencia a
tfnvés de pldsmidos, produciendo una metilacién del RNAY,
evitando 1a inserci6n del farmaco al ribosoma. Las hgctarias
también pueden disminuir la concentracidén del favmaco alterando

la permeabilidad de su pared. La Eritromicina presenta ligera

e

-
)
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resistencia cruzada con Lincomicina, Qleandomicina Y
Espiramicina (27, 30, 62).
‘ La resistencia a Lincomicina aparece lentamente, tal véz
como resultado de la mutacidn de cromosomas hacterianos. Es
cominn  esta resistencia entre los estafilococos, NeuUmMoCoCcos Y
estreptococos (27, 30, &62).

En el caso de la Tetraciclina, l1a resistencia aparece
lenitamente, en forma gradual o por etapas. Las Tetraciclinas son
acumuladas activamente por las bacterias y se da el fenémeno de
resistencia transferible. Existe resistencia cruzada entre las
diferentes tetraciclinas (27, 30, 62).

La resistencia para el cloranfenicol se debe a la mutacidn
de las cepas, las cuales son generalmente de 2 a 4 veces mas
resistentes. Debido a €ésto la resistencia se da en forma gradual,
dependiendo de la frecuencia del tratamiento. Generalmente las
bacterias gramnegativas, por medio de cénJuqnciﬁn adquieren el
factor de resistencia, produciendo una acetil transferasa que

acetila al Cloranfenicoel (27, 3@, 62).

.
I.4. MASTITIS POR Staphylococcus aureus Y EL PROBLEMA DE LA

RESISTENCIA A LOS ANTIBIOQTICOS

£ Stanhvloccocus aureus, presenta reaccién tintorial
grampositiva, son  COGOS que se  agrupan en racimos, son

facultativos mno méviles. Su habitat es en piel y mucosas
incluyendo tracto genital respiratorio y gastrointestinal, Sus
factores de virulencia son: La céapsula, polisacaridos, proteina

A, toxina epidemolitica, estafilokinasas, ‘hialuronidasas,
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hemolisinas Calfa, beta, delta y gama), coagulasas vy
enterotoxinas. Es causante de enfermedades como 1 Mastitis,
osteﬁmielitts. picdermas y abscesos. El medio de cultivo en el
cual crece es el agar manitol sal (es especifico), agar sangre,
agar infusidén cerebro corazéon (BHIY y Muller Hinton. Es catalasa
positivo y coagulasa positive (32, 43).

El S. aurgus como causante de mastitis, generalaente penetra

a la wubre a través del canal la papila o teta, también puede
penetrar por heridas o lesiones de la superficie de la misma. El
tipo de mastitis que produce y-ria de subclinica a gangrenosa
grave, aunque la mayoria de las infecciones tienen un curso
crénico subclinico, ®1 cual produce endurecimiento de la wubre,
coagulos de leche y aumento de células sométicas er leche (32).
Otros signos clinicos caracteristicos son: ‘tumor por hiperhemia
-y exudado, con aumento de volumen del tejidoi calor debido a

reacciones enzimdticas e hiperhemia laocaly rubor por hiperhemiajg

dolor por compresion de las fibras nerviosas sensitivas, este es

el signo mas perceptibley alteracion funcional, donde hay ura

reduccion de la produccitn de leche pudiendo llegar a agalactia.

La leche puede aparecer con exudado (suers sanguineo, fibrina,

leucocitos o sangre total). También puede encontrarse inflamacidn

d.vqlnylios retromamarios (25).

Tipos de mastitis que puede llegar a producir S, aureuss

—~ Serosa: En esta predomina el suero en 1a leche y tejido,
" normalmente es el inicio del proceso de la mastitis (25).

= Fibrinosa: se caracteriza por la presencia de exudado fibrinoso

en el tejido glandular y la leche (25).
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- Purulentas En esta predominan 10s leucocitos en la leche. dando
un aspecto de exudado caseoso (2%).
— Hemovvdgical Se aprecia salida de sangre completa junto con la
leche (25).
~ Gangrenosas Normalﬁ.nte se presenta en forma sobreaguda
acurriendo con mayor frecuencia en vacas primiparas que estan en
el inicio de 1la lactacién. Esta origina péerdida de grandes
cantidades de tejido mamario y la toxina alfa tiene un papel
inportante, vya que lesiona los vasos sanguineos produciendo una
necrésis coagulativa e isquémica del tejido adyacente a los vasos
sanguineocs. Sobre €1 area afectada la piel se torna morada vy
finalmente sufre necrdsis. Los animales presentan fiebre elevada
y pueden morir por toxemia en uno o dos dias (32).

La incidencia de mastitis por §. ayreus es muy variada:
Guzméri, A.A y col. (31) reportan porcentajes de aislamientos de
S. aureus en vacas lecheras en el trépico, que van de 3.4 a 15%.
Barajasy, R.J.A. (3) reportd 6£.6% de aislamientos de S. auvgus a
partir de vacas con mastitis. Madariaga y Lépez (42) reportaron
un 7% de aislamienntos de S. auwrews, en ewtablos lecheros que
abastecen a México, D.F. Campos (13) encontrdé una incidencia de
mastitis por S. aureus de 6 a 29%, con una media de 16%. y Pérez
(30> encontré 35.73% de leches provenientes de vacas con
mastitis, positivas a G. aureus.

€l uso de antibidticos por via intramamaria es necesaric @n
los programas de control de mastitis de un hato. Por otra yarte
la pyrofilaxis vy terapeiutica en las infecciones de 1la glandula

mamaria son complicadas debido a la gran variedad de
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microorganismos y su resistencia a los antibiéticos (1d).

Debhido @ la alta incidencia de mastitie, la mayoria de los
ganaderos se ven forzades a utilizar wra grarm cantidad de
antibidticos de manera empirica, a través de los ordeRdacdores Y
encargados, Favoreciendo de esta manera el desarrollo de
resistencia hacteriana a esos antilioticos. Ecto <omo
consecuencia ‘cnmpllca enormemente el contral th la mastitis

elevando las pérdidas economicas (64).

Para disminuir la resistencia de los diferentes
microorganismos deb e evitarse e]l uso inadecuado de los
antibiéticos. Procurande Lasar el tratamiento en un pitevio

antibidgrama del gérmen causante de la mastitis (37).

Frecuentemente se aisla Staphylocogccus aureus de la glandula
mamaria de vacas con mastitis y gtnoral-entu es resistente a los
antibiéticos (53>, por. esta  razén es necesario buscar
comhinacianes. sinérgicas con el fin de combatir infecciones  por
cepas multirresistentes, debido a que la resistencia que rpueden
presentar los microaorganismos & un antibidtico, se reduce
considerablemente cuando son expuestos a la combinacién de
antibidticos que sean sinérgicos (10, 27).

La resistencia del 8. aureus a los antibidticos también es
muy variadaj en varios reportes se cbservé lo siguiente: Barajas
(3) encontrd que el 100% de las cepas de §. pureus aisladas de
vacas con mastitis, fueron resistenten a sulforamidas, penicilina
Y oxacilina, y .algunas cepas presentaron resistencia &
estreptomicina y ampicilina. Madariaga y Lépex (d42) encontraron

47% de cepas de S, aureguy resistentes a penicilina, 9%
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resistentes a sulfas, 63% resistentes a estreptomicina., 2W%  a
kenamicina, 26% a eritromicina, 23% a tetraciclina, 182 a
cloranfenical y 16% resistentes & neomicinaj Pérez, M.J.A (5@}
encontrd 72.22% de cepas de S. aureus resistentes a penicilina,
I8.68% & tetracziclina vy 6.66% resistentes a kanamicina.
Klaustrup, . (38> informd del porcentaje de resistencia a
pericilina de cepas de S. aureus aisladas a partir de mastitis
bovina, encontrado ;n diferentes paisess En India 27.4d%, en
Polqnia 14%, en Suiza 35X, en Dinamarca 3.1 a 4.5%, en Noruega

16.5%, en Holarda 63%, en Estados Unidaos (New Jersey) 47%, y en

Inglaterra 70%.

1.5. SINERGISMO

El sinergismo se da cuando e] efecto de dos férmacos
aplicados conjuntamente es mayor a la suma algebraica de los
efectos de los dos farmacos por separado. Dicho de otra manera,
urs antibidtico es activador potente de 1la accién del otro
antibkidtico, cuando se administran juntos. Dentro del sinergismo
se Jan las efectos de suma o adiciéen vy potencializacion
(1@, 27, 62), Y existen tres formas en las que 1los farmacos
pueder ejercer su efecto sinérgico: a) por blogqueo de etapas
sucesivas en una secuencia metabélica, b) un medicamento intibe
una enzima que puede destruir al segundc medicamento y <c) un
medicamento promueve la entrada de un segundo medicamento a
traveés de la pared celular miérobiana 7). U antibidtico se
puede administrar junto con otro, con varios fines: para aumentar

la accidén quimioterapeéutica, aumentar el espectro bacteriana,
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disminuir 1a resistencia bacteriana y para digminuir los efectos
hactevianos 62y % sin embargo, la seleccién de la
combinacidn apropiada requiere del conocimiento del poteﬁcial de
interaccién entre los agentes antimicrobianos (3@). Las
penicilinas pueden Ccombinarse con aminoglucédsidos y se puede
obtener: ad una actividad aumentada (aditiva o sinergica), b)Y
disminuir la toxicidad, <) inhibicion del desarrolle de
resistencia al medicamente y d) conversidn del medicamento de
bacteriostatico a bactericida (37).

Por 10 tanto, el objetivo de éste trabajo fué el de evaluar
el etfecto bactericida de combinaciones de antibidticos sobre

cepas de §, purgys multirresistentes a antibiodticos individuales.
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1.6, HIPOTESIS

Las comkinacfones sinérgicas pueden ser efectivas en cepas

de StaphyloCoccus aureus multirresistentes a antibidéticos

individuales.

Por 1o menos una combinacidn a una concentracion determinada
podria ser eficdz contra las cepas multirresistentes de 5.

[ Ola 15 T

I1.7. OBJET1VOE

Verificar  si combinaciones de antibidticos son efectivas
contra cepas de G, aureup. resistentes a antikidticos

individuales

Desarrollar combinaciones de antibidticos efectivas contra

cepas multirresistentes de S. aureus,

Determinar la combinacidén y concentracion de mayor eficacia

contra cepas multirresistentes de §. aurguys.
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II. MATERIAL Y METODOS

E-te_ trabajo se realizé en el laboratorio del Programa de
Investigacién sobre Ganado Lechero del CIFAP-MEX. de 1a SARH.
Ubicado en el Km X3 de la carretera México—Texcoco.

I1.1. AISLAMIENTD DE Staphwvlococcus aureus.

Se achvieron cuatro cepas multirresistentes de S. aureus. a
partir de muestras estériles de leche de cuartos de vacas con
mastitis clinica sin tratamiento. Las muestras se mantuvieron a
una temperatura de 4 a 5° C. hasta su procesamiento en el
laboratorio. Se tomé aproximadamente B.1 ml de leche, se sembrd
en Agar Gangre y se incubaron las cajas a 379 C durante 24 a 48
hrs. La morfologia de las colonias hemoliticas se observd con 1la

' tincidn de gram. A los cocos gram (+) se les real1zd la prueka de
catalasa vy & los que dieron reaccion positiva se les practicé las
' pruebas de manitol y coagulasa. Los que resultaran positiveos a

éstas ultimas se identificaron come Staphylococcuy aureus, (45).

II.2. ELABORACION DE ANTIBIOGRAMAS

A las cepas de S, aureus se les practicaron antikioaramas
siguiendo el método de Kirby Bauer (&, 29). Este consistié en
usar cajas de petri contenierdo 15 ml. de agar Mulleyx Hinton.
Sobre la superficie del agar se aplicé un indculo de bactervias,
por medio de un hisopo esteril humedecido con una suspension de
b;:tarias estandarizada al tubo 2.5 de McFarland,
{concentracidén aproximada de 150 « 136 bacterias por mililitro)
(41). Posteriormente se colocaron sensidiscos comerciales¥ para

bacterias grampositivas y gramnegativas. Se iwncubaron a 379 c
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durante 18 a 24 hrs., después de las cuales se realizé la medicidn
de los halos de inhibicién. La prueba de sensibilidad a neomicina
se efectud mediante la prueba de cilindro en placa (39), la cual
consistid en coliocar tres Cilindros de acero inoxidable con wuna
capacidad de 2350 ul sobre la capa de agar Muller Hinton,
previamente sembroda con el inéculo de bacterias, posteriormente
los cilindros se llenaron con 258 ul de una solucidn de neomicina
con  una concentracion de 3@ eacg por cada 230 ul. Se incubaron a
379 C. durante 18 a 2d hrs., posteriormente se realizaron las

lecturas de los halos de inhibicién.

11.3. ELABORACION Y EVALUACION DE LAS COMBINACIONES DE
ANTIBIGTICOS
Los diluentes, la potencia y constantes de secado Y

refrigeracidén para cada antikidtico fuevon las siguientes: (23)

ANTIBIOTICO POTENCIA SOLVENTE: SOL. TIEMPO DE SECADO
AMORT IGUADORA REFRIGERACION POR
EN DIAS 3 Hrs
Penjcilina G pot. 1%9@ Ul/mg pH & 2 NO
Cefotaxima 924 mcg/mg pH 8 7 NO
Ampicilina 255 mcg/mg PH 8 7 NO
Estreptomicina 778 mcg/mg T pH B 3o 0% c
Kanamicina 708 mcy/mg pH & 32 NQ
Gentamicina 591 mcg/mg pH 8 30 110° ¢C
Neomicina 26 meg/mg pH & 14 eB°ecC
Lincomicina 333 mcg/mg pH B8 I NO
Eritromicina 1035 mcyg/mg PH B 14 0% cC
Cloranfenicol 40@ mcg/mg pH & 39 NO
Tetraciclina - S50 mcg/my  Sel. HC1 @,1 N 1 NOQ

Las cepas multirresistentes de S, aureus fueron expuestas a
las combinaciones de antibidticos que se indican a continuacidny

pera cada combiviacidén se prepararon tres concentraciones de la
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siguiente manerat se tamé como concentracidn media la
concentracién especificada para cada antibiotico en sensidiscos
comerciales (6,29). La concentracién alita fué una y media veces
la concentracion media, v la cnn;ontrncién baja fué la mitad de

la concentracion media.

COMBINACION ° CONCENTRACION EN (mcg ¢ UI)
BAJA MEDIA ALTA
Penicilina O pot 3 Estreptomicina S 15 10 3110 1S 1S
Pentecilina G pot 1 Kanamicina S 1115 1@ :3@ 1S5 48
Penicilina G pot : Neomicima S 118 190 130 15 1435
Lincomicina t Neomicina 1 115 2 30 X 4S8
Ampicilina t Gentamicina s 5 io :10 15 118
Eritromicina 1 Estreptomicina 7.5+ 5 1S 110 22.%115
Tetraciclina t Eritromicina 15 ¢ 7.5 30 :1% as 22,9
Tetraciclina 1 Neomicina 1S 15 30 30 as 1438
Yetraciclina 1 Cloranfenicol 15 115 30 :38 as 1435
Cefotaxima 3 Gentamicina 19 ¢ 3 30 1@ S 1S

La evaluacién de las combinaciones sé efectud por el método
de cilindro en placa, con tres repeticiones para cada
concentraciéon de cada combinacidén y con cada una de las cuatro
cepas desaftiadas. l

Las pruebas se corvieron en agar Muller Hinton y sobre 1la
superficie del agar se aplicé un inoculo de las cepas expuestas,
usando para cada caja un hisopo estéril humedecido con una
suspension de bacterias estandarizada al tubo 0.5 de McFarland.
Con wuna pinza estéril se colocaron en cada caja § cilindros de
acero inoxidable, con una capacidad de 250 Ql. En tres de ellos
se virtidé 250 ul de una mezcla de antibioticos, de tal manera que
quedara una concentracidn diferente por cilindro. En otro

cilindro se puso como patrdn negative BB ul de agua destilada
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esteril y en el dltimo cilindro se puso ;:omo patrérn positive 250
mcl de una solucién de cloruro de benzalconio al 0.5%, Se
incubareon las cajas a 37° C durante 18 a 24 hrs. Se realizaron
las lecturas midiendo 1los halos de inhibicién en mm, con un
lector de zona.
Los resultados se analizaron con un diseRo estadistico al
azar con arreglo factorial (&1).
vigkl = M + Bi e ks + Yk + Bis +EVik +« k¥ sk +EKY ik +
®ijikl .
dn.ndox
Yijkl = €3 la 1-8sima repeticion de la respuesta de i-€sima cepa,
con la j—~ésima concentracién y la k—ésima combinacién.
ﬂ = ffecto de 1a media general,
Ei = Efecto de 1a cepa.
¥i = Efecto de la concentracion.
Y k = £fecto de la combinacién.
EK“ = Interaccidn entre cepas y concentraciones.
ZYik = Interaccion entre cepas y combinaciones.
Krdk = Interaccidn entre concentraciones y combiraciornes.
gkrﬂk = Interaccién entre cepas, concentraciones y combinaciones.
®ijkl = Error experimental.
Se realizé 1a prueba de Tukey para detevaminar la mejor
combinacion y concentracion (61).
DMEH = qeg , t glem
Donde
DMEH = Dif;rnncin minima significativa honesta.

que = Valor de tahlas.
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Tratamientos (combinaciones y concentraciones).
Grados de libertad del error.
Cuadrado de 1a ﬁedia del error.

Namero de repeticiones.
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RESULTADOS

La sensibilidad de las cepas obtenidas en ia prueba de Kirby
kBauer se expresa evn el cuadro 1.

Adicional a ésta prueba se realizd una prueba de
sensibilidad por medio de la técnica de cilindro en placa (35,
coni los antibidticos utilizades en forma individual vy con las
tres concentraciones probadas, obteniéndose los siguientes
resultados (cuadrao 2).

Los resultados del andlisis de varianza, nos indican que hay

efectos estadisticamente significatitvos en 1o siguiente: &) las
combinacionesy b las cepas} c? las concentracionesy a3
interaccion entre las combinaciones y las cepas; e) las

combinaciones y las concentracionesy ) no se encontro
interaccion entre la cepas y las concenntraciones, ni entre las
combinaciories, cepas y concentraciones (cuadro X).

En el cuadro 4 se¢ muestra la interacciéon entre las
combinacion#s y las cepas por sedio de la Prueba de la Diferencia
Gignificativa més Honesta de Tukey. Datos utiliczados 1 CME =
1.67267 3 GL = 240 3 6% = ©.4311 3 Observaciones utilizadas para
calcular un ﬁrom-dio = 9 alta = @.5. Estos datos fuerown tomados
del Analisis de Varianza.

Durante las lecturas de las pruebas, se¢e observé que los
patironies negativo y positivo se comportaron en forma normal. En
el positivo se encontrd halo de inhibicién y en €1 negativo
salo hubo crecimiento alrededor del cilindro.

Se realizé wuna comparacién de los cuadros 1, 2 y 4

obteniéndose los siguientes resultados:
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La combinacién Cefotaxima—Gentamicina fue efectiva contra 3
cepas, siendo sensibles con unw promedio de 26, 24 y 23 mm de haloe
de inhibicién respectivamente Yy una cepa con sensikilidad
intermedia con 20 mm de halo de inhibicion., Comparando esta
combinacién con el resultado de la prueba de sensibilidad usando
solamente Cefotaxima se observa gue para una cepa (promedio de
22 om), pasd de sensibilidad intermedia con Cefotaxima sola, a
ser sensible con la combinacién. Para el caso de la Gentamicina
s0la, dos cepas se encontraron resistentes y dos susceptibles vy

con la combinacién las 4 cepas fueron susceptihles.

La combinacioén Ampicilina-Gentamicina fue la que obtuvo el
sequndo lugar en halo de inhibicidén, pero esta combinacién no
rebasd 10s limites de resistencia establecidos para la Ampicilina
an forma individual, aungue si se observé un aumento en el hale
de inhibicidén de 4 mm para uria cepa, teniendo con Ampicilina sola
un halo de 17 mm y 21 mm para la combinacién. Para las otras tres
cepas el incremento del halo fue minimo. Para la Gentamicina sola
sg  obtuve un aumento bhasta de 12 mm para una cepa, Y un
incremente memor en las otras tres, encontrandose un cambio de
sensibilidad en 2 cepas las cuales fueron resistentes a la
gentamicina sola y susceptibles a la combinacién, Dos cepas
fueron sensibles en ambos casos.

La combinacién Penicilina-Estreptomicina, no alcanzd a
vebasar el nivel de resistencia para la Penicilina, peroc para ia
Estreptomicina se llegdéd a la susceptibilidad. Para el patrén de

resistencia de Peniclina, las 4 cepas se mantuvieron resistentes
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a pesar del incremento en el halo de inhibkicidn, y para el patvon
de Estreptomicina, tres cepas pasaron de resistentes con
Estreptomicina sola a susceptibles con la combinacidn. Una cepa

pasé de resistente a intermedia.

En la - combinacién Penicilina-Kanamicina, se obtuvieron X

cepas que na  rebasarcn el limite de rvesistencia de ambos
antibiéticos y la otra cepa tuvo un incremento en el halo para
Kanamicina, abteniendose una sensibilidad intermedia para

este antibidtico, y para Penicilina también fue resistente.

En la combinacién Tetraciclina-Cloranfenicol, las 4 cepas
se encontraban resistentes para Tetraciclina y Cloranfenicol, vy
con la combinaci6tn solo una cepa ftuvo un cambio en ia
sensibilidad de rvresistente a intermedia para el patron del
Cloranfenicol.

En la . combinacién Tetraciclina—Eritromicina, aunque se
obtuvo un ligero incremento en el halo de inhibicién de la
_gombtna:ién con respecto al halo de los antibidticos en forma
individual, no sobrepasd el limite de resistencia con wninglina
cepa.

En la combinacion Penicilina-Neomicina, también se encontré
un ligerec aumento del halo de inhibicién de la combinacién sohre
el de los antikidticos en forma individual, pero no alcanzé a
pasar el nivel de resistencia establecido para sensidiscos
comerciales.

En las combinaciones Tetraciclina-Neomicina, Lincomicina-—

Neomicina Yy Eritromicina-Estreptomicina, no se encontré
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incremento de los halos de inhibicién, sobre los obtenidos en 1a
prueba con los antibidticos en forma individual.

frn el cuadro S se muestran las mejores combinaciones vy
concentraciones ordenadas de forma decreciente segun sy
efectividad. Esta clasificacione se realizd con Ja prusba de
la diferencia significativa m&s honesta de Tukey. CME =1.672667
GLE = 240 Sx = B.37334d82 alfa = 8.05 No. de obs. usadas para
sacar un promedio = 12

Be hizo una comparacién de los cuadros 1,2 ¥ 5 observandose

lo siguiente:

En la combinacion Cefotaxima—Gentamicina, las
concentraciones alta y media resultaron efectivas dJdando un
resul tado de susceptible para las cuatro cepas. La concentracién
baja resultd intermedia para las cuatro cepas.

En la combinacién Ampicilina-Gentamicina tue mas efectiva la
concentracién alta, seguida de la media y la baja, encontrandose
las tres resistentes para el patrén de Ampicilina y sensible para

el patrén de Gentamicina.

En la combinacion Penicilina—Estreptomicina la eficacia fue
mejor de la concentracién alta a la baja, obteniéndose en las
tres concentraciones para las cuatro cepas, resistencia para
Penicilina y susceptibilidad para Estreptomicina.

Ev la combinacidn Penicilina-Kanamicina la eficacia de las
concentraciones fue mejor de 1la alta a la baja, encontrandose las
3 resistente para ambos antibidticos.

Para Tetraciclina-Cloranfenicol la cowncentracién alta fue la
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mejor en este caso #) halo de inhibicison para las cuatro cepas
tue de un grado intermedio, mientras que la concentracion media y

baja fuerorn resistentes para las cuatro cepas.

Para la combinecién Tetraciclina-Eritromicina, ninguna de
las tres concentraciones sobrepasd @) nivel de resistencia a
pesar del incremento en el dlam-@ru del halo obtenido' con la

combinacidn.

fara la Penicilina—-Neomicina, aunque hubo un ligero aumento
del halo de inhibicién sobre los obtenidos con los antilLioticos
en forma individual, ninguna de las concentraciones sobrepasd el

nivel de resistencia.

Para las combinaciones Tetraciclina-Neomicina, Lincomicina-
Neomicina y Eritromicina Estreptomicina, no se encontrd ningdan
cambio [ 13 el halo de inhibicién, con ninguna de las

concentraciones.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Evidentementemente la resistencia de S. aureus a los
antibiéticos de uso comun es un garave problema para el contral
de mastitis en el ganado lechero (3, 42, SBY, en el presernte

T trabajo podamos covcluir que la resistencia de estos
microorgani smos se conservd para la mayoria de las combimnaciones
probadas.

La combainacién Cefotarsima—Gentamicina, fue la més efectiva
obhservadndose un camhkioc en 1a sensihilidad de una cepa. Para las
otras tres cepac el incremento fue minimo, y ™o alcanzd a
producir wun cambio . en la sensibilidad. Se encontré que esta
combinacidn con la concentracion alta y media fue efectiva contra
todas las cepas, encontrandose un halo mayor para la combinacidn.
Esto nos puede sugerivr que el incremento observado se debe a la
accion sinérgica o aditiva de esta comhinaciéon. E€n un estudio in
vitro, Winstanley y Spencer (673 encontraron interaccién en  la
combinacidén Cefotaxima-Desacetilcefotasimay en el 34% de los
aislamientos demostrd sinérgismo, en el 1@8% sinérgismo pacrcial o
adicién, y el 2d4% antagonismo. Selwyn y Bakhtior (&0>, en otro
estudio, encontrarvon que ésta misma combinacidn, fue efectiva en
diferentes bacterias aitsladas de casos clinicos en humanos Yy
demost~aron su  estabilided & las  bete—lactamasas. Hamilton-
Miller y col. {335, encontraron que el cefonacid C(una
cefalosporina de larga accidn), en combinacién cornn gentamicina
tuvo un 9d% de eficacia en diferentes cepas, debido a sinergismo

o adiciodn; y Just v col. (36>, encantraron que las cepas de
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S. aureuys se comportaron de diferpente manera &l ser egxpuestas a
la combinacion de cefotetan—gentamicina. obteniendo en el 3J3@% dJde
las cepas un efecto indiferente y en el 70% un efecto aditivo.
Esta cambinacién demostré mejor efecto sobre bacterias
gramnegativas, donde en el dO%» de las cepas el efecto fue
indiferente, en el S0% aditivo y en el 1@% sinérgico.

La combinacién Ampicilina-Gentamicina se ha usado en el
tratamiento de endocarditis en humanos, ohteniendo excelentes
resultados (40@).

En esta combanacién se encontrd un incremento de 4 mm en una
cepa comparado con el halo cbtenido con Ampicilina socla y para
las otras tres el ircremento fue meror. Si comparamos los
resultados de la combinacién con los obtenidos con Gentamicina
sola, la diferencia llega a ser hasta de 12 mm. El efecto
observado en esta combinacidén es medianamente efectiva,
debiéndose posilklemente a un efecto sinérgico parvrcial o aditivo.
Esto se observdé aUn con la concentracién alta.

3 tomamos en cuenta que la Ampicilina es un antibhidtico
sensible a la penicilinasa (27, 30, 52), y gue el 5. aureus es
muy factible que sea productor de bheta-lactamasa (32), 1a
resistencia seva mas dificil de romper aun usando combinaciones
sinérgicas. N este respecto se puede pensar en la necesidad de
buscar otra posible solucidm como seria usar un inhibidor de 1a
beta-lactamasa, como es el Sublactam.Chin y col.(l&), demostvraron
el efecto sinérgiro en la combinacidn de Sublactam y Ampicilina,
contra cepas de Staphvylococcus resistentes a Meticilina,

La combinacisn Penicilina—~Estreptomicins es una combinacion

P
'
¢
'
i
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muy usada y el efecto sinfrgico es debido al diferente sitio de

accion de los antibiédticos. Primevo actia la penicilina rompiendo

las harreras de permeabilidad bacteriana, dejandoe el paso libre

al  segundo antibidtico (27, 3@, 37, 625. En los resultados del

presente trabajo se observéd este efecta, pero sin llegar a los

resultados esperados, dado que el incremento de los halos de

inhibicidn solo fueron satisfactorics compardndolos con el patron

de sensibilidad de Estreptomicina, En las tres concentraciones
usadas se observaron resultados similares.

La combinacién Penicilina-Kanamicina es una combinacién que

s® sugiere tomo sinérgica con un efecteo similar al de Penicilina-

Estreptomicina (27, 38, 37, 62). Ern los resultados obtenidos el

efecto sinérgico sclo se cbservé para una cepa. comparando el

halo obtenido con 1a comiiinacidn y el obktenido con Kanamicina

sala. En las ypromedios ohtenidos para todas las cepas, i
siquiera con la concentracion alta se logré obtener un cambio en
la

la sensibilidad. €sta falta de efecto posiblemente se deba &

alta registencia de §. purgus a estos antibidticos en forma

individual.

La Tetraciclina-Cloranfenicol es una combinacidn compatible

de dos antibiéticos bacteriostdticos de amplio espectro vy es

recomendada para ampliar el espectro bacteriano (27, I8, 37, 62).

Los resultadas obtenidos fueron medisnamente efectivas para todas
las cepas con la concentracidn alta, encontridndose intermedias
para el patrdn de sensibilidad de ambas antibidticas.

La combinacién Tetraciclina-Eritromicina puede emplearse

para ampliar el espectro (27, 3@, 37, 62). €1 efecto de esta

H
i
'
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combinacién sobre las cepas expuestas no fue satisfactoria. E1l
aumento obtenido mno fue suficiente para que las cevpas fueran
susceptiblesy; esto se observd con las tres concentraciones. Estos
resul toados sugieren gue el efecto sinérgico es parcial entre
estos antibidticos o que se comportan ern forma indiferente, como
lo demuestran Traub vy col. (63); guienes utilizaron cepas de S.
aureus resistente a Gentamicina y Meticilina, y e sus pruebas
tambieén resultaron resistentes a Ampicilina, Cefotaxima,
Clorantenicol, Eritromicina, Geﬂtamicina, Penicilina G,

Tetracilina, Meticilina, Piperacilina y Tobramicina. Estas cepas

también fueron expuestas a la combinaciér de Rifampicina-
Eritromicina, Ritampicina-Cefotaxima Y Acido Fusidico-
Eritromicina, chservando un efecto indiferente entre los

antibiéticos solas y las comhinaciones.

Para la combinacién Penicilina~-Neomicina, se esperaba un
efecto similar al de Penicilina-Estreptomicina, (27, 3@, 37, 62),
Esta combinacidén produjc un aumento tan ligero en el halo de
inhibicidon que no hubo ningan cambioc en la sensibilidad de las
cepasj #st0 Be observd con las tres councentraciones.

Si bien es conocido gque estos dos antibléticos pueden
ejercer un efecto sinérgico, los resultados obtenidos noas llevarn
a pensar gque las cepas mantienen la resistencia comportandose
como si fueran expuestas & los antibidticos en forma individual.

En las combinaciones Tetraciclina-Negomicina, Lincomicina-
Neomicina y Eritromicina-Estreptomicina, los resultados obtenidos
fueron nulos. Dado que las hacterias son resistentes a cada wno

de estos antibhioticos aplicados separadamente. es posikle que al
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utilizar la combinacién hayan actuado individualmente de forma
que las cCepas mantuvieron su resistencia. Se puede pensar gque
este efecto indiferente de los antibiéticos es similar al
reportado por Traub y col. (&63).

Podemos abservar qus diferentes cepas de 1a misma especie
(evi aste caso S, aureus) wmanifiestan diferentes grados de
sensibilidad ante una misma combinacién. Ademas la resistencia
bacteriana llega a ser tan fuerte, que wni las combinaciones
sinérgicas a diferentes concentraciones logran romperlia, por 1lo
cual es necesario hacer énfasis en la lucha contra el uso
inadecuado de antibidticos, y, para 10s Casos severos de
resistencia, kbuscar nuevas drogas o combinaciones poco usadas a
las que sean suscepltibles las cepas bacterianas ruslstint.s.

En este trabajo observamos que la combinacién mis eficadz
conwtiene un antibidtico que no ha sido usado en el tratamiento
de. mastitis bovina, lo cual nos sugiere que este antibidtico
(Cefotaximad, puede ser un potencial terapéutico para los casos
de mastitis donde haya severa resistencia.

Esperamos que este sea el inicio de una investigacién mas
profunda vy que esta alternativa de llevar nuevos productos & la
terapbutica de 1a mastitis bovina sea para mejorar la produccion

lactea.
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CUADRC 1. PARAMETROS DE SENSIBILIDAD PARA SENSIDISCOS COMERCIALES

(6,29, Y RESULTADOS DE LA LECTURA, DE LAS 4 CEPAS DE
CC Ll .gl:_guh

ANTIBIOTICO CONCENTY. RESIST INTERM SENS RESULTADOS

< (om) Cmm) > (wm) CEPA

- = A B C D
Penicilina G 19 Ur 28 - 25 R R
Ampicilina 12 mcg 28 - 29 R R R
Cefotaxima 3@ mcg iq 18 ~ 22 23 1 § 86 I
Estreptomicina 18 mcg 11 12 - id 15 R R R R
Kanamicina 30 ecg 13 14 - 17 1e R R R R
Gentamicina 10 meg 12 13 - 14 15 R R 8 R
Neomicina 30 macg 12 13 — 16 17 R R R R
Lincomicina 2 mcg 14 i%5 - 1& 17 R R R R
Eritromicina 15 mcyg 13 id — 17 18 R R R R
Tetraciclina 30 mcyg iq 15 - 18 19 R R R R
Clorantenicol 30 mcyg 12 13 - 17 18 S I 8 8

" R= Resistente

I= Intermedio

So= Susceptible

ESTA
SALR Bf 13

TESIS

M) DEBE
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CUADRO 2. SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS DE §. aureus POR EL METODG DE
CILINDRO EN PLACA.

ANTIBIOTICO CONCENT INHIBICION EN (mm)> INTERPRETACION

B [~ n cC D
S UI 8.0 12.¢ 8.0 13.8

Penicilina G 10 ur 8.8 ia.& 8.0 13.58 R R R R
195 X e.e 11.6 9.0 16.8
S mcg 13.8 17.80 16.0 20.0

Ampicilina 1@ mcg 16.6 18.0 16.4 19.4 R R R R
15 mcg 16.8 18.6 17.6 21.4
15 mcg 290.0 22.@ 21.3 19.@

Cefotaxima 30 mcg 22.0 23.0 23.80 19.0 I s 8 1
4% meyg 2d4.0 24.2 25,9 20.0
S mcg 8.0 8.0 8.0 8.0

Estreptomicina 10 mcg 2.0 8.0 8.0 8.0 R R R R
15 mcg 8.0 8.0 8.0 2.9
15 mcg €.8 8.2 8.8 8.0

Kanamicina 30 mcg 8.0 8.0 e.0 8.0 R R R R
4% mcg 8.0 8.0 8.0 8.0
S mcg 15.0 8.0 16.0 8.0

Gentamicina 18 mcyg 16.0 8.0 16.0 8.8 S R 8 R
15 mcyg 17.4 8.0 17.0 8.0
1% mcg 8.0 8.0 8. 8.2

Neomicina 30 mcg 3.0 3.0 2.0 e.a R R R R
45 mcg 8.0 8.0 2.0 8.0
1 mcg 8.0 3.0 2.0 3.0

tincomicina 2 meg 8.8 8.0 2.0 8.0 R R R R
I mcg 8.0 8.a@ 8.0 9.0
7.5 meg .2 8.2 5.8 =3.08

Eritromicina 15.@ mcqg 8.0 8.0 3.0 2.0 R R R R
22,% mcg .0 8.0 8.0 8.0
15 mcg B].0 R’.0 2.0 8.0

Tetraciclina 30 mcg €.0 £2.0 3.0 3.0 7 R R R
4% mcg 3.0 8.6 16.0 11.0
15 mcg 8.0 8.0 9.4 13.0

Cloranfenicol 30 mcg 18.0 8.8 10.9 14.0 R R R 1
4% mcg 11.0 8.2 11.8 14.85

R= Resistente

I=Intermedio S= Susceptible



41

Z. RESULTADOIS DEL ANALISIS DE VARIANZA:

CLADFO

G.L s.C C.M F.C Rr>F %
Modeleo 119 3RV, 3212022 74.8722792 4d.76 0.00a1
Ereq 11 A1 dit 1.672647
total 24 PI11.201222
Comb £ TR, 979 &5d , 331 S5i0.76 @.0001
Cepa =4 21.72433% 12.99 . 0021
Long z 116.384361 &%, 5€ a.ee21
Comlb ~ Cera g 26 IRITET 14,10 Q.a0a1
Com - L{onc 1& 52.82509 3.16 a.0001
Tewa = CLwe (-3 Z.617694 1.57 Q.1577
Comb-2 ) &5, 208722 1.5977G64d .94 B.589¢6

Fiof er 20 = @.80T1 euiste wtecte o interaccion.

3

&3
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DIAMETROE DE INHIBICION PRODUCIDOS POR LOS ANTIRIQTICOS
COMBINADGS, BOBFRE LAS DIFERENTES CEPAS.x

CUADRO 4.

COMBINACION DIAMETRDO DE CEPA DIFERENCIA xx
INHIRICION SIGNIFICATIVA
EN (mm)

Cefotaxima 1 Gentamicina 25.94 C

Cetotaxima t Gentamicina 25.83 B

Cefotaxima t Gentamicina 23.1¢6 A

Ampicilina ¢ Gentamicina 20.64 [od

Cefotaxima t Gentamicina 206 .23 D

Ampicilina 1 Gentamicina 19.26 D

Ampicilina t Gentamicina 13,82 B

Penicilina gt Estreptomicina 17 .81 B

Ampicilina t Gentamicina 16,86 A

Penicilina 1 Kanamicina 15,96 D

Penicilina 1 Estveptomicina 15,73 £

Penicilina 1 Estreptomicina 14.5€ o

Tetraciclina 1 Cloranfenicol 13,62 D

Penicilina s Estreptomicina 13.32 C

Tetraciclina 3 Cloranfenicol 13.08 A

Penicilina t Kanamicira 12,99 A

Penicilina + Neomicina 12,890 A

Tetraciclina t Eritromicina 12,44 A

Eritromicina 1 Estreptomicina 12.33 D

Tetraciclina 3 Clovanternicol 11.7@ c

Penicilina t Neomicina 11.41 4

Penicilina t Kanamicina 11.32 <

Tetracieclina ¢ Eritromicina 11,31 C

Penicilina t Neaomicina 11,30 D

Tetraciclina : Eritromicina 11.27 o

Penicilina t Kanamicina 11.03 E

Tetracicline t Eritromicina 18.73 B

Penicilina t Neomicina 12.43 E

Tetraciclina 1 Neomicina 9.07 2] F
Tetraciclina ¢t Neomicina 8.51 < Pt
Tetraciclina & Cloranfenicol 8.33 B P
Erotromicina t Estreptomicina 8.00 A P
Eritromicina : Estreptomicina 8.00 < P
Lincomicina : Neomicina €.00 E £
Lincomicina : Neomicina 8.00 [ "
Lincemicina 1@ Neomicina 8,00 D P
Eritvomicina ¢ Estrepromicina 8.0 B "
Lincomicina 3 Neomicina 8.0 A ®
Tetraciclina t Neomicina 8.00 A P
Tetraciclina 1 Neomicina 8.00 <] P
8 Promedio  de 1las tres concentraciores estudiadas. con  tras

repeticiones para cada cepa.

letva, no
iguates.

b3 Para las
#xiste diferencia significativa,

combinaciones que comparten la misma
estadisticamente son



CUADRD 5.

COMBINADOS A DIFERENTES

DIAMETROS DE INHIBICION

43

PRODUCIDOS POR LOS ANTIBRIOTICOS

CONCENTRACIONES. 2

COMBINACION Y CONCENTRACION

DIAMETRO DE DIFERENCIA ¢

x Para las

existe diferencia significativa,

compinaciorves que comparten
estadisticamente san iguales.

(mcg o UL} INHIBICION SIGNIFICATIVA
EN  (mm)
Cefotaxima 45 t Gentamicina 15 25.08 A
Cetotaxima 30 : Gentamicina 10 T3.06 AR
Cefotaima 15 : Gentamitina S 21.73 R
Ampicilina 157 ¢t Gentamicina 15 12.52 c
Ampicilina i8 « Gentamicina 18 19.32 C
Ampicilina 5 1 Gentamicing S 17.69 (=)
Penicilina 15 1 Estreptomocina 15 1e.58 DE
Penicilina 18 : Ectreptomicine 10 15.33 EF
. Penicilina S 3 Estreptomicina o 14.17 G

Tetraciclina 43 3 Cloranfenicel 4% 13.83 FGH
Pericilina 1S 1 Kanamicina 4% 13.6% FGHI
Penticilina 10 : Kanamicina 32 12.89 GHIJ
Tetraciclina 4% 1 Ermitromicina 2.5 12.07 GHIJ
Penicilina 15 1 Neomicina a5 12.66 GHIJ
Penicilina S5 1 Kanamicina 1S 11.93 HIJIK
tetraciclina 3@ : Eritromicina 15 11.72 IJKL
Tetraciclina 3@ 1 Clovanfenicol 30 11,42 JKL
Penicilina 1@ : Neomicina 32 11.5d JIKLM
Penicilina S 1 NeemiCina 15 12.46 KLMN
Tetraciclina 15 1 Eritromicina 7.5 9.97 KLMNO
Tetraciclina 15 : Cloranfenicoel IS 9.7%9 LMNO
Eritromicina 22.5: Estreptomicina 1S 9.29 MNG
Tetraciclina d5 1 Neomicima a5 F.08 NO
Eritromicina 15 1 Estreptaomicina 1@ 9.04 NQ
Eritromicina 7.5: Estreptomicina B.92 NQ
Tetraciclina 3@ : Neomicina 30 8.13 (]
Tetraciclina 15 1 Neomicina 15 S.00 [}
Lincomicina 3 1 Naeomicina 45 8.00 [x]
Lincomicina 2 : Neemicina h{v] B.00 Q
Lincomicina 1 t Neomicina 5 2.00 o
% Promedio de las cuatro copas, con tres rvepeticiones cada uia

la misma letra, no
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