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Estudio sobre la eficiencia de la combinacién amoxicilina y
&cido clavulanico contra cepas de Staphylococcus, Nocardia
y .Escherichia goli resistentes a penicilinas.

RESUMEN

Con el fin de evaluar la eficacia del &cido clavul&nico
en combinacién con amoxicilina <contra 40 cepas de
Staphviococcus, 15 cepas de Nogcardia y 5 cepas de
Escherichia coli, se aplicd el método de Kirby-Bauer de
susceptibilidad a quimioterap&uticos por difusién en agar
con las modificaciones de D'amato para Staphylococcus y E.
goll Yy de Wallace en el caso de Nogcardia, para la
preparacién de los infculos. Se usaron dos concentraciones
distintas de la combinacién &cido clavulanico-amoxicilina y
dos concentraciones de amoxicilina sola. Las cepas
bacterianas se aislaron de diversas infecciones en animales
domésticos y se escegieron por mostrar resistencia a
penicilina en pruebas de difusién en agar. Se detectaron las
cepas productoras de B-lactamasa por medioc del método
riapido acidométrico y se realizé una comparacién del efecto
de las diferentes concentraciones sobre las cepas
productoras y 1las no productoras de B-lactamasa. Se
obtuvieron 1los resultados siguientes: con el métode de
Kirby-Bauer se presentaron los halos de inhibicién para cada
cepa Yy concentracién. Con el métode ripido acidométrico se
obtuvieron las cepas elaboradoras de B~lactamasa, que fueron
66.6 % de las cepas (70 % de Staphylococcus, 73 3 de
Nocardia y 20 % de E. coli). En general, la combinacién
4cido clavul&nico (10 ug) y amoxicilina {20 xg) (conc. A},
mostré halos de inhibicién mas amplios que las otras
concentraciones, la siguiente fue amoxicilina sola a 25 ug
(conc. B). La combinacién de A&Acido clavulénico (1 pug) y
amoxicilina (2 pg) (conc. C) presentd respuesta muy cercana
a la concentracién anterior. La menor efectividad la tuvo
la amoxicilina sola a 2 pg (conc. D). El género bacteriano
que resulté mas sensible fue Staphylococcus, seguido de E.
g¢oli y finalmente Nocaydia. Staphylococcus presents la mejor
respuesta en todas las concentraciones, mientras que E. c¢olij
a las concentraciones B y C y Nocardia a A y D. Se encontré
que para Staphylococcus 1los efectos B-lactamasa y la
interaccién B-lactamasa-agente quimioterapéuticc no fueron
significativos pero el agente quimioterapéutico solo si 1lo
fue. Mientras que para Ngcardia y E. goli si fueron
significativos. Esto indica los efectos que influyen en el
resultado del estudio. A través del método de Duncan se
obtuvieron los rangos de sensibilidad de cada género a las
diferentes concentraciones, las cuales se dividieron en
cepas susceptibles, intermedias y resistentes al agente
quimioterapéutico.



INTRODUCCION

Antes de la aparicién de 1los antibiéticos 1los
tratamientos de las infecciones eran dQeficientes, pero al
surgir la penicilina en los afios 40 hubo un cambio radical a
esa situacién, sin embargo, su eficiencia fue corta ya que
despues de algunos afios se anuncié la presencia de cepas
resistentes a la penicilina encontrandose que el 60 % de las
cepas aisladas lo eran, creandose microorganismos con un
espectro amplio de resistencia y <con habilidad de
diseminarse. Con la introduccién de penicilinas
semisintéticas wvino un declive en la aparicién de
resistencia durante los afios 60 pero a principios de 1970 se
aislaron cepas resistentes a penicilinas semisintéticas, 1la
mayoria de las cuales producian la enzima B-lactamasa. A
finales de los 70 aparecié un inhibidor de B-lactamasas que
se aisl6é del Streptomyces clavuligerus y se le llamé &cido
eclavulanico (26,30,32).

En México es frecuente el uso de quimioterapéutices en
zootecnia y en clinica sin el debido control, por lo que es
comGn la resistencia bacteriana, causada por factores
quimicos del medio, presion de seleccién, seleccién de
pldsmidos de resistencia o por la produccién de enzimas como
la B-lactamasa gue hidroliza a las penicilinas simples y de
amplio espectro. La aparicién espont&nea de bacterias
mutantes resistentes a cierte antibibético pueden generarse
de manera experimental con una frecuencia de 10~6 a 1078 por
célula y se asume que eventos andlogos ocurren naturalmente
en las poblaciones para crear organismos resistentes
(2,11,15,22,26).

La correlacién de resistencia bacteriana con 1la
produccién de B-lactamasa se report6é por primera vez en
1944. La resistencia a la penicilina tiene 3 mecanismos de
accién, el primero es su inactivacién por medio de 1la
hidr6lisis del anillo B-lactémico del antibiético, el
segqundo, que tiene la misma efectividad contra penicilinas
sensibles y resistentes a B-lactamasa, es por medic de una
resistencia intrinseca que disminuye 1la afinidad o 1la
cantidad de proteinas afines a la penicilina. El tercero es
de tolerancia al efecto bactericida de 1los antibiétices
B-lactamicos, ya gque después de la sintesis de la pared
celular bacteriana, el antibiético provoca una lisis de esta
a través de una enzima autolitica asociada a la pared,
encontrdndose reducida esta actividad autolitica en los
microorganismos tolerantes (26). Entre las bacterias que
han desarrollado mayor resistencia a.los antimicrobianos se
encuentra el géneroc Staphylococcus, gue son cocos Gram (+),
agrupadas en racimos, son metabdlicamente muy activas, es
decir, tienen la capacidad de producir enzimas y toxinas que
intervienen en los procesos patogénicos (24). Se informa que
hasta un 80% de las cepas de este género producen



B-lactamasas y 60 a 70% muestran resistencia a penicilinas
{2,23,26,27). Aungue forman parte de la flora normal de
la piel y mucosas del hombre y de los animales, algunas son
oportunistas y 1llegan a provocar diversas infecciones
plégenas, mastitis y ocasionalmente septicemias (24). Por
otra parte, las Nocardias son bacilos pleomérficos Gram (+),
parcialmente Adcido~resistentes, sin agrupacién definida, de
crecimiento lento (48-72 h) son patéSgenos oportunistas.
Nocardiasis es un problema clinico seric especialmente en
pacientes que han sido tratados con corticosteroides o con
algin otro agente inmunosupresor (4,21,40). N. asteroides
es un importante productor de mastitis bovina, generalmente
introducida por el hombre. Clinicamente se manifiesta como
abscesos localizados, celulitis 6 1linfangitis supurativa
ascendente, la infeccién ocurre por inoculacién local y la
diseminacién es rara (38,39), las infecciones en perros y en
animales de granja son comunes (24). Por ser un organismo
de crecimiento lento, Nocardia puede eludir las pruebas
rutinarias de diagnéstico por estudios de cultivo (1,36) por
lo que existe poca informacién sobre su susceptibilidad a
agentes quimioterapéuticos; en la literatura se menciona que
las sulfonamidas son el tratamiento de eleccién, pero ya hay
informes acerca de la resistencla a estas (21,39,40).
Estudios recientes han mostrado que las Nocardias producen
B- lactamasas, las cuales juegan un papel importante en su
resistencia a agentes guimioterapéuticos (39). Escherichia
ceoli pertenece a la familia Enterobacteriacea, son bacilos o
cocobacilos Gram (=), son habitantes del tracto
gastrointestinal de animales y del hombre, son excretados
por heces, E. coli puede actuar come un patégeno
oportunista de procesos miscelaneos tales como mastitis,
onfaloflevitis, infecciones de las vias urinarias y
respiratorias. Existe informacién sobre resistencia mediada
por B-lactamasas (10).

El A&cido clavuladnico se aislé de Streptomyces
glavuligerus (American Type Culture Collection 27064) (32),
es un inhibidor de B-lactamasas. Este compuesto es parecido
en su nGcleo a las penicilinas por 1lo gque evita su
hidrolisis, ya que bloguea el sitio activo de la enzima
B-lactamasa, evitando asi su unién con el anillo B-lactamico
de las penicilinas. La actividad del &cido clavulanico no es
como antimicrobiano, unicamente inhibe las B-lactamasas
(9,30). Se ha reportado sinergismo entre antibiéticos
B-lactdmicos (penicilinas y cefalosporinas) y el &cido
clavuldnico. Las B- lactamasas reducen el espectro de acci6n
de las penicilinas como la amoxicilina , lo que se puede
resolver con el uso del dcido clavulé&nice
(3.,8,10,12,14,16,17,19,20,35,39,41). La amexicilina es una
penicilina semisintética con un espectro de accién sobre



bacterias Gram(+) y como puede difundir a través de la
membrana externa de las bacterias Gram(-), se le considera
de amplio espectro, tiene buena absorcién y rapida actividag
bactericida (10,38). El1 mecanismo de accién de la
amoxicilina impide 1la transpeptidacién de 1la pared
celular bacteriana, evitado as{ la unién polimérica de los
llamados nucledStidos de Park (unidades funcionales vy
estructurales de la pared) (38).Como ya se mencioné
anteriormente, las bacterias generan resistencia a los
agentes B-lactémicos, en este caso al utilizar amoxicilina
combinada con drido clavulanico este Gltimo va a inhibir a
la enzima B-lactamasa producida por las cepas resistentes,
por lo que la amoxicilina podrd ejercer su efecto sobre la
sintesis de la pared celular, causando la lisis bacteriana.
Hay varlos reportes gque describen el uso combinado del &cido
clavulédnico Y de la amoxicdlina contra infecciones
bacterianas (resistentes a penicilinas), con resultados
positivos (3,8,10,12,14,126,17,19, 20,31,32,35,39,41).

Para la realizacién de pruebas de susceptibilidad a
agentes guimioterapé&uticos, existe el metodo de Kirby-Bauer
que fue estandarizado y aprobado por el Natiocnal Committee
for €linical Laboratory Standards (NCCLS) de los Estados
Unidos de América (29). Su importancia se debe a su
reproducibilidad y comparatividad epidemioldgica, este
método fue utilizado con el prop&sito de evaluar el efecto
de la combinacién &cide clavulinico-amoxicilina contra cepas
de Staphylococcus, Nocardia y E. coli resistentes a
penicilina, dentro de las cuales se detectaron las
productoras de la enzima B-lactamasa con el objeto de
demostrar que al utilizar el &dcido clavulanico se inhibe 1la
accibén de esta enzima, permitiendo asi que la amoxicilina
realice su efecto bactericida. Para determinar este efecto
se utilizaron dos concentraciones tanto de la combinacién
&cido clavuldnico-amoxicilina como de amoxicilina sola.



MATERIALES Y METODOS

1)Se utilizaron 40 cepas de Staphylococcus, 15 cepas de
Nocardia y 5 cepas de E. coli, aisladas de casos clinicos de
diversas especies que mostraron resistencia a penicilinas
por pruebas de susceptibilidad a agentes quimioterapéuticos
por difusién en agar. Estas bacterias se obtuvieron del
cepario del Departamento de Bacteriologia y Micologia de la
FMVZ- URAM.

2) Se usaron sensidiscos” con diferentes
concentraciones, dos con amoxicilina y &cido clavulanico:
a)amoxicilina 20 pg + A&cido clavulanico 10 ug, b)
amoxicilina 2 ug + &cido clavulénico 1 pg y dos unicamente
con amoxicilina: c)25 pug y d)2 pg.

3) Se efectud el método Kirby-Bauer de susceptibilidad
a antimicrobianos por difusién en agar con disco (7), que
consiste en colocar un disco de papel impregnado con agentes
quimioterapéuticos en una caja de agar Mueller~Hinton
previamente inoculada con el! microorganisme problema a .
concentracién conocida, la droga presenta un gradiente de
difusién circular en el agar alrededor del disco, las zonas
de inhibicién de crecimiento bacteriano =se aprecian
alrededor del disco después de 24 horas de incubacién. El
tamafio de las zonas de inhibicién depende de 1la
difusibilidad del antimicrobiano en el agar y de la-
susceptibilidad de 1la bacteria al agente quimioterapéutico
(5,7,18,33). Estos diidmetros de inhibicién pueden ser
medidos ¢on una regla por la parte de abajo de la caja o por
sistemas de iluminacién como lo menciona Barry (6).

3.1) En el método Kirby-Bauer 1la preparacién del
in6culo se realiza de la siguiente manera: después de
sembrar las bacterias en agar tripticasa soya se incuba
durante 16 horas, posteriormente se toman 3 a 10 colonias y
se introducen en un tubo gue contenga 4 ml de caldo triptosa
fosfato 6 tripticasa soya, Los tubos se incuban durante 2 a
5 horas para producir una suspensién bacteriana de moderada
turbidez, una vez obtenido el inéculo, la suspensién se
estandariza a una densidad igual al tubo No 0.5 del
Nefelémetro de McFarland (5 X 107 Unidades formadoras de
colonias (UFC) por ml)(estandar de turbidez) (7,29). En
este proyecto se utiliz6 la modificaci6n hecha por D'amato
{13) para la preparacién ripida del inéculo, para las cepas
de Staphylococcus y de E. goli, esta consiste en suspender

* Marca Oxoid, proporcionados por Smith Kline y Beechan
de México S.A. de C.V.



una cantidad suficiente de colonias en 4 ml de agua
destilada estéril e igualar la densidad del tubo 0.5 del
Nefelbmetro de McFarland.

3.2) Para la preparacién del in6culo con cepas de

se utilizaron dos técnicas del método de Wallace

{(40) ya que estas bacterias tienden a aglomerarse durante el
crecimiento (4). Una fue colocande los microcrganismos en
matraces de Erler-Meyer de 125 ml con caldo tripticasa soya
y perlaa de cristal, en bafic maria a 37 C en agitacién
constante durante 96 horas Yy la otra se realizé en tubos de
20 ml con caldo tripticasa soya que contenian esferas de
cristal, los tubos fueron incubados a 37 C y mezclados por
15 a 30 seg <Qiariamente en un mezclador vortex durante 48 a
96 horas con el objeto de obtener una suspensién adecuada
que sBe ajusté al estandar de turbidez del tubo No. 1 del

Nefelémetro de McFarland (3 X 108 UFC por ml) (36,40).

4) Se utilizaron cajas de Petri de 100 mm con placas de
agar Mueller-Hinton (5 a 6 mm) con menos de 4 dias de
preparacién. Las cajas se dejaron secar antes de ser
inoculada la suspensién bacteriana, se sembraron con un
hisopo estéril en tres planos en el agar, se dejaron secar
de 3 a 5 min, los sensidiscos se colocaron en el agar con
pinzas flameadas asegurando el contacto con el medio. Las
cajas se incubaron de inmediato a 37 ¢ durante 24 h. para
Staphylococcus y para E. coli v 48 a 72 h. para Nocardia,
después de la incubacién se midié el didmetro de la zona de
inhibicién (incluyendo los 6 mm del disco) con una regla por
la parte inferior de la caja.

8) Con todas las cepas de los tres géneros se
realizaron tres repeticiones.

6) Se reallzé 1la prueba rapida acldométrica de
deteccidn de la enzima B-lactamasa (25) en la cual sa
adicionan 2 m) de solucitn de rojo fenol al 0.5 % a 16.6 ml
de agua destilada estéril y se inyecta en un 4&mpula que
contenga 20 millones de UI de Penicilina G. A la mezcla se
le agregé NaOH al 1 M en gotas hasta alcanzar un pH 8.5
medido en potenciémetra. Se prepardé el in6cula con una
turbidez igual al estdndar No. 4 del HNefelémetro de
McFarland (12 X 108 UFC por ml) de un cultivo de 24 h. Se
colocaron 0.1 ml del sustrato anterior en una micreoplaca, se
mezcld 0.1 ml del inéculo, si habia produccién de
B-~lactamasas la solucién cambiaba a color amarillo en los
primeros 15 minutes.

7) ANALISIS ESTADISTICO
Para evaluar los resultadeos del trabajo se realizdé un



anilisis de varianza con el modelo mixto siguiente (28)
{modelo 1):

Yijklmn= p + Ti + GJ + Sk(j) + VI(jk) + Im + (TG)iJ + (TI)im
+E(ijklm)n

donde:

Yijklmn es la n-esima respuesta medida en mm de halo de
inhibicién del m-esimo nivel de presencia de B-
lactamasa en la especie 1l-esima dentro de 1la
variedad
k-esima Yy del género j-esimo, con el
guimioterapéutico i-esimo.

M es la media poblacional.

Ti es el efecto del i-esimo quimioterapéutico
(i=1,.....4)

G} es el efecto del género j—esimo (j= Sta ocoggus,
Nocardia y Escherichia).

Sk(j) es el efecto de la k-esima especie dentrec del
j-esimo género (k=1,........8).

V1{jk)es el efecto de la l-esima variedad dentro de
especie y género.

Im es el efecto de la presencia de B-~lactamasa (m=1,0).

(TG) 1) es el efecto de la interaccién del
quimioterapéutico y el género de la bacteria.

(TI)im es el efecto de la interaccién del
quimioterapéutico y la presencia de B-lactamasa.

€(ijklm)n es el error aleatgric presente en el
experimento. NID (0O Y.

El efecto del quimioterapé&utico y de la presencia de B-
lactamasa fué evaluado para cada uno de los géneros mediante
el modele siguiente (modelo 2):

Yijk=a + Bi + Qj + (BQ)ij + i3k
donde:

Yijk es la k-esima respuesta medida en mm de halos de

inhibicién.

M es la media poblacional.

Bl es el efecto de la presencla de B-lactamasa (1,0)

(1 = presencia y 0 = ausencia).

Q) es el efecto del j=-esimo agente.

(BQ)l] es el efecto de la interaccién.

(ij)k es el _error aleatorio presente en el experimento

€ NID (0,43 .

Los modelos fueron anilizados por el método de
cuadrados minimos, mediante el procedimiente GIM del padquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System) (34). Los
rangos de inhibicién en el modelo 2 se obtuvieron mediante
el método de Duncan de separacién de medias con el mismo
paquete., El nivel de significancia wutilizado para estas
pruebkas fue de 0.01 (a=0.01).



RESULTADOS

a) En el método de Kirby-Bauer se obtuvieron los halos
de inhibicitén para cada cepa y concentracién, con los cuales
se calcularon los rangos y medias para Staphylococcus
(cuadro 8), para Nocardia (cuadro 9) y E. goli (cuadro 10).

‘b) Con el método utilizado para la detecciédn de 1la

enzima B-lactamasa 28 cepas de Staphylococcus resultaron
positivas a la produccién de esta enzima (70 %) y 12
negativas (30 %). De las cepas de Nocardia 11 fueron

productoras de la enzima (73 %) y 4 fueron negativas (27 %)
y de las 5 cepas de E. coli 1 fue positiva (20 %) y 4
fueron negativas a la produccién de B-lactamasa (80 %)
(cuadre 6). Para los tres dgéneros el 66.6 % de teodas las
cepas fueron productoras de B-lactamasa y 33.3 % fueron
negativas (cuadro 5)

¢} En general 1la combinacién A4cido clavulénico-
amoxicilina 10 pgg y 20 pg respectivamente (Conc. A), mostré
halos de 4inhilbicién wm&s amplios comparados con las otras
concentraciones, la que le siguié fue amoxicilina sola
(Conc. B). La combinacién de dcido clavuladnico-amoxicilina
1 pg Yy 2 pg respectivamente (Conc. ¢€), manifesté una
efectividad muy cercana a la del agente anterior y la menor
la present6 amoxicilina sola a 2 pg (Conc. D) (cuadro 3).

d) E1 género bacteriano gque result6 mas susceptible en
este trabajo tanto a las combinaciones como a los
quimioterapéuticos solos fue Staphylococcus seguido por E.
goli y por Gltimo Nocardia (cuadro 4).

e} La respuesta del géneroc de acuerdo <con cada
concentraci6én fue la siguiente: 1l1la mayor susceptibilidad
para todas las concentraciones (A,B,C y D) se presentd en el
género Staphylecoccus. Para Nocardia y E. goli la respuesta
varis, con las concentraciones Ay D tuvo mayor
susceptibilidad Necardia y con By C E. g¢oli, aungue en las
concentraciones C y D la respuesta de estos dos géneros fue
parecida (figqura 1).

£) En promedio los mayores halos de inhibicién en todas
las concentraciones se obtuvieron de las cepas no
productoras de B-lactamasa, aungue en las concentraciones ¢
¥ D son muy parecidos (cuadro 5 y figura 2).

g) Se encontré que todos los efectos en los tres
géneros estudiados son significativos (P<0.01), con
excepcién de la presencia de B-lactamasa que no fue
significativa (P>0.01) ( cuadro 1). En cuanto a cada género
esto vari6é, para Staphylococcus los efectos de B-lactamasa



¥y la interaccién B-lactamasa-agente quimiotarapéutico no
fueron significativos pero el agente guimioterapéutico seolo
si lo fue. Mientras que para Nocardia y E. coli los tres
efactos si fueron significatives (cuadro 2), lo cual indieca
los efectos que influyen en el comportamiento de este
estudio.

h) Los rangos de sensibilidad a los guimioterapéuticos
para cada g&nero se dividieron en susceptibles, intermediocs
y resistentes al agente quimioterapéutico de acuerde con el
nivel de significancia de los grupos formados en la prueba
de comparaciones mGltiples de Duncan (cuadre 7).



DISCUSION

El método de Kirby-Bauver de susceptibilidad a
quimioterapduticos fue efectivo en este estudio asi como las
modificaciones de D'amate y Wallace, que ahorraron tiempo y
facilitaron el trabajo de laboratorio, ya gque se siguieron
los pasos establecidos por sus autores, resultando como estad
indicado (2,7,13,40). Con estos métodos se obtuvieron los
halos de inhibicién en mm para los tres géneros, con las
diferentes concentraciones de los agentes
quimioterapéuticos.

Se utilizé la prueba réapida acidométrica (25) para la
deteccitn de la enzima B-lactamasa en todas las cepas de los
tres géneros, que dié buen resultado. El género que presentd
un mayor nGmero de cepas positivas a la enzima fue Nocardia
(73 %), con estos resultados se puede inferir la importancia
de esta enzima en la resistencia a penicilinas por parte de
Nocardia. Para el género Staphvlococcus, la cantidad de
enzima detectada fue del 70 % lo cual concuerda con la
literatura que menciona hasta un 80 % (26). Para E. coli
solo se detectd 20 %, siendo que este género es de los
mayores productores de B-lactamasa (10), esto puede deberse
a la pequefia cantidad de cepas trabajadas.

En el andlisis para todas las cepas la combinacién
efectiva en cuanto al tamafio de haloa de inhibicién fue
4cido clavuldnico con amoxicilina a 10 pg y 20 pug,
respectivamente, la respuesta de las otras concentraciones
no fue muy favorable ya sea por la baja cantidad de
amoxicilina yfo de &acido clavulanico, le siguieron
amoxieilina sola con 25 pg y la combinacién de A&cido
clavulénico-amoxicilina con 1 pg y 2 pg respectivamente, que
mostraron una efectividad muy cercana entre si, con esto se
nota que al combinar con el 4cido clavulanico es posible
aumentar la efectividad y disminuir la concentracién del
quimioterapéutice, ya gue 1la ceombinacién con 2 pg de
amoxicilina actGa casi igqual que la amoxicilina sola a 25
pg, lo que permite deducir que con el acido clavulénico se
aumenta mas de 10 veces la accién de la amoxicilina, La
concentracién menos efectiva fue la amoxicilina sola a 2 ug.

En la respuesta de cada género, Staphylococcus presentd
halos de inhibicién de mayor tamafio en todas las
concentraciones, en cuanto a Nocardia y E. coli fue variada,
ambos géneros respondleron positivamente solo con 1la
concentracién A, en la que resultd mas favorable Nocardia,
con las concentraciones B, C y D no fue muy favorable ya que
aparentemente las concentraciones no son suficientes para
obtener un buen resultado. Las medias de los hales de
inhibkicibn son bajas en el cuadro 4, ya gue se tomaron en
cuenta los promedios de las cuatro concentraciones y el
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tamafio de los halos de las concentraciones bajas fueron muy
pequefios y por la misma razén las desviaciones estandar son
altas, ya que al tomarse en cuenta las cuatro
concentraciones los rangos de los halos de inhibicién se
amplian mucho.

Los resultados indican que hay una mayor efectividad
sobre las cepas no productoras de B-lactamasa, ya gque estas
cepas no tienen ningGn impedimento para que el agente
quimioterapéutico pueda ejercer su efecte bactericida al no
haber produccibén de B-lactamasa, lo cual coincide con 1los
resultados obtenidos por Appelbaum et al.{3) en su estudio
donde encuentra gque hay mayor porcentaje de susceptibilidad
en las cepas no productoras de B-lactamasa. En este trabajo
en promedio el tamafio del hale de inhibicién en las no
productoras de B-lactamasa fue de 19.9 mm Yy en las
productoras de B-lactamasa fue de 18.5 mm. De acuerde con
cada concentracién: la A de A4cido clavulanice (10 pg) vy
amoxicilina (20 ug), tiene una efectividad ligeramente mayor
sobre las cepas no productoras de B-lactamasa. Con 1la
concentracién B amoxicilina (25 pg) se encontrd una mayor
respuesta en las no productoras de B-lactamasa. Con la C de
4cido clavuldnico (1 pg) y amoxicilina (2 pg) la mayor
respuesta fue de las productoras de B-lactamasa y con la
concentracidn D amoxicilina sola (2 pg) se notd una mayor
respuesta en las no productoras de B-lactamasa.

Es muy importante la significancia de 1los efectos
analizados ya que de esto depende su influencia en el
comportamiento del estudjo, puesto dque en dgeneral todos
ellos fueron significativos (P<0.01), menos la presencia de
B- lactamasa que resulté no significativa (P>0.01). En
cuanto a cada género hubo variacion, ya que para
Staphylococcus los efectos B-lactamasa y la interaccién
B-lactamasa Yy agente quimioterapéutice no fueron
significatives, aungque el agente gquimioterapéutice solo si
lo fue. Para Nocardia y E. coli estos tres efectos fueron
significativos. Por lo tanto en el caso de Staphylococcus no
se puede considerar la inhibicién de 1la B-lactamasa por
parte del &cido clavuldnico, aunque la literatura se
mencione que la resistencia a penicilinas a través de esta
enzima en Staphylococcus es de dgran impertancia (23,26).
mientras que en Nocardia y E. coll se tom6 en cuenta 1la
inhibicién de esta enzima ya que el efecto B-lactamasa fue
significativo. Staphylococcus fue el género gue con més
facilidad se pudo trabajar ya que no presenté dificultades
en su cultivo, en la preparacitén del in6cule ni en el
antibiograma. Por ser un género que con gran frecuencia se
encuentra como agente etioclégico en procesos patégenos y
presenta una elevada produccidn de B-lactamasa se trabajaron
mayor cantidad de cepas. Aungque no se pueda asegurar gue
haya habido inhibicién de B-lactamasas por parte del &cido
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clavulédnice, existié una mayor efectividad de las diferentes
concentraciones sobre este género, siendo el mas susceptible
a la combinacidén &cide clavulanico-amoxicilina. El
mecanismo de accién sobre este género no es claro afn. Los
resultados coinciden con los de Boor y Beale (8) guienes
utilizaron esta combinaciédn (amoxicilina-&cido clavulanico)
contra Staphvlococgus aureus y Streptococcus pyodenes
obteniendo buenos resultados, tambien Fleisher et al. (16}
logrd resultados positivos con la misma combinacién contra
Staphylococcus aureus, Streptogoccus pyvogenes y Haemophilus.

E. g¢oll. Se decidié utilizar este género porque comGnmente
se encuentra en procesos patSgenos de animales y del hombre
y ademds son de los mayores productores de B-lactamasas
{10}. Como la cantidad de cepas trabajadas fue escasa, hubo
un bajo porcentaje de productoras de B-lactamasas por ello
tampoco es posible asegurar dque haya existido inhibicién de
esta enzima por parte del Aacido clavuldnico aungue si se
puede afirmar gque la respuesta fue favorable a 1la
combinacitn &cido clavulanico-amoxicilina. Existe un
trabajo de Bywater et al. (10) en el gque se prueba 1la
combinacién de adcido clavulénico- amoxicilina contra E. coli
en perros, mostrando una buena efectividad lo que concuerxda
con los resultados obtenidos en este estudio. Nocardia.
Es un género bhacteriano sobre el gque existe poca informacién
en cuanto a su susceptibilidad, provoca daflos en
explotaciones lecheras y se encuentran dentre de 1las
bacterias productoras de B-lactamasa (39), por lo que fue
interesante emplearla en este estudic. Esta Dbacteria
presentd dificultades en su cultivo ya que hubo
contaminacién y fue necesario realizar varios pases para
purificarla, para la preparacibén del inbdculo se utilizaren 2
técnicas, una se hizo con matraces Erler-Meyer e incubacién
en bafio marfa, y como se contamind el cultivo se optdé por
emplear el método de tubos de ensaye en incubadora en el que
no existié contaminaciébn, lograndogse el inbGculo esperado
como lo describid Wallace en su estudio (40). Con esta
bacteria si resulté significativa la presencia de
B-lactamasa por lo que se puede asegurar que hubko inhibicién
de esta enzima, ya gque se obtuvieron halos de inhibicidn
indicadores de susceptibilidad. Los resultados de este
trabajo coinciden cen los de Wallace et al. (39) aquien
reporta buena eficlencia de 1la corbinacién {&cido

clavulanico-amoxicilina) contra Nogardia prasiliensis,
aungue Steingrube et al. (37} encuentra resistencia por
parte de cepas de Nocardia s pero la explican

como consecuencia de una mutacién gue afecta el sitio activo
inhibidor de B~ lactamasas.

El cuadro {7} de susceptibilidad a los
quimioterapéuticos obtenido en mm de inhibicién en cada uno
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de los géneros puede ser utilizado como referencia para
detectar cepas susceptibles, intermedias o resistentes a
estos agentes a las mismas concentraciones.

Existen trabajos sobre la utilizacién de la combinacién
dcido clavulanico-amoxicilina en medicina veterinaria, como
el de Bywater et al. (10) donde se prueba contra E. c¢oli y

en perrog Yy sSe reporta gque existe buena
absorcisén, buena distribucién al igual que buena eficacia
contra estas bacterias productoras de B-lactamasa. Gilmour
et al. (19) probS esta combinacién contra pasterelosis en
borragos y los resultados mostraron una marcada raduccién en
las manifestaciones clinicas, patolégicas y bacteriolégicas
de la pasterelosis. Otro trabajo con m&s de 100 perros con
signos respiratorios fue realizado por Simmons et al. (35)
en el que se traté con la misma combinacién y tambien mostré
resultades positives.

Después del estudio realizado y de las investigaciones
hechas, se puede recomendar su uso contra Nocardiag
productoras de B-lactamasa. Para Staphylococcus y E. coli la
combinacién funciona pero no es posible asegurar que sea por
inhibicién de B-lactamasas, serla recomendable gque en Mé&xico
se hicieran estudios in vitro asi{ como su aplicacién in vive
para una mejor evaluacién de su eficacia.
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Cuadro 1

Analisis de varianza para la variable dependiente mm de
________________ Inhibicién (modelo 1)

Origen de Ia Grados de Cuadrados P F

variacién libertad medios
Quimioterapéutico 3 77.33% 0.0001
Género 2 62.35+ 0.0001
Especie (género) 4 3.43+» 0.0001
Variedad (género* especie) 8 2.300e 0.0001
Pregsencia de B- lactamasa 1 0.93N8 0.0229
Quimioterapéutico» B-lactamasa 3 1.154» 0.0003
Quimioterapéuticorgénero 8 3.16+ 0.0001
Error 694 0.18

Total 719
TTTTTTTTTTNS No significative ( P> 000
=+ Significativo { P< 0.01)



Cuadro 2

Niveles de slgnificacién de los efectos B-lactamasa y

.......... Agentes quimloterapéuticos (modelo 2} __..._...
Efectos Staphylococcus Nocardla
PrF POF
B-lactamasa 0.1447NS 0.0001-+
Agentes QT. 0.000 1+~ 0.0001e-
B-lact.~Agentes QT. 0.6353NS 0.0002+-

NS No Sligniflcativo (P>0.01)
«= Signiticativo (P<0.01)

E coll
PpF

0.000 1+~
0.000 1+



Cuadro 3 -

Medias aritméticas conforme el guimioterapéutico en mm
de halos de inhibicién y desviaciones estandar

QT. Media Desv. est. CV %
{mm) {mm)
A 281 4.9 a 17.40
B 18.5 7.9 b 42.70
c 16.7 68 c 40.72
D 12.9 4.9 d 37.58

QT. A amoxicilina 20 ug + acido clavulanico 10 ug
QT. B amoxicilina 25 ug

QT. C amoxicilina 2 ug + &cido clavulanico 1 ug
QT. D amoxicilina 2 ug

a,b,c,d literales distintas denotan diferencias
significativas (P<«0.01).



Cuadro 4

Medias aritméticas en mm de inhibicion de las 4
diferentes concentraciones en cada género

Género Medias (mm) Desv. est. (mm).
Staphylococcus 21.64 6.5
E. coli 16.03 9.7

Nocardia 1295 7.8



Presencla de No % No.de
B-lactamasa casos
Negativo 33.3 240
Positivo 88.8 480

Halos de Inhlb
media {mm)

19.91

Desvlaclon
estdndar (mm)

0.86 a

a,a literales Iguales denotan que no hay diferenclas

significativas (P:0.01),



Cuadro 6

Género Positivo . Negativo
Staphylococcus 70 % 30 %
' Nocardia 73 % 27 %



Cuadro 7

Rangos de sensibilidad a 108 quimioterapéuticos.

Género QT Rangos{mm)_________
Suscept. Interm. Reasist.
A »30.0 23.0-30.0 <23.0
Staphylococcus B »24.8 20.0-24.8 <20.0
C >28.8 20.6-28.6 <206
D »26.8 17.3-26.6 «17.3
A »36.3 21.8-36.3 <21.6
Nocardia B »34.6 21.3-34.6 «21.3
G >16.0 13.0-16.0 «13.0
D »14.0 13.0-140 <13.0
A >26.6 23.0-26.86 <23.0
E. coli B »26.3 22.6-26.3 22.8
c »15.6 10.0-15.6 <10.0
D >13.3 10.0-13.3 <100

QT. A amoxicilina 20 ug + & cido clavula nico 10 ug
QT. B amoxicilina 25 ug
QT. C amoxicilina 02 ug + 4 cido clavuld nico 01 ug
QT. D amoxicilina 02 ug




Cuadro 8

Quimioterapéuticos Rangos (mm) Medias (mm)
A 15.3-36.6 31.7
B 11.6-36.0 23.8
Cc 10.3-28.6 22.6
D 7.0-26.6 16.9

QT. A amoxicilina 20 ug + 4cido clavulanico 10 ug
QT. B amoxicilina 25 ug

QT. C amoxicilina 2 ug + &cido clavulanico 1 ug
QT. D amoxicilina 2 ug



Cuadro 9

Quimioterapéuticos Rangos {(mm) Medias (mm)
21.0-37.3 26.6
B 8.0-35.3 12.9
o] 6.0-14.0 8.8
D 6.0~-14.0 8.5

QT. A amoxicilina 20 ug + &cido clavulanica 10 ug
QT. B amoxicilina 25 ug

QT. C amoxicilina 2 ug + acido clavulanico 1 ug
QT. D amoxicilina 2 ug



Cuadro 10

Quimioterapéuticos Rangos (mm) Medias (mm)
A 21.6-26.6 22.9
B 6.0-26.3 18.6
C 8.0-15.6 10.4
D 6.0-13.3 7.7

QT. A amoxicilina 20 ug + Acido clavulanico 10 ug
QT. B amoxicilina 25 ug

QT. C amoxicilina 2 ug + Acido clavulanico 1 ug
QT. D amoxicilina 2 ug
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