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FunpAamENTACION. Amoxicilina-sulbactam oral (500/500 mg) inhibe
cerca del 90% de los aislados de Escherichia coli y Proteus
mirabilis a las concentraciones urinarias obtenidas.

0BJETIVOS. Administrar amoxicilina-sulbactam 875/125 mg y
determinar: concentracion minima inhibitoria (CMI) de E. coliy P.
mirabilis a sulbactam; poder inhibitorio de la orina (P10) frentre a E.
coli o P. mirabilis resistentes a amoxicilina; concentracion urinaria
de sulbactam; comprobar si 125 mg de sulbactam solo produce un
PIO0 elevado que avale la accién intrinseca del inhibidor; comparar
la accion de amoxicilina-sulbactam con amoxicilina-clavulanico y
la de sulbactam con clavulanico.

MEropos. Doce voluntarios sanos recibieron de forma cruzada, al
azar, amoxicilina-sulbactam 875/125 mg o amoxicilina-clavulanico
875/125 mg, en dosis Gnica. Muestras: basal, 2, 4y 6 h. Se determino
pH, densidad y P10. Se sembraron 39 cepas aisladas de orinas: de E.
coli 30 hiperproductoras de TEM-1y 3 de betalactamasa de espectro
extendido CTX-M-2; y de P. mirabilis (6) resistentes a ambas
combinaciones. Seis voluntarios sanos recibieron 125 mg de
sulbactam y se determind el P10 frente a E. coli con CMI para
amoxicilina >2.048 mg/I.

ResuLTADOS Y DIscusiON. Las CMI 90 de sulbactam o clavulanico con
amoxicilina resultaron iguales a las CMI 90 para sulbactam o
clavulanico solos, sin diferencias atribuibles a la composicion
urinaria. La actividad de amoxicilina con inhibidores podria deberse
tanto a la inhibicion de las betalactamasas, como a la accion
intrinseca de los inhibidores. Ambas combinaciones presentan
actividad inhibitoria equivalente. Los PIO de 2 horas son
francamente elevados y lo siguen siendo a las 6 horas. También las
concentraciones de sulbactam exceden, casi hasta las 6 horas, las
CMI para sulbactam, resultando asi co-responsable de la inhibicién
de E. coli en orina vesical.

Cuestionamos el punto de corte propuesto por National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para valores
“intermedios”, que para estos antimicrobianos es 16/8, valor muy
por debajo de los alcanzados en orina por los inhibidores. Esto
explica las curaciones de infecciones urinarias bajas no
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complicadas del sexo femenino, con amoxicilina-sulbactam cuando
los aislados infectantes fueron considerados como “resistentes” por
métodos de difusion.

Palabras clave: amoxicilina-sulbactam, orina.

Escherichia coli eradication from the blader urine by
amoxicillin-sulbactam. Intrinsic activity of the inhibitor

RaTiONALE. At urine concentrations obtained after the oral
administration of amoxicillin-sulbactam (500/500 mg) this
combination inhibits roughly 90% of Escherichia coli and Proteus
mirabilis strains.

Aivs. To administer amoxicilin-sulbactam 875/125 mg and to
determine: a) minimun inhibitory concentration (MIC) of sulbactam
for E. coliand P. mirabilis; b) urine inhibitory titres power (UIT)
against amoxicillin-resistant E. coli or P. mirabilis; c) urine
concentrations of sulbactam; and to verify whether sulbactam 125
mg as single drug, attains a high enough UIT to support the intrinsic
action of the inhibitor; and to compare the activity of amoxicillin-
sulbactam and amoxicillin-clavulanate and that of sulbactam and
clavulanate.

MetHops. Twelve healthy volunteers received a single oral dose of
amoxicillin-sulbactam 875/125 mg or amoxicillin-clavulanate
875/125 mg, according to a ranzomized cross-over design. Urine
samples were drawn at: 0 (basal), 2, 4, and 6 hours after dosing.
Urine pH, specific gravidity and UIP were assessed. Thirty nine
strains isolated from urine samples were used: 30 TEM-1
producing E. coli strains and 3 extended spectrum CTX-M-2
betalactamase-producing E. coli; and 6 P. mirabilis resistant to both
combinations. In 6 healthy volunteers, sulbactam 125 mg was
administered orally and UIT against E. coli (MIC amoxicillin > 2048
mg/l) was assessed.

ResuLts AND Discusion. MIC-90 for amoxicillin plus sulbactam or
clavulanate were similar to those for sulbactam or clavulanate
alone, without any difference attributable to the chemical
composition of the urine. The activity of amoxicillin plus the
inhibitors could be due, not only to the inhibition of betalactamase
but also to the intrinsic effect of the inhibitor. Both combinations
showed an equivalent inhibitory activity. Two-hour UIT remained
high for the entire 6-h evaluation period.

Sulbactam concentration far exceed sulbactam MIC for the 6h-
period, inhibiting urine E. coli.
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We disagree with the cut-off limit proposed for intermediate values
of NCCLS, which, for these antimicrobial are 16/8, a value lower than
those obtained in urine samples after the administration of
hetalactamase inhibitors. This may be an explanation for the
beneficial effect of amoxicillin-sulbactam in the recovery of
uncomplicated lower urinary tract infections in women when the
involved strains were considered resistant by diffusional methods.

Key words: Amoxicillin-sulbactam, urine.

Introduccion

Por estudios efectuados por Casellas et al! y por Bantar
et al? se ha demostrado que la combinacién clasica de
amoxicilina-sulbactam oral (500 mg+ 500 mg) permite la
inhibicién de cerca del 90% de las cepas de Escherichia
coli y Proteus mirabilis incluyendo a las cepas hiperpro-
ductoras de betalactamasa plasmidica de clase A mas fre-
cuente en estas especies, o sea, TEM-1 y que ello ocurre
a concentraciones facilmente alcanzables en la orina vesi-
cal, tanto de amoxicilina como de sulbactam, habiéndose
encontrado que los valores méximos se observan alrede-
dor de las 2 horas siguientes a la administracién. Los
valores medios y su desviaciéon estandar (DE) hallados
fueron de 1.716 mg/l (DE: 744 mg/l) para amoxicilina y
1.980 (DE: 922 mg/l) para sulbactam, en determinaciones
realizadas por cromatografia en fase liquida de alta pre-
cision.

En el estudio realizado por Casellas et al' se utilizaron
cepas con concentracién minima inhibitoria (CMI) >
10.000 mg/l para amoxicilina y la mayoria de las cepas
utilizadas por Bantar et al? superaron el nivel de 2.048
mg/l. Por una parte nos sorprendié que sulbactam fuera
capaz de disminuir las CMI de amoxicilina en esas cepas
a valores entre 64 y 256 mg/l. Ello implica un descenso
de 5 a 8 diluciones en la CMI. Por algin motivo la efecti-
vidad era mayor que la esperada.

Varias publicaciones habian dado cuenta de que las
CMI de las cepas de E. coli tanto para sulbactam como
para clavuldnico estdn en el rango de 32 a 256 mg/13*.
Este hecho no alcanz6 la transcendencia que tuvo la acti-
vidad intrinseca de sulbactam sobre Acinetobacter spp.,
porque para esta especie las CMI para sulbactam estan
(no siempre) relacionadas a niveles alcanzables en suero.
Sin embargo, nadie parece haber reparado en que las
CMI para E. coli y P. mirabilis estan por debajo de los
niveles alcanzables en la orina vesical.

Amoxicilina-sulbactam se comercializa actualmente en
la mayoria de los paises latinoamericanos, Jordania y
China. Recientemente se ha lanzado una nueva forma
farmacéutica oral que contiene 875 mg de amoxicilina y
125 mg de sulbactam (como pivoxil), que ha mostrado
caracteristicas farmacodinamicas que avalan su utiliza-
cién en el tratamiento de las infecciones respiratorias
bajas, tipicas, adquiridas en la comunidad, con un régi-
men de administracién cada 12 h®.

Los objetivos de nuestro estudio fueron:

1. Determinar la CMI de cepas de E. coli y P. mirabi-
lis a sulbactam.

2. Determinar el poder inhibitorio de la orina (PIO) de
voluntarios que recibieron la nueva formulacién de amo-

xicilina-sulbactam frente a cepas de E. coli o P. mirabilis
con elevada resistencia a amoxicilina. Para determinar el
PIO se utilizaron deliberadamente concentraciones bac-
terianas més elevadas que las empleadas previamente
por Bantar et al? y adecuadas a las que se hallan habi-
tualmente en infecciones urinarias vesicales®, y por otra
parte no se emple6é como diluyente un medio artificial
sino la propia orina del voluntario.

3. Comprobar si el empleo de una formulacién de 125
mg de sulbactam solo, preparada para el caso, permitia la
obtencién de un PIO razonablemente elevado como para
justificar la accién intrinseca del inhibidor.

4. Determinar la concentracion urinaria de sulbactam
en los voluntarios que recibieron la nueva formulacién
(875/125).

5. Comparar la accién de amoxicilina-clavuldnico con la
de amoxicilina-sulbactam y la de sulbactam con clavulé-
nico para cada uno de los propésitos anteriores.

Pacientes, material y métodos

Evaluacion y aprobacion del protocolo del estudio

El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité de Docencia e
Investigaciéon y por el Comité de Bioética del Hospital Manuel
Belgrano.

Voluntarios

Se incluyeron 12 voluntarios, 6 del sexo masculino, cuya edad fue
23 a 39 afios, media 32, y cuyo peso fue de 54 a 84 kg, media 68 kg.
No presentaban enfermedad en el momento de la inclusién en el
estudio; su funcién renal y hepética fue normal, y no tenian antece-
dentes de infecciones urinarias recurrentes. Tampoco fueron trata-
dos con antibiéticos en los dltimos 15 dias antes de recibir la dosis
inicial de amoxicilina con inhibidores, asi como otra medicacién en
las ultimas 48 h previas al estudio. La dieta e ingesta hidrica del dia
anterior a cada estudio fueron las normales y se documentaron.
Todos los voluntarios dieron su consentimiento escrito para partici-
par en la experiencia.

Para el estudio de la actividad de pivoxilsulbactam solo participa-
ron 6 voluntarios de 18 a 65 afios, 3 del sexo masculino, quienes
dieron su consentimiento escrito.

Recoleccion de la orina basal (0 h) previa
a la ingestion de antibacterianos

Todos los voluntarios la recolectaron en un frasco estéril, aséptica-
mente, con las precauciones propias de un urocultivo y un volumen
minimo de 30 ml de orina. La muestra fue trasvasada estérilmente a
tubos estériles con tapa de rosca y de inmediato congeladas a —20°C.

Administracion de antibacterianos

Al azar se asign6 a los voluntarios (en forma ciega para los bacte-
ridlogos) para recibir amoxicilina-sulbactam (Trifamox IBL DUO
Bag6) o amoxicilina-clavuldnico (Clavulox 1 g, SKB) ambos conte-
niendo 875 mg de amoxicilina y 125 mg de sulbactam (como pivoxil)
o clavuldnico respectivamente. Aquellos que recibieron uno de los
productos la primera semana recibieron el otro producto la siguien-
te semana.

Los voluntarios que recibieron pivoxilsulbactam solo lo hicieron en
la forma de un comprimido preparado especialmente para el estudio,
que contenia 125 mg de sulbactam (como pivoxil).

Recoleccion de las muestras de orina
post-medicacion

Con las mismas precauciones y conservacién consideradas para la
muestra de 0 h se tomaron nuevas muestras de orina de acuerdo a
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los siguientes horarios después de la ingesta de comprimido.
Muestra 1: a las 2 h (correspondiente al periodo 0-2 h)
Muestra 2: a las 4 h (correspondiente al periodo 2-4 h)
Muestra 3: a las 6 h (correspondiente al periodo 4-6 h)

Determinaciones efectuadas con las muestras
de orina

Se midi6 el pH y la densidad de cada orina a fin de determinar si
presentaban valores extremos que dificultaran el crecimiento bacte-
riano.

Determinacién del PIO

Se efectué de acuerdo al método previamente descrito’. Se utilizé
la orina basal (0 h) de cada voluntario como diluyente para lograr
diluciones 1/1 a 1/32. En ningtn caso se emplearon caldo o elemen-
tos extrafios como agar.

Para cada muestra horaria se dispuso de la siguiente serie de
tubos:

Tubo 1: 0,5 ml de orina basal (control de desarrollo de la cepa).

Tubo 2: 0,5 ml de orina basal a la que se agregaron 0,5 ml de orina
post-antibiético (dilucién 1/2).

Tubo 3: 0,5 ml de la orina basal a la que agregaron 0,5 ml del con-
tenido del tubo 2 (dilucién 1/4). Asi sucesivamente hasta la dilucién
1/32. Cada tubo fue luego inoculado con 20 microlitros de una sus-
pension de la cepa en estudio desarrollada en la orina basal de cada
voluntario y a la concentracién de 10® a 10° unidades formadoras de
colonias/ml. Se procedi6 asi con las orinas de cada voluntario con las
39 cepas incluidas en el estudio. Se inocularon ademads con el mismo
procedimiento las cepas controles E. coli ATCC 25922 y ATCC
35218. Los tubos se incubaron a 35° C por 16-20 h en atmésfera de
aire. E1 PIO se interpret6 como el tubo anterior al primero en que se
observé turbiedad compatible con desarrollo bacteriano.

Cepas utilizadas

Se utilizaron 39 cepas, todas ellas originarias de orinas de
pacientes con infecciones urinarias: E. coli (n=33). De ellas, 30 fue-
ron hiperproductoras de TEM-1. Otras tres fueron productoras de
la betalactamasa de espectro ampliado CTX-M-2. Las 6 cepas res-
tantes fueron de P. mirabilis, resistentes (CMI > 256/128) a amo-
xicilina-sulbactam y amoxicilina-clavuldnico. Como controles se
utilizaron las cepas de E. coli ATCC 25922 y 35218.

Determinacién de la CMI

La CMI se determiné por macrodilucion en agar Mueller Hinton
(Biokar Francia) de acuerdo a recomendaciones del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M2-A7, para
amoxicilina trihidrato (Bagoé); sulbactam sédico (Bagé); clavuldnico
de litio (SKB) y para las combinaciones de amoxicilina con los inhi-
bidores 2/1.

Para 10 cepas seleccionadas al azar con CMI > 2.048 mg/l para
amoxicilina se estudi6 su capacidad de desarrollarse en medio conte-
niendo 10.000 mg/l de este antibiético. Para 20 cepas se determiné la
CMI por macrodilucién usando como medio de cultivo la orina basal
de los voluntarios, a fin de conocer el efecto de la orina sobre la CMI.

Determinacién de la concentracion
de sulbactam en orina

Usamos el método microbiolégico de Lassen y Edberg® que origi-
nalmente fue descrito para la dosificacién de clavuldnico y que per-
mite dosificar clavuldnico en presencia de amoxicilina. El método
original utiliza una cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC 29665. Lo
adaptamos para la dosificaciéon de sulbactam empleando la cepa E.
coli ATCC 35218.

Ensayo de la actividad de sulbactam 125 mg
Obtuvimos de Laboratorios Bagé comprimidos preparados al efec-
to conteniendo solamente 125 mg de sulbactam (como pivoxil).

Resultados y discusion

En la tabla 1 se muestran los valores de CMI realiza-
das en agar Mueller Hinton para las 39 cepas incluidas
en el estudio y para las cepas controles.

En la tabla 2 se detallan los mismos resultados efec-
tuados usando orina como medio de cultivo.

Puede observarse que los valores de CMI 90 para las
cepas estudiadas, correspondientes a la concentracién de
sulbactam o clavuldnico en sus combinaciones con amo-
xicilina son iguales a las CMI 90 obtenidas para sulbac-
tam o clavulédnico solos.

Como puede comprobarse no hemos encontrado dife-
rencias atribuibles a la composicién de la orina para las
CMI, en todo caso una ligera disminucién en medio uri-
nario que parece debido a la accién sinérgica de orinas
muy é&cidas, ya que en todos los casos en que ocurrieron
diferencias entre caldo Mueller Hinton y orina corres-
pondié a voluntarios cuyas orinas presentaron pH < 5,0
(datos no mostrados).

Por lo expuesto puede especularse que la accién de
amoxicilina junto a los inhibidores en la orina infectada
con E. coli podria deberse tanto al descenso de la CMI por
la inhibicién de las betalactamasas presentes en las
cepas estudiadas (TEM-1, en su mayoria), como a la
accién intrinseca de los inhibidores.

Los valores medios de PIO obtenidos con la orina de los
12 voluntarios frente a las 39 cepas estudiadas y los con-
troles ATCC se pueden observar en la tabla 3.

Se observa que ambas combinaciones presentan activi-
dad inhibitoria practicamente equivalentes de las cepas
ensayadas en diluciones de orina, vale decir que la acti-
vidad en presencia de sulbactam o clavulanico como inhi-
bidor no difiere. Ademas los titulos de PIO obtenidos a
las 2 h son francamente elevados (la orina con antibiéti-
co es activa en una dilucién promedio de cerca a 1/10) y
sigue siendo activa hasta las 6 h. Esta observacién ayuda
a explicar los éxitos obtenidos en infecciones urinarias

TABLA 1. Valores de concentracion minima inhibitoria (mg/l) determinadas en agar Mueller Hinton para las 39 Enterobacteriaceae

incluidas en el estudio

E. coli
Antibiético Rango CMI CMI 50 CMI 90
ATCC 25922 ATCC 35218
Amoxicilina 1.024->2.048 >2.048 >2.048 4 512
Sulbactam 32-256 64 128 32 64
Clavulanato 16-128 32 128 16 64
Amoxicilina-sulbactam 16/8-512/256 32/16 256/128 4/2 16/8
Amoxicilina-clavulanato 16/8-512/256 16/8 256/128 4/2 16/8

CMLI: concentracién minima inhibitoria.
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TABLA 2. Concentraciones minimas inhibitorias determinadas en orina

E. coli
Antibiético Rango CMI CMI 50 CMI 90 il
ATCC 25922 ATCC 35218

Amoxicilina 1.025->2.084 >2.084 >2.084 2 256
Sulbactam 16-256 64 64 16 32
Clavulanato 16-128 32 64 16 32
Amoxicilina-sulbactam 16/8-256/128 16/8 256/128 2/1 8/4
Amoxicilina-clavulanato 16/8-256/128 16/8 128/64 2/1 8/4

CMI: concentracién minima inhibitoria.

bajas, no complicadas, del sexo femenino, con amoxicili-
na-sulbactam cuando la cepa infectante fue considerada
como resistente por métodos de difusion®1'.

En la tablas 4 y 5 se comparan los valores de CMI para
las distintas cepas frente a las combinaciones de amoxi-
cilina con los inhibidores y frente a sulbactam y clavula-
nico (solos, sin amoxicilina) respectivamente, en relacion
al valor medio de PIO encontrado en la orina a diferentes
horarios y puede comprobarse la estrecha relacién entre
el PIO y la concentracion del inhibidor. Ello reafirmé el

concepto de la accién intrinseca de los inhibidores frente
a E. coli a concentraciones urinarias de los mismos.

Se efectuaron seguidamente dos estudios. El primero
fue determinar la concentracion de sulbactam que se
alcanza tras una dosis de 875 mg de amoxicilina y 125 mg
de sulbactam. Los resultados se presentan en la tabla 6.
Como puede comprobarse las concentraciones de sulbac-
tam exceden casi hasta las 6 h, los valores de CMI para
sulbactam solo (32-256 mg/l). El inhibidor solo, en este
caso sulbactam, result6 si no responsable, cuanto menos

TABLA 3. Valores medios del poder inhibitorio de la orina de los 12 voluntarios frente a las 39 Enterobacteriaceae

y las 2 cepas controles

39 cepas ATCC 25922 ATCC35218
Hora Amoxicilina- Amoxicilina- Amoxicilina- Amoxicilina- Amoxicilina- Amoxicilina-
post dosis sulbactam clavulanato sulbactam clavulanato sulbactam clavulanato
2 8,3 9,6 >32 >32 9,0 10,5
4 3,7 44 22,0 26,0 6,3 7,0
6 1,4 1,7 9,0 10,5 3,3 4.3

El poder inhibitorio de la orina estéd expresado como el valor medio del denominador de los valores individuales de éste.

Los valores > de 32 fueron calculados arbitrariamente como 48.

TABLA 4. Valores de la concentracion minima inhibitoria para las distintas cepas frente a amoxicilina- sulbactam en relacion al valor
medio para esas cepas de sulbactam solo y el valor del poder inhibitorio de la orina obtenido a los diferentes horarios

PIO a diferentes horarios
CMI AXSB Numero CMI media para SB
(mg/1) de cepas (mg/1) oh 4h 6h
> 256/128 8 156 2,8 1,7 0,5
128/64 5 80,8 4,2 2,8 1,2
64/32 19 70,5 9,3 4.7 2,1
32/16 5 38,4 16,0 6,0 3,0
16/8 2 32,0 32,0 8,0 4,0

CMI: concentracién minima inhibitoria; AXSB: amoxicilina-sulbactam; SB: sulbactam; PIO: poder inhibitorio de la orina.

TABLA 5. Valores de concentracion minima inhibitoria para las distintas cepas frente a amoxicilina-clavulanato en relacion al valor
medio para esas cepas de clavulanato solo y el valor del poder inhibitorio de la orina obtenido a los diferentes horarios

PIO a diferentes horarios
CMI AXCL Numero CMI media para CL
(mg/1) de cepas (mg/1) oh 4h 6h
> 256/128 7 101,4 3,9 2,2 0,9
128/64 5 849 5,2 3,6 1,4
64/32 16 63,0 9,6 4.4 1,7
32/16 4 26,3 24,0 6,0 3,0
16/8 7 18,2 36,5 8,0 4,0

CMI: concentracién minima inhibitoria; AXCL: amoxicilina-clavulanato; CL: clavulanato; PIO

: poder inhibitorio de la orina.
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co-responsable de la inhibicién de E. coli en orina vesical.

El segundo estudio consistié en utilizar un comprimido
constituido por sulbactam solo (sin amoxicilina) a la
misma concentracién que la presente en la nueva formu-
lacion. Se administraron pues a 6 voluntarios 125 mg de
sulbactam (como pivoxil sulbactam) y se determiné el
PIO de acuerdo a los métodos previamente expuestos
frente a 30 cepas con CMI a amoxicilina de >2.048 mg/l
(todas productoras de TEM-1). Los resultados se presen-
tan en la tabla 7 y de ellos se concluye en forma indiscu-
tible la accién inhibitoria intrinseca de sulbactam en
orina frente a cepas de E. coli responsables de infecciones
urinarias bajas.

Nuestro resultados permiten cuestionar el punto de
corte propuesto por NCCLS para valores “intermedios”,
entendiéndose por éstos los correspondientes a cepas que
han sido aisladas del sitio de excrecion del antibacteria-
no, en nuestro caso la orina. Para el caso de amoxicilina-
clavulanico o ampicilina-sulbactam este valor “interme-
dio” es de 16/8 (aminopenicilina/inhibidor). No caben
dudas de que esta concentracién estd muy por debajo de
los valores alcanzados en la orina por los inhibidores.
Estas discordancias brindan una explicacion a los resul-
tados que hemos obtenido utilizando amoxicilina-sulbac-
tam en infecciones urinarias bajas no complicadas en
nifias donde observamos curacién en el 96% de tales
infecciones aun a pesar de que las cepas fueron informa-

TABLA 6. Concentracion de sulbactam encontrado en orina tras
la administracion de una dosis de 875 mg de amoxicilina y 125 de
sulbactam a 12 voluntarios sanos

Concentracién de sulbactam (mg/1)
Horas post dosis

Rango Media
2 640-2.560 1.280
4 160-640 320
6 40-640 160

TABLA 7. Poder inhibitorio de la orina medio comprobado en las
orinas de los voluntarios sanos que recibieron una formulacion
de 125 mg de sulbactam frente a cepas de E. coli con
concentracion minima inhibitoria para amoxicilina > 2.048 mg/l

Hora post dosis | PIO medio
2 7,3
4 3,0
6 1,4

PIO: poder inhibitorio de la orina.
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das como “resistentes” por antibiograma''.
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