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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo, evaluar la eficacia clinica del tratamiento
antimicrobiano combinado mediante pruebas de sinergismo in vitro y determinar la
eficacia del procedimiento empleado para orientar la aplicacion de estas formas de
tratamiento en el paciente con sepsis por bacterias con resistencia variada. Se
evalub6 el tratamiento aplicado a 163 recién nacidos con sepsis corroborada por
hemocultivo positivo en el Hospital Ginecobstétrico Universitario "América Arias",
durante el periodo de enero de 1993 a diciembre de 2000, por el método tablero de
damas (checkerboard) en placas de microtitulacién. Las combinaciones de farmacos
sinérgicas in vitro presentaron una alta probabilidad de eficacia clinica,
independiente del patrén de susceptibilidad del microorganismo aun frente a cepas
resistentes a los 2 antimicrobianos utilizados en el tratamiento. Todos los
resultados antagoénicos in vitro se correspondieron con un fallo clinico terapéutico.
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El procedimiento utilizado puede constituir una valiosa herramienta para orientar la
terapéutica en pacientes con sepsis por microorganismos resistentes.

Palabras clave: Sinergismo farmacoldgico, antagonismo de drogas, terapia
combinada, antimicrobianos.

ABSTRACT

The aim of present paper was to evaluate clinical effectiveness of combined
antimicrobial treatment by means of in vitro synergism tests and to determine
effectiveness of used procedure to direct applications of these treatment strategies
in patient presenting with sepsis from varied resistance bacteria. Treatment applied
was assessed in 163 newborn patients presenting with sepsis from positive
hemoculture in "America Arias" University Gynecology-Obstetrics Hospital from
January 1993 to December 2000, by checkerboard method in microtritate plates. In
vitro synergic drug combinations showed a high probability of clinical effectiveness,
independently of susceptibility pattern of microorganism event versus resistant
strains to both antimicrobials used in treatment. All in vitro antagonistic results
correspond both with a therapeutic clinical failure. Procedure used may be a
valuable tool to direct therapeutics in patients presenting with sepsis from resistant
microorganisms.

Key words: Pharmacologic synergism, drugs antagonism, combined therapy,
antimicrobials.

INTRODUCCION

La determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro constituye una de las
funciones mas importantes de los laboratorios de Microbiologia Clinica. Esta
actividad permite monitorear los niveles de resistencia de los microorganismos a los
antimicrobianos para instaurar las politicas terapéuticas adecuadas y evaluar el
desarrollo futuro de los nuevos farmacos.*?

Desde las primeras contribuciones realizadas por Fleming hasta la fecha, y con el
propésito de satisfacer las crecientes demandas terapéuticas, se crean,
perfeccionan e introducen en la practica clinica, numerosos procedimientos basados
en la difusion o la dilucién de los antimicrobianos.*

Al igual que los procedimientos para evaluar la susceptibilidad individual de los
farmacos, existen pruebas para determinar el efecto de sus combinaciones. Para
ello, uno de los métodos de laboratorio mas utilizados es el tablero de damas o
checkerboard (de su nombre en inglés).*>

En el tratamiento del paciente con sepsis grave asociada a microorganismos
hospitalarios (la mayoria multirresistentes) es muy comun que se utilicen
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combinaciones de antimicrobianos para tratar de obtener un efecto mas rapido y
superior al que pudiera esperarse con un solo medicamento. No obstante, muchas
veces se obtienen resultados contrarios a los esperados lo cual atenta contra la
salud del paciente y los costos hospitalarios.

En la literatura, aunque existen multiples estudios en los que se emplea el tablero
de damas para evaluar el efecto in vitro de las combinaciones de farmacos contra
una gran variedad de agentes causales, escasean los trabajos que permiten
comprobar, paralelamente, la eficacia clinica de los tratamientos propuestos.®

En el Hospital Ginecobstétrico Universitario "América Arias" de La Habana, se
desarrollé durante el periodo desde enero de 1993 hasta diciembre de 2000, una
investigacion dirigida a evaluar la eficacia clinica de una variedad de tratamientos
aplicados al recién nacido séptico. Para ello se realizé el montaje y se introdujo en
el diagndstico clinico microbioldgico, por primera vez en el pais, del método tablero
de damas.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la eficacia clinica del tratamiento
antimicrobiano combinado, aplicado a los pacientes por pruebas de sinergismo in
vitro y determinar la eficacia del procedimiento empleado para orientar la aplicacion
de estas formas terapéuticas en el paciente con sepsis por bacterias con resistencia
variada.

METODOS

Se realiz6 u estudio de casos en serie desarrollado durante el periodo comprendido
desde enero 1993 a diciembre de 2000, para evaluar el tratamiento antimicrobiano
combinado, aplicado a recién nacidos con sepsis por pruebas de sinergismo in vitro.

El universo de trabajo estuvo constituido por 200 recién nacidos con sepsis
corroborada por hemocultivo positivo, a quienes se les aplicé tratamiento con
antimicrobianos combinados, segun criterios clinicos y acorde con el Programa para
el Uso de los Antimicrobianos establecido en la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatal (UCIN), del Hospital Universitario "Ameérica Arias" durante el periodo
sefialado. La muestra estuvo conformada por 163 nifios que cumplieron con los
siguientes criterios de inclusiéon: pacientes en los que no se modificé el tratamiento
aplicado antes de las primeras 72 h (momento en que se efectud la primera
evaluacion) y a los que después de culminar el tratamiento previsto (7 a 10 d), se
les realizé un hemocultivo evolutivo.

La evaluacion de la terapéutica se realiz6 tomando como punto de partida el estado
clinico del paciente, junto con los resultados microbioldgicos (caracteristicas
morfoldgicas y tintoriales del agente causal, patron de susceptibilidad de la cepa y
resultado del sinergismo in vitro.

Criterios para evaluar la eficacia clinica del tratamiento

Tratamiento eficaz: cuando al concluir este, ademas de desaparecer los signos y
sintomas clinicos de sepsis, no se obtuvo crecimiento microbiano en el hemocultivo
evolutivo.
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Tratamiento no eficaz: cuando se realizaron cambios en la terapéutica
sustituyendo, al menos, uno de los farmacos de la combinacién; cuando al finalizar
el tratamiento se aislo en el hemocultivo evolutivo el mismo agente causal,
acompafado o no de la persistencia de los signos y sintomas clinicos de sepsis 0
cuando el paciente mantuvo la misma sintomatologia a pesar de ser el hemocultivo
evolutivo negativo.

Estudios microbioldgicos

El aislamiento y la identificaciébn microbiana se realizaron por los métodos
convencionales de diagnéstico.”

Sinergismo in vitro: Se realizaron por el tablero de damas en placas de
microtitulacion segun lo establecido en el protocolo del National Committe for
Clinical and Laboratory Standard (NCCLS).8 Para preparar las soluciones patrones
de los antimicrobianos se emplearon polvos de calidad y potencia conocida con una
concentracion equivalente a 5 120 pg/mL, segun lo sugerido por el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI).° Se evaluaron 10 combinaciones de R-
lactamicos y aminoglucdsidos, frente a una variedad de microorganismos
grampositivos y gramnegativos. Estas fueron: penicilina G/kanamicina, penicilina
G/gentamicina/, penicilina G/amikacina, azlocilina/amikacina;
meticilina/kanamicina, meticilina/gentamicina, meticilina/amikacina,
ceftriaxona/amikacina, cefotaxima/amikacina y cefazolina/amikacina.

En los pocillos de la placa de microtitulo se depositaron diluciones dobles seriadas
de los farmacos ensayados (individuales y combinados) las que se inocularon con
una concentracion bacteriana final equivalente a 1-5 x 10° UFC/mL. Para todas las
combinaciones de antimicrobianos probadas el rango de concentraciones
investigados fue 0,06-64 pg/mL, excepto para la azlocilina cuyo rango probado fue
0,125-128 pg/mL. La interpretacion de los resultados se realizé a través del calculo
del indice de la concentracién fraccionaria inhibitoria (SCFI) segun la siguiente
férmula:

e CMI de A, en combinacién con A, CMI de A en combinacidn con A,
= +

CMI A, solo CMI A, solo

Se considero sinergismo (S) si 2.CFl < 0,5; sinergismo parcial o bajo (SP) si 0,5 <

> CFl < 1; indiferencia o adicion () si 1 < >CFIl < 2 y antagonismo (A) cuando >CFlI
> 2, tomando como referencia los criterios propuestos por Berenbaum®® y sefialados
posteriormente por Eliopoulos.**

Para el control de la calidad se utilizaron las cepas de referencia: S. aureus ATCC
29213, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 segun lo establecido por el
CLSL.?

Andlisis de los resultados

Para resultados S, SP, | y A, se determinaron los valores >CFI minimo (ZCFlnin) Y
2CFI maximo (2.CFlyax), (valores minimo y maximo obtenidos para dicho
indicador), la media geométrica de >CFl y de su intervalo [2XCFlyin-2CFlnax] asi
como la media geométrica de las CMI de los farmacos individuales y en la
combinacion.
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Se establecié la relacién entre los resultados del sinergismo in vitro, la eficacia
clinica del tratamiento y la susceptibilidad de la cepa a los farmacos de la
combinacion ensayada, por pruebas de dependencia. Se prepararon tablas de
contingencia con 1 a 3 grados de libertad (g.l.), se aplicé la prueba convencional de
Ji-cuadrado de la estadistica no paramétrica con un nivel de significacion o= 0,05 y
la prueba exacta de Fisher para muestras pequefias o cuando el valor fue cero en
alguna de las celdas. Para evaluar la eficacia del procedimiento diagnéstico se
determinaron los siguientes indicadores: sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo, asi como las razones de verosimilitud positiva y negativa con
un intervalo de confianza del 95 %, segln la metodologia de Johnson y Oski.*? Se
establecieron los siguientes criterios: enfermos: pacientes en los que el tratamiento
no fue eficaz; sanos: pacientes en los que el tratamiento fue eficaz; prueba
positiva: resultados no sinérgicos; prueba negativa: resultados sinérgicos;
verdaderos positivos (VP): tratamiento no eficaz y resultado no sinérgico; falsos
positivos (FP): tratamiento eficaz y resultado no sinérgico; verdaderos negativos
(VN): tratamiento eficaz y resultado sinérgico y falsos negativos (FN): tratamiento
no eficaz y resultado sinérgico. El procesamiento de los datos se realiz6 por medio
del programa EPIDAT, version 3.0.

RESULTADOS

Se estudiaron 10 combinaciones de R-lactamicos y aminoglucdsidos que se
enfrentaron indistintamente a 75 cepas de estafilococo coagulasa negativa (46,0
%), 32 S. aureus (19,6 %), 35 enterobacterias (21,5 %), 16 bacilos gramnegativos
no fermentadores (BNF) (9,8 %) y 5 enterococos (3,1 %). Del total de tratamientos
evaluados, 56 pruebas fueron sinérgicas (34,4 %); 25 parcialmente sinérgicas
(15,3 %); 72 indiferentes (44,2 %) y 10 antagodnicas (6,1 %) (tabla 1).

Tabla 1. Resultados de las pruebas de sinergismo in vitro. Hospital “Ameérica
Arias”. Enero de 1993 a diciembre de 2000

Combinacion de Pruebas Agente causal | Cepas Sinergia in vitro

antimicrobianos (ndmero) s¢ | gpd | e Af
(numero)
Penicilina 92 ECN? 44 15 4 23 | 2
G/kanamicina S. aureus 21 13 1 7 0]
Enterobacteria 16 1 4 6 5
BNF? 10 2 2 3 3
Enterococcus 1 0 0 1 0
spp.

Penicilina 16 ECN 6 1 1 2 0
G/gentamicina S. aureus 5 3 3 1 0
Enterobacteria 4 2 1 1 0
BNF 1 0 0 1 0
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Penicilina
G/amikacina

Azlocilina/amikacina

Cefazolina/amikacina

Cefotaxima/amikacina

Ceftriaxona/amikacina

Meticilina/amikacina
Meticilina/gentamicina

Meticilina/kanamicina

Total

Para resultados sinérgicos, la media del indice CFI fue 0,276. En la combinacién de
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los antimicrobianos, el B-lactamico disminuyo 3 veces su valor (1/8) como

promedio, mientras que la CMI del aminoglucésido disminuydé 5 veces (1/32). Para
resultados indiferentes, también se observé un descenso de la CMI del
aminoglucdsido en combinacion con el B-lactamico, equivalente a un valor medio de

o oo

OFrLr NO OO PP RPPFP®

PN Pl w

7 diluciones (1/128), en muchos casos esta reduccion fue hasta de 10 diluciones

(1/2048), sin que se produjera, aparentemente, ningun beneficio para el antibiético

B-lactamico (tabla 2).
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Tahbla 2. indice de concentracian fraccionaria inhibitaria v concentracian minima inhibitaria
de los antimicrobianos combinados, seqgun el sinergismo in vitro. Hospital “Ameérica Arias”,
Enero 1993 a diciembre de 2000

Resltado del Disminucion de Ja cMI13 de los
sinergizmo 3 ZCFImin io]es =5 P CTCF] antimicrobianos comhbinados
B-lactamico Aminoglucasido
Sineérgico 0,031 0,500 0,276 1/8 1/32
Sineérgico 0,531 0,750 0,664 1/2 1/4
parcial
Indiferente 1,000 1,500 1,097 - 1/128
Antagdnico 2 2 2 - -
Syalor minimo de la concentracion fraccionaria inhibitoria; byalor maxima de la
concentracion fraccionaria inhibitoria; “sumatoria de la concentracian fraccionaria inhibitoria;
d

concentracidn minima inhibitoria.

Sinergismo in vitro y eficacia clinica del tratamiento: Cuando se compararon
de forma general estas dos variables, se encontré una la relacion estadisticamente
significativa (p= 0,0000) (tabla 3). Cuando se realiz6 este mismo analisis,
agrupando los resultados en sinérgicos y no sinérgicos (SP, I y A), la diferencia
volvié a ser significativa (y°= 13,78; p= 0,0002); lo cual expresa que para
resultados sinérgicos, la probabilidad de obtener un tratamiento eficaz, fue
superior. No se encontro diferencia estadisticamente significativa entre la
probabilidad de obtener eficacia clinica con un tratamiento cuando el resultado de la
prueba fue sinérgico o indiferente (x?= 0,05; p= 0,81).

Tabla 3. Relacion entre el sinergismo fn witro v la eficacia clinica del tratamiento. Hospital
“America arias”, Enero 1993 a dicembre de 2000

Eficacia clinica del tratamiento Significacian p*

Resultado del sinergismao Eficaz Mo eficaz Total

Sinérgico 51 & 56

Sinergismo parcial 12 7 25 b,ooo0

: : (x%= 37,32)

Indifarencia 5z 20 72

Antagonismo 0 10 10

Total 121 42 153

#* Significativa para p £ 0,05; 3 g.l.

Sinergismo in vitro y susceptibilidad del microorganismo: Un total de 77
(47,2 %) cepas fueron sensibles al menos a uno de los 2 antimicrobianos utilizados
en la combinacion, mientras que 86 (52,8 %) fueron resistentes a los dos (tabla 4).
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Tabla 4. Relacidn entre el sinergismo in wvitro v |a susceptibilidad de la cepa. Hospital
“America Arias”, Enero 1993 a diciembre de 2000

Eficacia clinica del tratamiento Significacian p*

Sensible a uno de los Eesistente a los Total

Resultado del sinergismo o ; . :
E dos antimicrobianos dos antimicrobianos

Sinérgico 31 25 56

0,014
Sinergismo parcial 11 14 25 (%= 10,59
Indiferencia 35 37 72
Antagonismo 0 10 10
Total 77 86 163

*Significativo para p £ 0,05;3 3.0,

El resultado global de este analisis mostré dependencia entre las variables (x*=
10,59; p= 0,014). Sin embargo, cuando la relacion se estableci6, al agrupar los
resultados en sinérgicos y no sinérgicos, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa (y°= 1,78; p= 0,181), pero si lo fue, cuando la relacién se estableci6 al
agrupar los resultados en antagoénicos y no antagoénicos (p= 0,001). De ello se
infirié que para las cepas resistentes a los dos farmacos de la combinacioén, existio
una mayor probabilidad de antagonismo que cuando la cepa fue sensible. Sin
embargo, la probabilidad de obtener un resultado sinérgico con una combinacién
donde la cepa es resistente a los 2 antimicrobianos, fue similar a cuando la cepa
fue sensible a uno de ellos 0 a ambos.

Susceptibilidad del microorganismo y eficacia clinica del tratamiento: De los
86 pacientes con sepsis por bacterias resistentes a los 2 antimicrobianos utilizados
en el tratamiento, en 59 la terapéutica fue eficaz para un 68,6 %. Al contrastar
este resultado con el de 62 tratamientos eficaces del total de 77 pacientes con
sepsis por bacterias sensibles, al menos uno de los 2 farmacos utilizados para el
tratamiento (80,5 %), no se encontré diferencia estadisticamente significativa (p=
0,119) (tabla 5).

Tabla 5. Relacion entre |a susceptibilidad de la cepa v la eficacia clinica del tratamiento,
Hospital “Ameérica Arias”. Enero 1993 a diciembre de 2000

Eficacia clinica del

Susceptibilidad de la cepa tratamiento Total Significacian p*
Eficaz Mo eficaz

Sensible a uno o los dos 0,119

antimicrobianos 62 15 77 (2= 2,42)

Resistente a los dos antimicrobianos 59 27 B6

Total 121 42 163

Evaluacion de la eficacia del tablero de damas como procedimiento
diagndéstico: De acuerdo con los criterios adoptados, se contrastaron los
resultados obtenidos en las pruebas in vitro con la eficacia clinica del tratamiento
(tabla 6). El resultado del calculo de los indicadores para evaluar la eficacia del
procedimiento arrojé una sensibilidad equivalente a 88,1 % acompafiado de una
valor predictivo negativo del 90,06 % (tabla 7).
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Tabla 6. Resultados globales de los resultados del sinergismao
s la eficacia clinica del tratamiento

Eficacia del tratamiento

Resultado de la Ineficaz Eficaz Tatal
_prueba Positiva YP= 37 FP= 70 107
diagnostica .
Megativa FM= & Wh= 51 La
Total 42 121 163

Tabla 7. Resultados de los indicadores para la evaluacion de la eficacia del método

Parametro Yalor (96 Intervalo de
confianza (95 340

Sensibilidad 2g,10 26,85-89,35
Especificidad 42,15 41,68-42,62
Yalor predictiva positivo 34,58 34,06-35,10
Yalor predictivo negativo 91,07 00,13-92,01
Razdan de verosimilitud

positiva 1,52 1,52
Razdn de verosimilitud

negativa 0,26 0,26

DISCUSION

Desde hace méas de 50 afios se estudian cuidadosamente los mecanismos de la
accion sinérgica; sin embargo, no todos estan esclarecidos. El efecto letal de la
combinacion de un R-lactamico y un aminoglucésido se basa en la remocion que
puede producir el B-lactamico sobre la pared de la bacteria para facilitar la
penetracion intracelular del aminoglucésido.*** A partir de este principio, es facil
comprender el mecanismo cuando se enfrentan los antimicrobianos contra cepas
sensibles; no obstante, éste no parece ser tan simple en las cepas resistentes al 13-
lactamico, y mucho menos, en las resistentes a ambos antimicrobianos.

La demostracion del sinergismo entre los farmacos requiere que el efecto de la
combinacion sea significativamente mayor que el resultado individual de cada uno,
lo cual equivale a que la CMI de ambos farmacos disminuya en la combinacion al
menos 2 diluciones (1/4). El término sinergismo parcial, es controversial entre los
investigadores y se sustenta en el criterio del beneficio que puede existir cuando en
la combinacién de los farmacos, uno de ellos disminuye su CMI en una sola dilucién
(1/2). A partir de aqui, la controversia radica en lo variable que puede ser una
dilucién de diferencia cuando se trata de determinar el punto final de cualquier
prueba donde se emplee un método como este, en el que pueden incidir una gran
variedad de factores técnicos y biolégicos.”**

Al igual que se hizo en este trabajo, diferentes autores establecen criterios para
diferenciar el sinergismo parcial de la indiferencia o la adicién.*®**° Sin embargo,
otros consideran verdadero antagonismo para valores del indice >.CFIl > 4; es decir,
cuando la CMI de cada uno de los antimicrobianos por separado supere, en la
combinacién, como minimo 2 diluciones el valor de su CMI individual.***" La razén
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de la variabilidad en los criterios, radica en las dificultades de estandarizacion que
presenta este procedimiento, entre otras causas, por la carencia de trabajos que
correlacionen los resultados clinicos con los del laboratorio °.

En este estudio, al evaluar si existi6 alguna diferencia entre la probabilidad de
obtener eficacia clinica con un tratamiento cuando el resultado de la prueba fue
parcialmente sinérgico o indiferente, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa, por lo que la diferenciacién entre estos 2 términos podria no pasar de
ser una simple curiosidad de laboratorio para el método empleado y que la
probabilidad de obtener un resultado clinico eficaz con el tratamiento, sea la misma
para ambos casos. No obstante, este hallazgo pudo estar determinado por el
tamafo de la muestra y quizas se requiera de un mayor namero de evidencias para
ofrecer conclusiones mas precisas. Asimismo, para todos los resultados
antagonicos, el tratamiento no fue eficaz por lo que el criterio asumido en este
estudio (CFIl > 2) parece ser adecuado, contrario a lo consideran otros
investigadores.***’

Es importante destacar que en los microorganismos resistentes a los dos farmacos
de la combinacion, se obtuvo eficacia clinica del tratamiento aun cuando el
resultado de la prueba fue indiferente. Como se destac6 en los comentarios de la
tabla 2, en muchas de estas pruebas se observé una marcada potenciacion de la
actividad del aminoglucoésido por el R-lactamico, traducida en una disminucién de
hasta 1/2048 veces (10 diluciones) el valor inicial de la CMI obtenida para el
aminoglucdsido, sin que se observara ningun efecto en la CMI del B-lactamico. Al
respecto, seria aconsejable preguntarse si el efecto observado, como en el
sinergismo parcial, no pasa de ser otra curiosidad de laboratorio, o si se trat6é de
interacciones sinérgicas incapaces de ser detectadas por el procedimiento
empleado.

Para el método utilizado se encontré una sensibilidad aceptable cuando los
resultados in vitro se compararon con los resultados clinicos (88,1 %) y se tradujo
en su buena capacidad para predecir los tratamientos no eficaces, a pesar que fue
baja la probabilidad de que todos fueran verdaderamente ineficaces (34,58 %). No
obstante, un resultado no sinérgico fue 1,52 veces mas probable que se
correspondiera con tratamientos no eficaces. Por otra parte, la especificidad del
método pudiera no parecer buena (42,15 %); si se valora éste como una
herramienta para medir la eficacia del tratamiento desde el punto de vista general,
pero cuando se evalla a partir de la eficacia clinica obtenida para los resultados
sinérgicos, entonces hay que considerarlo aceptable (91,07 %). En otros términos,
es 3,6 veces mas probable (resultado de dividir 1/0,28) que los tratamientos
eficaces se correspondan con un resultado sinérgico.

Cuando se analizaron los resultados de este trabajo con el criterio que el método
empleado sea una herramienta que sirva como pauta orientadora para la seleccion
de un tratamiento antimicrobiano en los momentos necesarios, se puede concluir
que el tablero de damas es un buen procedimiento diagndstico. Si bien la baja
especificidad encontrada, pudo parecer un inconveniente a la hora de decidir la
aplicacion de una terapéutica donde el efecto obtenido no fue ni sinérgico ni
antagonico, este no se considera el principal problema a tener en cuenta, ya que
lejos de alcanzar la certeza absoluta en estos casos, lo que se persigue es reducir el
nivel de incertidumbre que provoca, el tener que tratar un paciente con una sepsis
grave asociada, por lo general, con un agente causal resistente a todos o casi todos
los antimicrobianos disponibles. Si solo se tomara en cuenta la correspondencia
encontrada en este estudio, entre la eficacia clinica del tratamiento y los resultados
sinérgicos y antagonicos, habria que decir entonces, que el tablero de damas es un
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procedimiento valioso para evaluar la aplicacion de un tratamiento basado en las
combinaciones de farmacos.

La no existencia hasta el momento de una prueba de referencia, de sensibilidad y
especificidad conocida, comparable con el método empleado, impidi6 realizar una
evaluacion mas precisa de su eficacia.
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