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... "'Mira a tu alrededor y serds responsable de todo lo que amas: tu
familia, tus amigos, tu casa, tu patria. Ve, busca un pozo, un pozo de
agua que es tu ternura, echa tu ternura con el agua en tus manos y
dala de beber a todo el que conozcas, ... prequntando, trabajando,

sofiando se puede llegar a las estrellas.”

Excilia Saldafia

(Fragmentos del Epilogo de “El Principito”)
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SINTESIS

Este trabajo tuvo como objetivo determinar la etiologia y susceptibilidad de los agentes
causales de sepsis neonatal y la eficacia clinica del tratamiento antimicrobiano por pruebas
de sinergismo in vitro, en el Hospital Ginecobstétrico Universitario “América Arias”,
durante el periodo comprendido desde enero de 1993 a diciembre 2000. Se definieron los
patrones de resistencia de 533 cepas aisladas de los recién nacidos frente a los f-lactadmicos
y aminoglucésidos, y se evalud, por el método del tablero de damas, la terapéutica
antimicrobiana combinada en 163 pacientes. La resistencia a los antimicrobianos fue
elevada y se increment6 significativamente en el periodo para: oxacilina, cefalosporinas,
gentamicina y amikacina. Las combinaciones de farmacos sinérgicas in vitro tuvieron una
alta probabilidad de eficacia clinica, independiente del patron de susceptibilidad del agente
causal. Todos los resultados antagoénicos in vitro se correspondieron con fallo clinico
terapéutico in vivo. Se encontr6 una alta probabilidad de obtener resultados clinicos
satisfactorios con combinaciones de antimicrobianos sinérgicas in vitro aun frente a cepas
resistentes a los dos antimicrobianos utilizados en el tratamiento. El algoritmo de trabajo
empleado contribuyd a un diagnodstico microbioldgico mas eficiente de la sepsis neonatal y a

la aplicacion de un tratamiento antimicrobiano sustentado en los farmacos disponibles.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En los ultimos 30 afos, el tratamiento de las enfermedades infecciosas se convierte en un
reto clinico cada vez mas dificil. El fendomeno de la globalizacion, los factores
socioecondomicos que determinan el acceso a los recursos, los cambios ecologicos
propiciados por la agresion al medio ambiente y el desarrollo de nuevas metodologias en la
produccion de alimentos para el consumo humano, favorecen la transmisién y propagacion
de los agentes infecciosos. Como un aspecto critico de esta problematica y principal desafio
cientifico, se presenta ante el mundo la resistencia bacteriana (World Health Organization,
2004).

Los factores que determinan el desarrollo y extension de la resistencia a los antimicrobianos
entre los microorganismos, son numerosos, diversos y se favorecen por la mano del hombre.
Los hospitales incrementan cada vez mas las tasas de incidencia y mortalidad por
bacteriemia y sepsis. Segln los informes de los centros para el control de las enfermedades,
en los Estados Unidos, la incidencia de la sepsis aumenta durante el periodo 1979 a 1987
desde 73,6 hasta 175,9 casos por 100 000 habitantes. Al inicio de la década de los afios 90
del siglo pasado, la cifra de pacientes sépticos asciende a 500 000 casos por afio, cifra muy
similar a la notificada por los paises europeos (Farifias et al., 1998). Actualmente, las
infecciones nosocomiales en los Estados Unidos afectan alrededor de dos millones de
pacientes por afio, al mismo tiempo que se incrementa la resistencia de los patdgenos
hospitalarios y los costos sanitarios (Duckworth, 2002; Diekema et al., 2004; World Health

Organization, 2004; Obritsch et al., 2005; Skiada et al., 2008).
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La sepsis en el recién nacido (RN) repercute de forma particular, por la vulnerabilidad de su
sistema inmunologico, las practicas terapéuticas y diagnosticas invasoras a las que el nifio se
somete desde su nacimiento y por los reducidos esquemas de tratamientos antimicrobianos
que se le aplican. Paralelamente, los avances alcanzados en las salas de terapia intensiva
neonatal y que determinan una mayor sobrevivencia de los RN con bajo peso al nacer, se
correlacionan también directamente con el incremento de las sepsis hospitalarias (Devlin y
Lassiter, 2004; Randolph, 2005; Romero et al., 2007).

Los hospitales, en particular, las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), constituyen el
principal reservorio transferible de la resistencia a los antimicrobianos. El uso frecuente de
los farmacos de amplio espectro, el hacinamiento de los pacientes graves en un espacio
reducido, las afectaciones en las buenas practicas del control de la infeccion y la prolongada
hospitalizacion, incrementan la probabilidad de transmision de los microorganismos de
persona a persona y garantizan el refugio de la resistencia antimicrobiana (Cohen et al.,
2003; Harbarth y Samore, 2005; Raymond et al., 2007).

La tension habitual que implica para el médico de asistencia el peligro inminente de muerte
de un enfermo, sobre todo del RN, unido a la insuficiente informacion que por lo regular
brindan las pruebas de laboratorio para corroborar el diagndstico y orientar adecuadamente
la conducta terapéutica a seguir, son factores que influyen en la aplicacion de un tratamiento
antimicrobiano racional con criterios Optimos de seleccion, dosis y duracion que
garantizaran una mejor evolucion clinica, con el minimo de toxicidad para el paciente y
subsecuentemente, un menor impacto para la resistencia (Hamilton-Miller, 2004; Owens et

al., 2004; Vergidis y Falagas, 2008).
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Las Organizaciones Mundial y Panamericana de la Salud (OMS/OPS), recaban de los
profesionales implicados en ese problema, la necesidad inminente de tomar conciencia ante
la emergencia de la resistencia y enfatizan la necesidad de implementar politicas para el uso
de antimicrobianos basadas en las condiciones locales e institucionales (segin la
disponibilidad de los recursos), asi como incrementar los estudios de vigilancia de la
susceptibilidad antimicrobiana, la creacion de planes especificos de accion para intervenir
en el problema, la necesidad de promover el desarrollo de nuevos fairmacos y la busqueda de
terapéuticas alternativas (World Health Organization, 2004; Peregrino, 2005).

En Cuba, son escasos los resultados publicados sobre la incidencia y la susceptibilidad de
los agentes etioldgicos de la sepsis neonatal. Aunque el pais cuenta con un indicador de
mortalidad infantil comparable al de los paises mas industrializados, al igual que en éstos, la
sepsis del RN constituye una de las primeras causas de muerte (Programa Nacional de
Atencion Materno Infantil, 1999; Vergara y Acosta, 1999; Alifio et al., 2000; Alonso et al.,
2005).

Las innumerables afectaciones econdémicas por las que Cuba atraviesa y el bloqueo
economico al que estd sometida desde casi medio siglo, condicionan que en las instituciones
hospitalarias escaseen innumerables recursos materiales. Ademds, el diagndstico
microbioldgico, un importante eslabon en esta cadena y que determina la identificacion real
de las tasas de infeccion y establece las bases para los sistemas de vigilancia y las politicas
de tratamiento, estd deprimido, requiriéndose del esfuerzo de todos los profesionales
involucrados en su recuperacion.

El andlisis de la etiologia y de la susceptibilidad de las bacterias causantes de sepsis
neonatal a través de un periodo, vinculandolo con la evaluacion de la eficacia clinica de los

tratamientos combinados aplicados a un grupo de pacientes mediante pruebas de sinergismo
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in vitro, no se explord con anterioridad en nuestro medio. Conjuntamente, es de mayor

interés si se considera que muchos de los antimicrobianos que se promueven

internacionalmente para el tratamiento de estas infecciones, no estan al alcance de todos,

necesitdndose recurrir a variantes terapéuticas basadas en los fArmacos disponibles.

1.1. Hipétesis

La resistencia de las bacterias causantes de sepsis neonatal es elevada y se incrementa con el

tiempo. Una combinacion de antimicrobianos que muestre un efecto sinérgico in vitro tiene

una alta probabilidad de ser eficaz para el tratamiento de los pacientes, independiente del

patron de susceptibilidad del microorganismo. La introduccion en el diagndstico

microbiolégico del método tablero de damas, permitira evaluar el tratamiento

antimicrobiano aplicado.

1.2. Objetivo general

- Determinar la etiologia de la sepsis neonatal, el comportamiento de la susceptibilidad de
las bacterias aisladas y la relacion de esta caracteristica con la respuesta clinica del
tratamiento antimicrobiano aplicado a los pacientes.

1.2.1. Objetivos especificos

- Caracterizar la etiologia de la sepsis neonatal durante el periodo de estudio.

- Describir la resistencia bacteriana a los antimicrobianos utilizados y los patrones de
resistencia de las cepas a los -lactdmicos y aminoglucésidos.

- Evaluar los resultados del sinergismo in vitro de las combinaciones de f-lactamicos y
aminoglucésidos aplicadas como tratamiento a los pacientes y su relacion con la eficacia

in vivo, tomando en cuenta el patron de susceptibilidad de las cepas.
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- Evaluar la eficacia del tablero de damas como procedimiento para orientar el tratamiento
antimicrobiano combinado y la contribucion al diagnostico del algoritmo de trabajo
empleado.

1.3. Novedad cientifica
Este trabajo permitid, por primera vez en Cuba, evaluar la eficacia clinica del tratamiento
antimicrobiano combinado aplicado a un grupo de RN con sepsis por bacterias
multirresistentes, en su mayoria. Para ello se realizé el montaje y la estandarizacion bajo las
condiciones hospitalarias, del método “tablero de damas”, una técnica cuantitativa que
permitid evaluar el sinergismo in vitro entre firmacos, nunca antes empleada en el pais en el
diagnostico clinico-microbioldgico. Paralelamente, este estudio posibilito la caracterizacion
de la etiologia de la sepsis neonatal, determinando los perfiles de resistencia de los agentes
causales aislados de los pacientes y evalu6 el comportamiento de la resistencia
antimicrobiana durante un periodo de ocho afios. Este trabajo garantizé las bases para
explorar nuevas alternativas terapéuticas frente a los microorganismos resistentes.

1.4. Valor tedrico

En el presente documento se describen los resultados obtenidos con el empleo de un

procedimiento que evalud el sinergismo in vitro entre los antimicrobianos, asi como la

eficacia de la terapéutica aplicada a los pacientes. Por su tipo, este trabajo constituye una
investigacion novedosa dentro de las enmarcadas en la problematica de la resistencia
bacteriana y las politicas terapéuticas. De este estudio se derivd un material monografico de

83 paginas, donde se describieron los procedimientos y técnicas que se aplicaron, el

algoritmo de trabajo empleado y las recomendaciones para su ejecucion e interpretacion de

los resultados.
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Los resultados incluidos en esta tesis recibieron reconocimientos como: Logro cientifico de
la Academia de Ciencias (1995), Destacado en el Forum Nacional de Ciencia y Técnica
(1995), Mencioén del Forum Municipal de Ciencia y Técnica (1995 y 2003), Primer Premio
de la Jornada Cientifica Provincial de Higiene y Epidemiologia (2001), Premio de la
Convencién Internacional Salud Publica (2002), Resultados Relevantes de la ELAM (2002,
2003 y 2007); Destacado del Forum Provincial de Ciencia y Técnica (2002 y 2007),
Relevante Especial del Forum Municipal de Ciencia y Técnica (2007). Estos resultados se
encuentran publicados en 12 articulos cientificos, seis en revistas nacionales y seis en
extranjeras. Uno de estos trabajos fue nominado al Premio Fred L Sopper en la categoria de
Articulo Cientifico (2005). Ademads, estos trabajos se han presentado en 33 eventos
cientificos (19 nacionales y 14 internacionales). Parte de este trabajo le permitid a su autora
principal defender el titulo académico de Master en Microbiologia, Mencion Microbiologia
Clinica (2000).

1.5. Valor practico y social

Este estudio abordd el tema de la resistencia bacteriana y la evaluacion de la eficacia de las
terapéuticas antimicrobianas utilizadas para el tratamiento de la sepsis neonatal, a partir del
desarrollo de un procedimiento de laboratorio novedoso en el pais, con el proposito de
contribuir a un mejor manejo terapéutico del RN séptico. Este procedimiento, se insertd en
la practica microbiologica hospitalaria basada en los métodos del diagndstico convencional,
a través de un algoritmo que evaluo el tratamiento empirico aplicado a los pacientes. Esta
investigacion permitid recopilar durante ocho anos (1993-2000), datos sobre la resistencia
bacteriana de los agentes causales de las sepsis en la UCIN del Hospital Ginecobstétrico
Universitario “América Arias” y permitid establecer en dicho servicio, un programa para el

uso de los antimicrobianos basado en los fArmacos disponibles.
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En la literatura son escasos los trabajos en los que ademas de evaluar la eficacia in vitro de
las combinaciones de farmacos, paralelamente se demuestra la eficacia clinica de las
terapéuticas propuestas, elemento que distingue el valor practico de este trabajo. Este
estudio posibilité la confeccion de un material monografico en el que se describieron los
procedimientos técnicos y el algoritmo de trabajo empleados, acompafiados de los esquemas

y las referencias necesarias.



MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO

2.1. Sepsis neonatal. Generalidades

Infeccion y sepsis son dos conceptos diferentes, no obstante, frecuentemente, el uso de
ambos términos es incorrecto o confuso. En 1991 el Colegio Americano de Especialistas en
Patologia Toracica y la Sociedad Americana de Medicina Intensiva en Chicago, definen y
unifican los criterios de sepsis y otros aspectos relacionados, opiniones que se revisan
posteriormente en el afio 2001 (Farifias et al., 1998; Lopez-Herse, 2004). Segin esos
criterios, infeccion es la respuesta inflamatoria a la presencia en el cuerpo de
microorganismos o a la invasion por éstos, de los tejidos habitualmente estériles. Mientras
que sepsis, es la respuesta inflamatoria sistémica o sindrome de respuesta inflamatoria
secundaria a una infeccion (SRSI). Sepsis grave y shock séptico se consideran etapas
sucesivas cada vez mas complejas de una misma enfermedad (Lopez-Herce, 2004; Lever y
Mackenzie, 2007).

El SRIS puede desencadenarse por varias enfermedades, constituyendo la definicion
etiologica infecciosa del sindrome, un factor determinante a la hora de definir una
terapéutica especifica para el paciente (Fry, 2002). Los microorganismos que causan
infeccion se diseminan usualmente a partir del sitio primario de su localizacion, utilizando
la via hematoégena o linfatica, proceso conocido como bacteriemia (presencia de
microorganismos en sangre), de aqui la importancia particular que adquiere la positividad de
la muestra de sangre para declarar a un paciente en estado séptico. No obstante, la
bacteriemia no es siempre compatible con sepsis, en ocasiones el paso de las bacterias por la
sangre es un evento transitorio sin una repercusion clinica importante para el enfermo

(Loza-Fernandez et al., 2003).
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Sepsis neonatal, es el SRIS originado por un proceso infeccioso que se presenta dentro de
los primeros 28 dias de vida extrauterina (Lopez et al., 2003; Lever y Mackenzie, 2007).

La sepsis neonatal se divide en precoz y tardia, la precoz se adquiere verticalmente por el
ascenso de los microorganismos a partir del tracto genital bajo de la madre o por una
transmision trasplacentaria después de una bacteriemia materna y se presenta generalmente
entre las primeras 48 a 72 h. de vida. Mientras que, la sepsis tardia, se considera a partir de
ese periodo y puede ser adquirida intraparto por el paso a través del canal, por extension
horizontal dentro de la unidad hospitalaria o a partir de la madre y otras fuentes (Odetola et
al., 2003; Schrag y Schuchat, 2005).

Los mecanismos fisiopatologicos de la sepsis son variados y pueden ocasionarse por
infecciones intrauterinas secundarias a la presencia de los microorganismos en la cavidad
amniotica, por el ascenso de éstos desde la vagina, por la diseminacion hematogena, asi
como por la entrada accidental debido al empleo de procedimientos invasivos. Otra via de
infeccion ocurre cuando el nifio se pone en contacto con las secreciones genitales infectadas
de la madre, y fuera del utero, cuando es objeto de procedimientos invasivos (colocacion de
catéteres, intubacion y procesos de reanimacion) (Gonzélez et al., 2003; Vergnano et al.,
2005; Lever y Mackenzie, 2007). Por lo general, la sepsis tardia es secundaria a una
infeccion nosocomial, encontrandose, la bacteriemia asociada al uso de catéteres y la
neumonia concomitante por el uso del ventilador, entre las etiologias principales y mas
frecuentes (Lopez-Herce, 2004).

2.2. Incidencia de la sepsis neonatal en Cuba y el mundo

En estos momentos, la sepsis constituye la causa méas importante de morbimortalidad en las

UCIN (Vergnano et al., 2005; Hértel et al., 2008).



MARCO TEORICO

Un nimero elevado de estas afecciones son de origen nosocomial y muestran indices de
prevalencia variables, de acuerdo al nivel socioeconémico del pais y las caracteristicas del
centro hospitalario (Kumar et al., 2001; Polin y Saiman, 2003; Osrin et al., 2004; Vergnano
et al., 2005).

Los RN presentan una relativa inmadurez inmunitaria por la disminucion de la actividad
fagocitica y quimiotactica de los neutrofilos, asi como una deficiente capacidad de
activacion del complemento y niveles bajos de inmunoglobulina sérica, caracteristicas que
pudieran explicar también las tasas elevadas de mortalidad por sepsis (Randolph, 2005;
Hartel et al., 2008). A lo sefialado anteriormente se suman otros factores que favorecen la
infeccion, sefalandose entre ellos las circunstancias obstétricas que inducen al parto
prematuro y a la rotura prematura de las membranas (RPM), situaciones que se acompafian
de la presencia de gérmenes potencialmente patdgenos en el canal del parto (Schrag y
Schuchat, 2005; Hartel ez al., 2008).

Se estima que en el periodo neonatal mueren alrededor de cuatro millones de nifios por afio
y que la mayoria de estas defunciones ocurren en los paises en vias de desarrollo (Mullany
et al., 2003; Weber et al., 2003).

Las tasas de incidencia de sepsis neonatal varian en el mundo. En Asia, las cifras fluctiian
desde 7,1 hasta 38 por cada 1 000 nacidos vivos (NV), en Africa oscilan de 6,5 a 23 y en
Latinoamérica y el Caribe se sefalan cifras de alrededor de 30 por 1 000 NV. En Estados
Unidos y Australia las tasas de sepsis neonatal precoz varian entre 1,5 y 3,5 mientras que,
para la sepsis tardia, se sitilan entre seis y nueve por cada 1 000 NV.

La tasa de mortalidad asociada a esta entidad en los paises desarrollados se encuentra en

cinco por 1 000 NV. Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo pertenecientes a Asia,
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Africa, Latinoamérica y el Caribe son de 34, 42 y 17 por 1 000 NV, respectivamente,
existiendo variaciones relacionadas con las practicas y cuidados neonatales establecidos en
cada una de esas regiones (Rodriguez et al., 2003; Weber et al., 2003; Agnihotri et al.,
2004; Osrin et al., 2004; Leiva et al., 2005; Vergnano et al., 2005).

En Cuba, aunque existen pocos estudios publicados sobre el tema, las tasas nacionales sobre
la incidencia y mortalidad por sepsis neonatal son bajas (Riverén y Azcuy, 2001; Donoso et
al., 2004; MINSAP, 2006). No obstante, estudios realizados en diferentes regiones y
hospitales de Cuba, confirman que esta entidad clinica esta presente en los hospitales con
servicios de neonatologia. Desde la provincia Granma se informa entre 1977-1997, que las
infecciones perinatales constituyen la principal causa de muerte (Rodriguez, 1998); en la
region de Pinar del Rio (1987 — 1996), declaran una tasa de sepsis neonatal tardia de 7,4%
(Vergara y Acosta, 1999) y en el Hospital Ginecobstétrico de Guanabacoa de Ciudad de La
Habana notifican, en el periodo 1990-2005, una tasa de mortalidad neonatal precoz de 4,19
por 1 000 NV y a la sepsis como la primera causa de muerte con incrementos de su
incidencia entre 1999-2004 (Alonso et al., 2005).

2.3. Etiologia de la sepsis neonatal

En el RN se describen como entidades clinicas mas frecuentes la sepsis del torrente
circulatorio, las bronconeumonias y las sepsis del tracto genitourinario, en particular,
aquellas asociadas con el uso de catéteres y la ventilacion artificial (Jantausch et al., 2003).
Los microorganismos causantes de sepsis neonatal difieren entre los paises, en los que
influyen factores como el nivel de desarrollo, la zona geografica y las practicas terapéuticas

aplicadas (Osrin et al., 2004; Trijbels-Smeulders et al., 2004; Vergnano et al., 2005).
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Los bacilos gramnegativos como Klebsiella spp, E. coli y Pseudomonas spp. prevalecen en
la India (Agnihotri et al., 2004) y Pakistan (Mahmood et al, 2002); aunque se sefalan
también en Europa, regién donde se presentan con una mayor incidencia o en equilibrio con
las bacterias grampositivas (Urrea et al., 2003; Jesy et al, 2004; Rahman et al., 2004).
Estafilococo coagulasa negativa (ECN) y S. aureus predominan en los paises desarrollados
como Estados Unidos (Healy et al., 2004; Hirtel et al., 2008) e Inglaterra (Khairulddin et
al., 2004), asi como en algunos paises en vias de desarrollo: Pert (Shimabuku et al., 2004),
Meéxico (Rodriguez et al., 2003) y Cuba (Urrutia et al., 2003), entre otros.

A partir del establecimiento de la quimioprofilaxis intraparto en las embarazadas con riesgo
obstétrico, disminuye la incidencia de Streptococcus agalactiae (Estreptococo [5-hemolitico
del grupo B) en la sepsis precoz, prevaleciendo actualmente los siguientes
microorganismos: E. coli, Staphylococcus spp., Enterobacter spp. y Klebsiella spp. (Polin y
Saiman, 2003; Schuchat, 2003; Trijbels-Smeulders et al., 2004). Algunos autores advierten
nuevos cambios en la epidemiologia de las UCIN, favorables a las bacterias gramnegativas
dada la alta prevalencia de cepas de E. coli invasivas y resistentes a los antimicrobianos de
uso habitual. Esta situacion se atribuye a la presion selectiva ejercida sobre la microflora
vaginal de la mujer embarazada, por la quimioprofilaxis intraparto con la penicilina o la
ampicilina (Hyde et al., 2002; Nambiar y Singh, 2002; Schuchat, 2003; Schrag y Schuchat,
2005). Para la sepsis tardia, ECN es el agente causal de la mitad de estas infecciones,
seguido por S. aureus (Echevarria e Iglesias, 2003; Bratcher, 2005).

2.3.1. Estafilococo coagulasa negativa

Estos microorganismos se consideran patogenos emergentes en las UCIN debido a causas
multifactoriales y entre ellas se encuentran: el incremento de los procedimientos invasivos,

la nutricion parenteral y el abuso de la terapia antimicrobiana.
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Como bacteria comensal de la piel y otros sitios anatémicos, ECN es el contaminante mas
comun de la sangre y del liquido cefalorraquideo, complicando la diferenciacion entre las
posibles contaminaciones y las verdaderas infecciones (Canadian Pediatric Society, 2002;
Isaacs, 2003; Hartel et al., 2008). Sin embargo, su presentacion de forma silente y larvada,
asi como la ausencia de localizaciones focales que alerten al médico de su presencia, pero
sobre todo, su manejo dificil por mostrar un amplio patréon de resistencia antimicrobiana,
complica extremadamente a los pacientes infectados con este microorganismo (Montero et
al., 1998; De Silva et al., 2002; Tacconelli et al., 2003).

La invasividad de ECN es compleja y multifactorial, dependiendo de la respuesta
inmunologica del hospedero sobre los factores de virulencia bacterianos. La mayor parte de
las cepas son multidrogorresistentes (MDR) y su habilidad para producir biopelicula se
considera un factor de virulencia (Klingenberg et al., 2005; Hartel et al., 2008). Klingenberg
y colaboradores (2005), demuestran que la produccion de biopelicula se relaciona
significativamente con la resistencia multiple a los antimicrobianos y con una disminucion
sustancial de la respuesta inflamatoria del hospedero. Los acidos lipoteicoicos son también
factores de virulencia de ECN, éstos actuan como reguladores de las enzimas autoliticas
asociadas con la pared celular de las bacterias grampositivas. Se liberan después de la
bacteriolisis y juegan un papel significativo en la infeccion y las secuelas de postinfeccion,
por uniéon no especifica a fosfolipidos de la membrana, especificamente al CD14 y
receptores similares en el hospedero, para activar la cascada del complemento e inducir la
liberacion de neutrofilos, macréfagos, factores de crecimiento hematopoyéticos y citocinas,
que pueden actuar sinérgicamente, amplificando el dafio celular en el paciente. La presencia

de una toxina delta, similar a la producida por otros microorganismos, se describe como otro
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de los posibles factores de virulencia (Stevens, 2002; Isaacs, 2003; Devlin y Lassiter, 2004).
En las UCIN son mas frecuentes las especies: S. epidermidis y S. haemolyticus (Jain et al.,
2004; Neumeister et al., 2005). Australia informa una tasa de incidencia de sepsis por estos
microorganismos de 3,46 por 1 000 NV, con una mortalidad significativamente baja, en
comparacion con la causada por otros gérmenes (Isaacs et al., 2003). En Estados Unidos, el
29% de los nifios que nacen entre las 25 y 28 semanas de gestacion, adquieren una infeccion
nosocomial grave por S. epidermidis con una tasa de mortalidad asociada del 10%
(Chapman y Faix, 2003; Devlin y Lassiter, 2004).

En Alemania, Neumister y colaboradores (2005) encuentran una proporcion elevada de
Staphylococcus haemolyticus MDR asociado con sepsis en los neonatos pretérminos;
mientras que, desde Peru sefialan un 38,3% de incidencia (Shimabuku et al., 2004); paises
como: Nigeria (Mokuolu et al., 2002), México (Rodriguez et al., 2003), Espafia (Urrea et
al., 2003), India (Jain et al., 2004), y Belgrado (Jesi et al., 2004), entre otros, declaran
también a ECN como el principal agente etiologico junto con S. aureus, particularmente, en
la sepsis de inicio tardio. En Cuba, se sefiala como una de las principales causas de la sepsis
nosocomial y como un importante factor de riesgo asociado con la mortalidad por
enterocolitis necrotizante en el neonato pretérmino (Mena ef al.,, 1998; Vergara y Acosta,
1999).

2.3.2. S. aureus

Esta especie se considera la segunda causa de sepsis tardia en el RN de bajo peso. La
colonizacién de la piel por este microorganismo ocurre entre las 24 6 48 h. después del

nacimiento, por el contacto con la piel de los adultos y el ambiente (Bratcher, 2005).
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En los neonatos, la bacteriemia por S. aureus se asocia histéricamente con el shock séptico,
es habitualmente fatal y la mortalidad sobrepasa el 20% (Bratcher, 2005).

Este agente elabora una amplia variedad de toxinas extracelulares y enzimas responsables
de la virulencia, entre ellas se encuentran las siguientes: alfa, beta y delta hemolisinas,
coagulasa, leucocidinas, hialuronidasa, estafiloquinasa, bacteriocinas, toxinas
epidermoliticas, toxina tipo 1 causante del shock toxico (TSST-1) y las enterotoxinas. La
TSST-1 induce los principales cambios fisiologicos y actia como un superantigeno
(Stevens, 2002; Lieberman, 2003). La resistencia alcanzada por estas cepas frente a la
meticilina y otros antimicrobianos se suma a la larga lista de mecanismos de patogenicidad
(Echevarria e Iglesisas, 2003; Fatkenheuer et al., 2004; Raymond et al., 2007). Desde 1960,
S. aureus resistente a la meticilina (SARM) se convierte en el principal patdogeno asociado
con las infecciones nosocomiales en los Estados Unidos, representando en estos momentos,
alrededor del 55% de esos aislamientos. Se observa también su incremento como agente
etiolégico de sepsis en el RN con edad gestacional y pesos extremos (Bratcher, 2005).
Ademads, su facilidad para crear reservorios entre los pacientes hospitalizados y sus
acompafiantes, permiten su propagacion a la comunidad, emergiendo como cepas
genéticamente diferentes a las que se asocian altos indices de morbimortalidad en las
infecciones neonatales (Lieberman, 2003; McCollum et al., 2003; Holl, 2004; Rybak y
LaPlante, 2005; Jones et al., 2006).

2.3.3. Enterobacteriaceae

Dentro de esta familia, los principales microorganismos involucrados en la sepsis del RN

son: E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. (Skiada et al., 2008).
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Antes de la década de los 80, las infecciones nosocomiales de las UCIN en muchos paises
eran causadas por bacterias gramnegativas. El cambio del panorama epidemioldgico
ocurrido a partir de esa década las relegd a un segundo plano, aunque contintian
identificandose junto con Pseudomonas spp. y otros bacilos gramnegativos no
fermentadores (BNF), como la principal causa de muerte (Rodriguez et al., 2003; Osrin et
al., 2004; Skiada et al., 2008).

E. coli es en estos momentos, uno de los principales agentes etioldgicos de las infecciones
adquiridas en la comunidad y en el ambiente hospitalario (Oteo et al., 2005); al igual que
Klebsiella spp. posee importantes factores de virulencia, como la capsula. Ambas bacterias
producen sepsis en los pacientes criticos y en el RN (Podschun y Ullmann, 1998; Cruz y
Miranda, 2005; Abu, 2007). En los tltimos afios, estos microorganismos se convierten en un
problema creciente debido a la produccion de Slactamasas de espectro extendido (BLEE),
enzimas capaces de inactivar a las cefalosporinas de amplio espectro (Podschun y Ullmann,
1998; Bell et al., 2002; Raymond et al., 2007). Ambos patdégenos se asocian con
bacteriemias, neumonias e infecciones urinarias, entre las patologias mas frecuentes
(Friedman, 2000; Menashe et al., 2001; Paterson y Bonomo, 2005; Abu, 2007). En 11
instituciones hospitalarias de Colombia, se observa su incidencia (Martinez et al., 2005).
Klebsiella spp., predomina en Alemania (Podschun y Ullmann, 1998), Nigeria (Mokuolu et
al., 2002); la India (Agnihotri et al., 2004), Belgrado (Jesi et al., 2004); Pera (Shimabuku ef
al., 2004); México (Cruz y Miranda, 2005) y Palestina (Abu, 2007). Mientras que
Escherichia coli, prevalece en Cuba (Vergara y Acosta, 1999); Pakistan (Mahmood et al.,

2002); los Estados Unidos (Hyde et al., 2005) y Espaia (Oteo et al., 2005).
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En las UCIN, Enterobacter spp. y Klebsiella spp. se asocian fundamentalmente con las
neumonias nosocomiales de los pacientes que reciben ventilacion asistida (Petdachai, 2000;
Nambiar y Singh, 2002; Abu, 2007).

2.3.4. Bacilos gramnegativos no fermentadores

Dentro de los BNF mas frecuentes se destacan: P. aeruginosa, A. baumannii, S. maltophilia
y B. cepacia, agentes que causan infecciones oportunistas en los enfermos criticos o
inmunocomprometidos. Estos bacilos muestran una gran resistencia intrinseca frente a
diversos agentes antimicrobianos, comportamiento que ha ido incrementdndose de manera
significativa en los ultimos afios, debido al desarrollo de multiples mecanismos de
resistencia que coexisten en el mismo organismo (Vila y Marco, 2002; Marra et al., 2005;
Zhou et al., 2007; Alvarez et al., 2008; Mezzatesta et al., 2008).

P. aeruginosa, uno de los agentes etioldgicos mdas frecuentes de las neumonias
nosocomiales en Estados Unidos, provoca una morbimortalidad elevada en los pacientes
hospitalizados. Ademads, en un futuro inmediato se pronostica, que junto con Acinetobacter
spp. se incluird entre los bacilos gramnegativos con una mayor resistencia antimicrobiana
(Bartlett, 2004; Obritsch et al., 2005; McGowan, 2006).

Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp. se informan con indicadores variables respecto a su
participacion en la sepsis neonatal. En la India, Acinetobacter spp. muestra un incremento
constante durante los ultimos afios (Agnihotri ef al., 2004), en Pakistan ocupa el tercer lugar
en frecuencia conjuntamente con Pseudomonas spp. (Mahmood et al., 2002; Aurangzeb y
Hameed, 2003) y en Belgrado, ambos microorganismos se sitan en el primer y cuarto
lugar, respectivamente, entre los agentes causales de bacteriemias e infecciones respiratorias

(Jesy et al., 2004).
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2.4. Resistencia bacteriana en las UCIN

La resistencia bacteriana es un fenémeno global que afecta a los centros hospitalarios y a la
comunidad. Debido al empleo frecuente e inadecuado de los antimicrobianos de amplio
espectro, los microorganismos MDR involucrados en las sepsis, se incrementan de manera
alarmante en todo el mundo (Vargas et al., 2006).

Se definen como MDR aquellos microorganismos, predominantemente bacterias, que son
resistentes a una o mas clases de agentes antimicrobianos. Aunque el nombre de ciertos
microorganismos describe resistencia para s6lo un agente (estafilococo meticilino resistente,
enterococo vancomicina resistente) estos patogenos frecuentemente son resistentes a
muchos de los agentes antimicrobianos disponibles (Siegel et al., 2006).

Dada la gran variabilidad en la epidemiologia de la sepsis neonatal que muestran los
diferentes paises, cada dia se hace mas dificil comparar la resistencia antimicrobiana
(Vergnano et al., 2005). No obstante, la comparacion de algunos estudios dentro de la
misma unidad, muestran un incremento significativo de la resistencia a los farmacos mas
empleados (f-lactdmicos, aminoglucésidos y glicopéptidos) (Hyde et al., 2002; Jesy et al.,
2004; Cruz y Miranda, 2005; Moya et al., 2006; Bizzarro y Gallagher, 2007).

2.4.1. f-lactamicos

Son potentes agentes bactericidas de absorcion lenta, baja toxicidad y actian inhibiendo o
danando la pared celular bacteriana por su unién con las proteinas fijadoras de las
penicilinas (PBP por sus siglas en inglés), estructuras que constituyen el blanco de estos
farmacos. Las PBP son transpeptidasas que catalizan la union entre los tetrapéptidos que

conforman el enrejado caracteristico del peptidoglucano (Archer y Climo, 1994).
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El principal mecanismo de resistencia para los antimicrobianos de este grupo radica en la
produccion de enzimas f-lactamasas, presentes en las bacterias grampositivas y
gramnegativas. Ellas catalizan la hidrélisis de la union amida del anillo f-lactdmico,
impidiendo asi la combinacion del antimicrobiano con la transpeptidasa bacteriana (Archer

y Climo, 1994; Garcia et al., 1999).

Otro de los mecanismos de resistencia consiste en la producciéon de una PBP modificada
(PBP2a o PBP2’), codificada cromosomalmente por el gen mecA. Este mecanismo surge
fundamentalmente en las bacterias grampositivas, como una respuesta al ataque de las
penicilinas resistentes a las penicilinasas (meticilina, nafcilina y las isoxazolilpenicilinas:

cloxacilina, dicloxacilina, fucloxacilina y oxacilina) (Lencastre et al., 1994).

En las bacterias gramnegativas los mecanismos de resistencia a los f-lactimicos son mas
complejos que en las grampositivas y varian de acuerdo a la especie. Se deben a las enzimas
J3-lactamasas codificadas en los plasmidos o en el cromosoma (constitutiva o inducible), a
las alteraciones de los poros de la membrana citoplasmatica externa que determinan la
impermeabilidad al farmaco, asi como a la produccién de bombas de eflujo molecular. En
algunos microorganismos (Haemophilus y Neisseria) se observan modificaciones de las
PBP. La extraccion del antibidtico de la célula por la creacion de bombas de eflujo
molecular es el mecanismo de resistencia mas comun en los BNF (Jacoby y Archer, 1991;
Marin y Gudiol, 2003).

En la familia Enterobacteriaceae casi toda la resistencia es mediada por f3-lactamasas, en su

mayoria plasmidicas, describiéndose entre ellas mas de 300 enzimas (Marra et al., 2006).
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Las de tipo TEM (primeras tres siglas de Temoniera, nombre del paciente del que se aislo
por primera vez una E. coli resistente a la ampicilina, Grecia, 1965) y SHV (enzima con un
grupo sulfidrilo variable), predominan en los bacilos gramnegativos. Surgen y se diseminan
como respuesta a la presion selectiva ejercida por el uso de la ampicilina, carbenicilina y las
primeras cefalosporinas. Existen también las BLEE, relacionadas o no con las primeras,
carbapenemasas, enzimas tipo AmpC cromosomales y plasmidicas y las metalo-f-
lactamasas (Bush, 2001; Marra et al., 2006). Actualmente, se conocen mas de 200 variantes
de enzimas BLEE, capaces de inactivar a las cefalosporinas de tercera generacion y al
aztreonam. Sin embargo, se inactivan generalmente por los inhibidores de las f-lactamasas,
cefamicinas y carbapenemes. La mayoria estan codificadas en los pldsmidos y se encuentran
con frecuencia en cepas de Klebsiella y E. coli (Ang et al., 2004; Paterson y Bonono, 2005;
Abu, 2007).

La produccion de enzimas AmpC en estas bacterias estd sometida a una regulacion
molecular muy estricta. En cepas de Enterobacter spp. y C. freundii, es comun la
derrepresion, actividad que implica el cambio de enzima inducible (se produce en pequeias
cantidades y cuando el antimicrobiano estd presente) a enzima constitutiva o fenotipo
constitutivo (se produce en grandes cantidades y todo el tiempo). Este proceso conlleva al
fracaso terapéutico (20-30%) de los pacientes que usan antimicrobianos como las
aminopenicilinas y cefalosporinas de segunda y tercera generacion (Marra et al., 2000).

Las metalo-f5-lactamasas, enzimas que contienen hierro en su sitio activo, son frecuentes en
P. aeruginosa y algunas cepas de Acinetobacter; actian hidrolizando todos los 3-lactamicos,
incluyendo los carbapenemes, con excepcion del aztreonam (Marra et al., 2006; Mezzatesta

et al.,2008).
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2.4.2. Aminoglucdsidos

De los mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias, uno de los mas variables y
complejos son los dirigidos contra los aminoglucosidos. La clave fundamental se encuentra
en las diferencias y complejidades estructurales de estos fArmacos (Mella et al., 2004).

Los aminoglucésidos llegan al citoplasma bacteriano por un proceso de transporte activo
dependiente de la energia, evento que ocurre posterior a una fase inicial de unién ionica
superficial no dependiente de la energia y en la que intervienen residuos de la molécula del
aminoglucoésido cargadas positivamente. La fuente de energia que utilizan para su ingreso al
citoplasma es la fuerza proton motriz, generada por el transporte electronico de la cadena
respiratoria y su acceso se favorece por las cargas diferentes que se establecen a ambos
lados de la membrana citoplasmatica. Paralelamente, ocurre la penetracion masiva del
compuesto, por un mecanismo no esclarecido y que podria estar relacionado con la
presencia de canales inespecificos en la membrana citoplasmatica producidos por “péptidos
aberrantes” (Archer y Climo, 1994; Mella et al., 2004).

Una vez dentro del citoplasma bacteriano, se unen por uno o mads sitios al ribosoma,
alterando la sintesis de proteinas. Como resultado de este ataque, tanto en grampositivos
como en gramnegativos, la resistencia puede darse por tres eventos basicos: 1) Mutacion
cromosomal, que produce alteraciones en los sitios de unién al ribosoma, 2) Transporte
inefectivo dentro de la célula bacteriana, que produce bajos niveles de resistencia cruzada
para la mayoria de los aminoglucosidos y 3) La transformacion del compuesto por las
enzimas modificadoras de los aminoglucésidos (EMA). Este ultimo, es uno de los
mecanismos de mayor trascendencia clinica y puede ocasionar las siguientes
modificaciones:

- Acetilacion de los grupos amino por la enzima aminoglucésido-acetiltransferasas (AAC).
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- Adenilacion de los grupos hidroxilos por aminoglucdsido-adeniltransferasas (AAD) o
nucleotidiltransferasas [ANT- (4°)].
- Fosforilacion de los grupos hidroxilos por aminoglucésido-fosfotransferasas (APH).
Existen varias enzimas acetilantes como la AAC (3)-1I, también denominada AAC (3)-V,
capaces de inactivar la gentamicina, pero no a la amikacina y el tipo AAC (6°)-1, que
inactiva a la amikacina, pero no a la gentamicina. Estas enzimas pueden ser bifuncionales
[AAC (6’)-APH (2°°)], pueden comportarse como isoenzimas, son mas eficientes y
determinan cepas con un elevado nivel de resistencia para los aminoglucosidos. Arbekacina,
uno de los farmacos del grupo de reciente introduccidon, parece ser el menos afectado
(Klingenberg et al., 2004; Mella et al., 2004).
En la mayoria de los casos, especialmente en los bacilos gramnegativos, la resistencia a los
aminoglucosidos estd determinada por una o varias de estas enzimas. Cualquiera de los
mecanismos sefalados puede estar codificado sobre un plasmido o un transposon, lo que
complica y facilita el proceso de extension de la resistencia a estos compuestos (Turnidge,
2003; Mella et al., 2004).
Los enterococos poseen resistencia natural o intrinseca a los aminoglucosidos. No obstante,
con el transcurso del tiempo han adquirido determinantes genéticos que establecen una
resistencia de alto nivel para los mismos (ANRA). Esta caracteristica, de gran trascendencia
clinica suprime la sinergia con los f-lactamicos (Livermore et al., 2001; Hufnagel et al.,
2007).
2.4.3. Glicopéptidos
La vancomicina (compuesto representante del grupo) se descubre en el afio 1955 a partir de

la especie Nocardia orientalis (Sédaba et al., 1998).
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Este antimicrobiano muestra una gran actividad bactericida sobre los estafilococos y otros
microorganismos grampositivos, tiene una excelente absorcion parenteral y una buena
difusion en los liquidos corporales. Sin embargo, ocasiona muchos efectos adversos,
situaciéon que limita su aplicacion, aunque en estos momentos, constituye la terapia de
eleccion para las infecciones por SARM y ECNRM. Actua sobre los diferentes niveles
estructurales de la célula: pared celular, membrana citoplasmatica e inhibe selectivamente la
sintesis de los acidos ribonucleicos (ARN) (Sadaba et al., 1998).

En 1988, describen por primera vez la resistencia adquirida a la vancomicina en el género
Enterococcus. Las especies E. faecium y E. faecalis, muestran dos patrones principales de
resistencia diferentes: 1) Las cepas clase A, portadoras del genotipo vanA, transferible por
conjugacion y resistentes a la teicoplanina; 2) Las cepas clase B, portadoras del genotipo
vanB, también transferible pero susceptibles a la teicoplanina. Un genotipo identificado
como vanC, relacionado con resistencia intrinseca, es infrecuente y casi exclusivo de las
especies E. casseliflavus y E. gallinarum (Landman et al., 1993; Livermore et al., 2001;
Filipova y Bujdakova, 2005).

En 1997, Japén describe la primera cepa de SARM con susceptibilidad disminuida a la
vancomicina y en el aio 2002, Estados Unidos sefala el primer aislamiento resistente a este
farmaco (Bustos et al., 2006). A partir de ese momento, se reitera desde diferentes regiones
la heterorresistencia a la vancomicina (Cosgrove et al., 2004; Woods et al., 2004; Plipat et
al., 2005). El mecanismo de resistencia a los glicopéptidos no esta totalmente esclarecido;
no obstante, el peptidoglucano de estas cepas muestra un dipéptido alterado (Bustos et al.,

2006).
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2.5. Politicas de tratamiento antimicrobiano en las UCIN

Por la agresividad de los gérmenes y las caracteristicas del paciente, las infecciones en el
periodo neonatal determinan que el tratamiento se inicie con rapidez y de forma empirica,
siguiendo y cumpliendo las lineas establecidas (Al-Sawan et al., 1999; Grau et al., 2002;
Gooldmann et al., 2005). Las alteraciones en la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion de los antimicrobianos en esta edad de la vida, condicionan en el paciente, el
alargamiento de la semivida bioldgica del farmaco que puede incrementar la toxicidad,
razon por la que las politicas de antibidticos en los RN estan limitadas. Las mas comunes se
basan en las combinaciones de los f-lactamicos con los aminoglucosidos, buscando a través
del efecto sinérgico, incrementar la accioén bactericida de los fAirmacos (Farreras-Rozman,
2000). Hasta hace pocos afios, la mayoria de los esquemas terapéuticos se iniciaban con una
combinacion de ampicilina y gentamicina. No obstante, a punto de partida del incremento
significativo de la resistencia observada en E. coli y otras bacterias gramnegativas, muchos
lo sustituyeron por una cefalosporina de tercera generacion (cefotaxima), en combinacion
con gentamicina o amikacina (Jesi et al., 2004; Gooldmann et al., 2005; Vergnano et al.,
2005; Bizzarro y Gallagher, 2007). Debido a la amplia diseminacion de las enzimas BLEE
entre estas cepas, es poco probable que ese esquema sea mas eficaz que el anterior. Sin
embargo, la combinacion propuesta por otros autores (amoxacilina/sulbactam mas
gentamicina) (Krediet et al, 1999; Mokuolu et al, 2002) podria ser mas efectiva,
considerando la accion benéfica del sulbactam en estos casos, incluso, en las infecciones por

estafilococos, Acinetobacter spp. y otros BNF (Ang et al., 2004; Paterson y Bonono, 2005).

En estos momentos se destaca el numero elevado de trabajos que plantean la necesidad de
desarrollar nuevos protocolos para el diagnostico precoz, tratamiento y control de la sepsis

neonatal (Kato et al., 2004; Gooldmann et al., 2005; Schelonka et al., 2006).
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Otros refieren como actividad mas importante, el monitoreo permanente de los agentes
causales de sepsis y el disefio de estrategias terapéuticas especificas bajo rigurosos criterios
de racionalidad, segun las caracteristicas individuales de cada UCIN. Ademas, se enfatiza en
la necesidad de reintroducir en la practica clinica a los antimicrobianos de espectro reducido
como la penicilina, el trimetoprim/sulfametoxazol y la gentamicina, junto con las practicas
especificas para el control de la infeccion, asi como explorar, el efecto de las combinaciones
de farmacos contra los microorganismos MDR (Adra y Lawrence, 2004; Bartlett, 2004;
Tom-Revzon, 2004; Cruz y Miranda, 2005; Kollef et al., 2005; Vergnano et al., 2005;
Bizzarro y Gallagher, 2007).

Lopez Brea y colaboradores (1998), encuentran buen efecto con una combinacion de
imipenem y amikacina en la sepsis por BNF resistentes a ambos farmacos.

Krediet y colaboradores (1999), demuestran la eficacia de la cefalotina y la gentamicina,
proponiéndolos como farmacos de primera linea en el tratamiento de la sepsis neonatal
tardia por ECNRM.

Dawson (2002), plantea que el uso de la vancomicina con gentamicina en el tratamiento de
la sepsis neonatal, debe regularse y prestarse atencion especifica a las dosis usadas,
proponiendo desarrollar estrategias que eviten la resistencia y la busqueda de tratamientos
alternativos. Por su parte, Isaacs (2003), no detecta diferencias significativas entre los
pacientes que recibieron vancomicina como primera linea de tratamiento y aquellos donde
se administra ampicilina u otra penicilina con un aminoglucoésido, y recomienda evitar el
uso de la vancomicina por el riesgo de reemplazar estos microorganismos por cepas mas

virulentas.
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Vergnano y colaboradores (2005) consideran, que dada la poca disponibilidad de
tratamientos alternativos en los paises en vias de desarrollo, se necesitan estudios
longitudinales que describan la variedad de agentes etiologicos de la sepsis neonatal y las
variaciones en los perfiles de susceptibilidad con el fin de crear una plataforma que permita
introducir nuevos métodos de prevencion. Bizzarro y Gallangher (2007), destacan, que la
resistencia significativa observada para los aminoglucosidos (43-46%) entre los
gramnegativos causantes de sepsis neonatal en todo el mundo, es un ejemplo de la necesidad
urgente de buscar alternativas terapéuticas antimicrobianas efectivas.

Kollef y colaboradores (2005), para prevenir la resistencia antimicrobiana en las UCIN,
proponen un algoritmo basado en el analisis del riesgo de infeccién por un microorganismo
MDR vy los patrones de susceptibilidad locales. Un esquema de esta propuesta se muestra en

el siguiente esquema:

Sospecha de infeccion bacteriana (neumonia asociada al hospital,
neumonia asociada a la ventilacion artificial, sepsis)

.

Hemocultivo e iniciar tratamiento empirico basado en factores de riesgo para patdogeno
MBDR vy patrones locales de susceptibilidad.

¥

Evaluar respuesta clinica entre las 48 y 72 horas basado en la clinica del paciente: Temperatura, Conteo
de células blancas, Radiografias, Oxigenacion, Cambios hemodindmicos y funcién organica.

¥ v

MEJORIA CLINICA NO MEJORIA CLINICA
Reducir el espectro antimicrobiano del Reevaluar el paciente a partir de:
tratamiento basado en los datos 1. Posible resistencia del patogeno a la
microbioldgicos y reevaluar el paciente terapia prescrita.
nuevamente pasados 7 u 8 dias. 2. Presencia de complicaciones.
3. Causa no infecciosa.

Fuente: Kollef M, Micek S, Dellinger RP. Strategies to prevent antimicrobial resistance in the intensive care

unit. Crit Care Med 2005;33:1845-53
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2.6. Diagnéstico microbioldgico de la sepsis neonatal

El diagnoéstico clinico de la sepsis del RN es dificil, pues los signos iniciales pueden ser
minimos, inespecificos e indistinguibles de otros procesos no infecciosos.

Los conteos de leucocitos totales, neutrofilos y de las células inmaduras, asi como los
marcadores de la fase reactante aguda (proteina C y procalcitonina) son también poco
especificos y requieren de un seguimiento y una evaluacion cuidadosa (Weitkamp y
Aschner, 2005; Allen et al., 2006; Hsiao et al., 2006). Por consiguiente, el hallazgo de los
microorganismos en muestras importantes como la sangre o el liquido cefalorraquideo,
constituye hasta la fecha, la tinica evidencia real de sepsis (Blanco et al, 2002). Sin
embargo, son multiples los trabajos que destacan el bajo indice de episodios confirmados
(Kumar et al., 2001; Lopez-Herce, 2004; Bloom et al., 2005; Vinod y Neelagaud, 2005).
Las limitaciones de los recursos materiales por los problemas econdémicos que determinan
demoras e interrupciones en el diagndstico, constituyen la principal causa de esta dificultad.
No obstante, también influye la falta de estandarizacion de los procedimientos utilizados, la
ausencia de normas y programas para el control de la calidad en los laboratorios, la
inadecuada capacitacion del personal y el poco acceso a la informacion actualizada, que
unido regularmente, a la poca interrelacion entre el laboratorio y el médico de asistencia,
condiciona la toma de decisiones terapéuticas no pocas veces desacertadas y que determinan
el uso inadecuado de los agentes antimicrobianos (Archibald y Reller, 2001; Garcia et al.,
2001; Siqueira, 2002; Hernandez et al., 2003; Rodriguez y Sanchez, 2004; Flach et al.,

2005).
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2.6.1. Hemocultivo

En los neonatos este examen se indica ante la mas minima sospecha de infeccion. Su calidad
depende que la sangre se obtenga bajo condiciones totales de asepsia, en cantidad suficiente
y antes de aplicar el tratamiento antimicrobiano. Lamentablemente, los sistemas
automatizados que incrementan la positividad y rapidez de los resultados, no estan al
alcance de todos los laboratorios, razon por la que la mayoria de éstos utilizan los métodos
convencionales (Gaur et al., 2003; Loza et al., 2003).

El volumen de sangre a obtener del paciente es el parametro que madas influye en la
recuperacion de las bacterias y en el correcto diagndstico de una bacteriemia (Maquillen et
al,, 1999). En los RN se recomienda garantizar no menos de 1 mL de sangre por cada
botella con alrededor de 10 mL de caldo de cultivo (Prats y Sanchez, 1997; Garcia et al.,
1998; Fraile et al., 2002). En cuanto al numero de muestras, y con el propdsito de
diferenciar una infeccion de una contaminacion, la mayoria de los autores recomiendan
hacer dos extracciones de sitios diferentes, una a continuacién de la otra o con un intervalo
de tiempo de 15 min. entre ambas (Canadian Pediatric Society, 2002; Isaacs, 2003; Loza-
Fernandez et al.,, 2003; Devlin y Lassiter, 2004). En los RN muy pequeios y enfermos, este
procedimiento no es siempre factible y existen discrepancias al respecto. Maquillen y
colaboradores (1999), plantean que el patrén de crecimiento de los microorganismos es un
factor que ayuda a diferenciar entre una contaminacion y una infeccion, dado que el tiempo
medio de crecimiento del patdgeno, es mas corto que el del contaminante. Por su parte,
Sarkar y colaboradores (2006), demuestran que la sepsis del RN se puede detectar con una
sola muestra de sangre y con la misma exactitud que cuando se realizan dos hemocultivos,

siempre que el volumen de sangre obtenido sea > 1 mL. En la mayoria de los laboratorios, el
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tiempo del procesamiento de esta muestra es inestable. En algunos, la observacion se
prolonga hasta los siete y 10 dias. Varios estudios dirigidos a determinar el periodo de
incubacién necesario para detectar bacteriemia en neonatos por métodos convencionales,
coinciden en afirmar que es innecesaria la incubacion del hemocultivo por mas de 72 h.
(Rawley y Wald, 1986; Kumar et al., 2001; Vinod y Neelagaud, 2005).

2.6.2. Pruebas para el estudio de la susceptibilidad

Por el significado que tiene la aplicacion de estos resultados en el tratamiento individual de
los pacientes, la determinacion de la susceptibilidad in vitro constituye una de las mas
importantes funciones del Laboratorio de Microbiologia Clinica. Ademas, conocer sobre la
susceptibilidad de los microorganismos, permite monitorear los niveles de resistencia a los
antimicrobianos que giran alrededor de la instauracion de las politicas terapéuticas y el
futuro desarrollo de los nuevos farmacos (Andrews, 2001; McGowan y Wise, 2001; Falch et
al., 2005; Mortensen et al., 2006).

Desde las primeras contribuciones realizadas por Fleming hasta la fecha, se han ideado,
perfeccionado e introducido en la préctica clinica numerosos procedimientos basados en la
difusion o la dilucion del antimicrobiano, con el proposito fundamental de satisfacer las
crecientes demandas de los intereses clinicos. Bauer y colaboradores (1966), realizan una
importante contribucion al desarrollo de estas pruebas cuando proponen la técnica de

difusion por discos, estandarizada posteriormente, por el National Committé for Clinical and

Laboratory Standards (NCCLS) de los Estados Unidos (actualmente, Clinical and

Laboratory Standards Institute [CLSI] ) (Felmingham y Brown, 2001; Wheat, 2001).

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad se registran y categorizan habitualmente de

forma individual para los diferentes antimicrobianos. Esta estrategia sola es poco util porque
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no tiene en cuenta como se relaciona la resistencia entre los farmacos que dependen de un
mecanismo de resistencia unico (Livermore et al., 2001).

A finales de la década de los afios 80, se introdujo la lectura interpretada del antibiograma
para analizar los patrones de susceptibilidad. Su objetivo, es predecir los posibles
mecanismos presentes en la bacteria y establecer las posibilidades de éxito o fracaso
terapéutico que se derivan de la utilizacion de los diferentes antimicrobianos frente a un
microorganismo especifico. Esta forma de lectura, posibilita mejorar la terapia
antimicrobiana y definir los fenotipos de susceptibilidad, atendiendo al conjunto de datos
recogidos para los farmacos de una misma familia o aquellos relacionados por los
mecanismos de accion comunes; definiéndose asi, los fenotipos habituales, raros,
inexistentes o improbables, en dependencia de la epidemiologia habitual de la region, pais o
zona geografica (Garcia et al., 2001; Cantén, 2002; Crespo, 2002).

2.6.2.1. Pruebas con combinaciones de antimicrobianos

El uso de las combinaciones de antimicrobianos constituye una necesidad en ciertas
circunstancias clinicas. Sin embargo, en algunos casos, éstas pueden ser mas antagdnicas
que sinérgicas (Holm, 1986; Mortensen et al., 2006; Tallarida, 2006; Navarro y Mirelis,
2007). Farchione (1981), demuestra que todos los aminoglucosidos son sensibles a la
inactivacion por los f3-lactdmicos, debido a la apertura nucleofilica del anillo f-lactdmico
por un grupo amino del aminoglucdsido.

Al igual que los procedimientos para evaluar la susceptibilidad de los farmacos, los métodos
para estudiar la interaccion entre ellos, se basan en la difusion o la dilucion. El tablero de
damas y la curva del tiempo de muerte, son los métodos mas utilizados. La curva del tiempo
de muerte mide concentraciones bactericidas, es muy preciso, pero poco practico dado lo

complejo del procedimiento y la cantidad de recursos que utiliza.
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El tablero de damas, mide las concentraciones inhibitorias, puede realizarse en placas de
microtitulacion y es el mas utilizado por su menor complejidad y bajo costo (Mackay et al.,
2000; Lambert y Lambert, 2003; Grzybowskab et al., 2004; Miranda et al., 2006; Ali et al.,
2007; Sun et al., 2008). Para analizar los resultados por este tltimo método, Berenbaum
(1978), propone un modelo matematico sencillo, basado en el célculo de la sumatoria del
indice de la concentracion fraccionaria inhibitoria (XCFI), y que se obtiene a partir de
dividir la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada uno de los antimicrobianos de la
combinacion, entre la CMI de cada farmaco probado individualmente. Se dice que una
combinacion es sinérgica, cuando el efecto resultante de la union de los antimicrobianos es
significativamente superior al efecto de los farmacos individuales. Indiferente o aditivo, si el
resultado del efecto es similar al efecto de los antimicrobianos por separado y antagonica,
cuando el efecto de la combinacion es significativamente inferior al resultado obtenido con
los farmacos de forma individual (Garcia et al., 2001). Partiendo de ello, Berenbaum define,
que para un valor de XCFI < 0,5 la prueba es sinérgica. En otras palabras, cuando por el
efecto de la combinacion, ambos antimicrobianos disminuyen como minimo dos diluciones
(Va) el valor de su CMI individual, criterio que se asume en la actualidad; no obstante, los
restantes varian entre los investigadores. Algunos introducen el término sinergismo bajo o
parcial para describir el beneficio que pudiera tener una combinacion en la cual uno de los
antimicrobianos disminuye una dilucién ('2) el valor de su CMI individual (Eliopoulos
1989; Tascini et al., 2004; Kiffer et al., 2005; Drago et al., 2007). Asimismo, aunque varios
consideran antagonismo para valores de XCFI > 2, la mayoria interpreta dicho efecto cuando
¢éste es > 4 (Eliopoulos, 1989; Tascini et al., 2004; Drago et al., 2005; Kiffer et al., 2005;

Syndman et al., 2005; Drago et al., 2007).
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Los primeros estudios que utilizan el tablero de damas para evaluar el efecto de las
combinaciones de antimicrobianos se describen desde la década de los 70 (Klatersky et al.,
1976; Murray et al. 1976; Weibert et al., 1976; Klatersky et al., 1977; Reyes et al., 1979).
Desde ese momento, dicho procedimiento es blanco de las criticas de diferentes
investigadores que lo acusan de ser poco reproducible, no concordar sus resultados con los
obtenidos por otros procedimientos y presentar problemas de estandarizacion (Weinstein et
al; 1975; Norden et al., 1979; Bonapace et al., 2002). A pesar de ello, contintia siendo en la
actualidad una de las técnicas mas empleadas para estudiar el sinergismo entre los firmacos
(Grzybowskab et al., 2004; Menon et al., 2004; Kanazawa y Ueda, 2005; Miranda et al.,
2006; Ali et al., 2007).

Rahall (1978) y Moellering (1979) consideran, que las condiciones utilizadas para los
experimentos in vitro (tamano del indculo, composicion del medio, pH, determinacion de
los puntos finales, entre otros) influyen notablemente en los resultados del sinergismo y que
estos solo pueden ser evaluados por correlacion de los hallazgos del laboratorio con los
resultados clinico-terapéuticos. Holm (1986) expresa, que existe generalmente una
concordancia razonable entre los resultados in vitro e in vivo, aunque no son infrecuentes los
resultados discordantes, que la sinergia in vitro no se corresponde siempre con un final
clinico satisfactorio, pero que hay buena correlacion entre la carencia de sinergia y un alto
rango de falla terapéutica. Klatersky y colaboradores (1976), en pacientes sépticos tratados
con amikacina y penicilina G o carbenicilina, obtienen un 83% de eficacia clinica en los
pacientes con resultados sinérgicos. También obtienen mejores resultados clinicos, cuando
el agente causal es sensible a los dos farmacos de la combinacion comparado a cuando este

solo es sensible a uno de ellos. Resultados similares se describen por Reyes y colaboradores
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(1979), en un estudio de 30 pacientes con endocarditis por P. aeruginosa, tratados con
carbenicilina y gentamicina o tobramicina.

En la actualidad, numerosos trabajos demuestran la eficacia in vitro de diferentes
combinaciones de antimicrobianos frente a los microorganismos MDR; no obstante, las
evidencias clinicas que corroboren dichos hallazgos son pocas (Chen et al., 2004; Menon y
Pathare, 2004; Tatman-Otkun et al., 2004; Snydman et al., 2005; Drago et al., 2007;
Miranda et al., 2007).

Weiss (2003), expresa, que a pesar de ser muy utilizada la terapia antimicrobiana combinada
en los pacientes sépticos, los criterios basados en evidencias que apoyen esta practica son
raros y se necesitan con urgencia estudios prospectivos que evalien los verdaderos

beneficios de esta forma de tratamiento.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de estudio

Se realizd una investigacion analitica prospectiva en la que se evalud por pruebas de
sinergismo in vitro la terapéutica antimicrobiana combinada aplicada a RN con sepsis, con
el objetivo de comparar estos resultados con la eficacia clinica. Este trabajo tuvo como
marco un estudio longitudinal de la resistencia a los antimicrobianos de los agentes
etiologicos aislados de los pacientes, durante un periodo de ocho afios.

3.2. Marco de la investigacion

El Hospital Ginecobstétrico Universitario “América Arias”, instituciéon que sirvidé de marco
para esta investigacion, ofrece sus servicios de ginecologia y obstetricia a los municipios de
Centro Habana, Habana Vieja y La Habana del Este, zonas con una alta densidad
demografica. Ademas, recibe la totalidad de los embarazos de alto riesgo de los municipios
de la zona norte de la provincia La Habana. Dispone de 310 camas distribuidas de la
siguiente forma: Obstetricia (147), puerperio (132), ginecologia (16) y cuidados especiales
perinatales (15) (embarazos de alto riesgo). En esta Institucion se producen anualmente
entre 3 200 y 3 500 nacimientos. Cuenta con una UCIN con 23 capacidades, que funciona
ademas como centro de referencia para RN con un peso inferior a 1 500 gramos.

3.3. Universo de trabajo y muestra

El universo de trabajo estuvo constituido por 534 pacientes internados en la UCIN durante
el periodo comprendido desde enero de 1993 hasta diciembre 2000, con sepsis corroborada
por examen de hemocultivo, asi como por el total de 1 457 aislamientos obtenidos de los

RN.

34



MATERIALES Y METODOS

Para el analisis de la susceptibilidad de las cepas, la muestra estuvo conformada por 533
aislamientos bacterianos, el primero obtenido por cada paciente previo a la aplicacion del
tratamiento antimicrobiano.

Para la evaluacion de la eficacia clinica de la terapéutica por pruebas de sinergismo in vitro,

la muestra estuvo conformada por 163 pacientes en los que se aplico tratamiento con una

combinacion de farmacos segun criterios clinicos y de acuerdo con la politica de uso de
antimicrobianos establecida en el servicio.

3.4. Procedimiento general de trabajo

A todo RN con sospecha clinica de sepsis se le aplico el siguiente procedimiento:

a) Se extrajo una muestra de sangre para cultivo (dos si fuera posible, de sitios diferentes)
antes de aplicar el tratamiento empirico previsto en el programa de politica para el uso
de antimicrobianos en la UCIN.

b) Se aplicé inmediatamente el tratamiento antimicrobiano y éste no se modifico antes de
las 72 h., siempre que el paciente se mantuvo clinicamente estable.

c) Se aislo e identifico el agente causal, paralelamente se estudid la susceptibilidad de la
cepa y el sinergismo entre los antimicrobianos.

d) Se reevaluo la terapéutica a partir del estado clinico del paciente y de los resultados
microbioldgicos obtenidos.

Un esquema del presente algoritmo se muestra a continuacion:
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APLICAR
PACIENTE CON TRATAMIENTO
SIGNOS CLINICOS DE ANTIMICROBIANO
SEPSIS SEGUN PROGRAMA
DE POLITICA

Tincion de

Prueba de

Gram
Aislamiento Ef“ﬁ?s?eg;)g‘i? susceptibilidad
e Identificacion ’ 20 h antimicrobiana
’ y sinergismo
REEVALUACION DE
LA TERAPEUTICA
(48-72 horas)

Algoritmo para el diagndstico y evaluacion terapéutica del paciente séptico.

3.5. Hemocultivo. Obtencion y procesamiento

Para considerar séptico a un paciente bajo sospecha clinica se considerd, como “regla de
oro”, la obtencion de un hemocultivo positivo.

3.5.1. Venopuncion

Se extrajo aproximadamente 1 mL de sangre a partir de una vena o arteria (nunca de catéter)
utilizando guantes y previa desinfeccion de la zona a puncionar (alcohol etilico 70% o
isopropilico y solucién yodada) (Loza ef al., 2003).

Al sembrar, se tomaron iguales precauciones de asepsia antes de puncionar la tapa de la
botella del cultivo. En los casos en los que fue posible, se extrajeron dos muestras de sitios

diferentes, con un intervalo entre 15 a 30 min. entre una y otra extraccion.
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3.5.2. Frascos de cultivo

Se emplearon botellas de cristal pequefas, recuperadas y preparadas en el propio
laboratorio, con una capacidad aproximada de 30 mL. Como medio de crecimiento se utilizd
el Caldo Cerebro-Corazén (BIOCEN). El medio de cultivo se prepard, segun lo
recomendado por el suministrador y el pH se ajusto entre 7 y 7,1. Cada frasco, conteniendo
10 mL de caldo de cultivo, se sellé6 con un tapén de goma y retapa metalica, posteriormente,
se sometid al proceso de esterilizacion y control.

Control de la calidad: Para verificar la capacidad de recuperacién de los microorganismos
en los frascos de cultivo, se utilizaron como controles, las cepas P. aeruginosa ATCC
(American Type Culture Collection) 27853 y S. pneumoniae ATCC 6305, donadas por el
Departamento de Biotecnologia del Centro de Quimica Farmacéutica, mantenidas en el
laboratorio en cultivos de trabajo y semi-reserva, utilizandose el procedimiento
recomendado por Richardson y Gershon (1994). De cada uno de los cultivos
correspondientes, se suspendieron de 3 a 5 colonias en un pequefio volumen de Caldo
Triptona-Soya (TSB) (OXOID). Se incubd hasta obtener un patrén de turbidez de
crecimiento comparable al estdndar 0,5 de McFarland. Posteriormente, se prepard una
suspension 1:10 en el propio medio TSB y se inoculd cada botella con 0,01 mL del
microorganismo de prueba. Se incubaron a 36 + 1 °C en condiciones de aeracion por 7 dias.
La turbidez visible en el frasco de cultivo y la obtencion de buen crecimiento en la
resiembra sobre una placa de Agar Sangre, se establecid como criterio de buena calidad.
Como control positivo de esterilidad se emplearon botellas sin inocular, incubadas bajo las
mismas condiciones anteriores y que no mostraron turbidez ni crecimiento en la resiembra

sobre las placas de Agar Sangre.
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3.5.3. Datos del paciente y conservacion del primocultivo

Inmediatamente, después de la extraccion y siembra de la muestra, los frascos se colocaron
en condiciones de aeracion a 36 = 1 °C en una pequena estufa colocada estratégicamente en
la propia UCIN que garantizd, desde los primeros momentos, las condiciones Optimas del
primocultivo hasta el momento de su traslado al laboratorio. En la indicacién del estudio se
recogieron los siguientes datos del paciente: Nombre completo, nimero de Historia Clinica,
sala (terapia intensiva o intermedia), cama, fecha, hora exacta de la extraccion de la muestra
y tratamiento antimicrobiano empirico aplicado.

3.5.4. Procesamiento del hemocultivo

Los cultivos primarios se siguieron por observacion macroscopica desde las primeras 14 a
16 h. de incubacion, buscandose alteraciones tales como enturbiamiento del medio, lisis de
los hematies y formacion de colonias, entre otros. Una porcién del contenido de tales
frascos se examind por tincion de Gram, se resembro en placas de Agar Sangre y se incubo
por 18 a 20 h. a 36 £ 1 °C en aerobiosis. Los cultivos que no presentaron alteraciones
macroscopicas, se resembraron cuando se completaron las primeras 24 h. de incubacion.
Antes de descartarlos como negativos, los cultivos que no crecieron en la primera resiembra,
se volvieron a sembrar al tercer y séptimo dia de incubacion (Loza et al, 2003). La
obtencion de algin microorganismo saprofito en estas resiembras, se valoré como posible
contaminacion y no se tomo en cuenta.

3.6. Pruebas de identificacion diagnéstica

3.6.1. Examen microscopico

Se realizo tincion de Gram a una gota del contenido del frasco de hemocultivo extraida de

cada resiembra y a las colonias obtenidas en las placas de Agar Sangre.
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Los colorantes empleados y el procedimiento seguido estuvieron acorde a lo recomendado
por Clarridge y Mullins (1994). El control de la calidad se realiz6 semanalmente, empleando
las cepas ATCC de S. aureus 25923 y E. coli 25922.

3.6.2. Criterios para la identificacion de los cocos grampositivos

Las colonias que por tinciéon de Gram se identificaron como cocos grampositivos agrupados
en pares, cadenas o racimos, se sometieron a la prueba de la catalasa (Sonnenwirth, 1985).
Los microorganismos catalasa positiva se ubicaron dentro del grupo de los estafilococos y
se les realiz6 la prueba de coagulasa para su diferenciacion en coagulasa positiva (S. aureus)
y coagulasa negativa, considerando como prueba positiva, la produccion de un coagulo de
cualquier tamafio (Martinez y Pérez, 2001). Los microorganismos catalasa negativa, se
consideraron como estreptococos o pertenecientes a grupos relacionados con estos
(enterococos). Para la diferenciacion inicial se utilizaron los patrones hemoliticos del
crecimiento desarrollado en las placas con Agar Sangre, asi como la morfologia colonial. A
los f-hemoliticos (sospechosos de pertenecer a estreptococos de los grupos A o B de
Lancefield) se les realizaron las siguientes pruebas: CAMP y la sensibilidad con discos de
bacitracina y sulfametoxazol/trimetoprim (SXT), ambos métodos proporcionaron un
diagnostico presuntivo. Las cepas CAMP positiva, resistentes a la bacitracina y al SXT, se
consideraron como S. agalactiae (estreptococo del grupo B) y las cepas CAMP negativa,
sensibles a bacitracina y resistentes a SXT, se consideraron como S. pyogenes (estreptococo
del grupo A) (Zuazo, 2001).

A las colonias o y Yy hemoliticas se les realizo las pruebas de agar-bilis-esculina y la
capacidad de crecer en caldo con Cloruro de Sodio al 6,5%, estos métodos permitieron

ubicar a las cepas dentro del grupo D de Lancefield o en el género Enterococcus.
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Se considerd Enterococcus spp. cuando ambas pruebas fueron positivas y estreptococo
grupo D, no enterococo, cuando la bilis esculina fue positiva y no se obtuvo crecimiento en
el caldo con Cloruro de Sodio al 6,5% (Quifiones, 2001).

La identificacion en especies de algunos cocos grampositivos se realizd gracias a la
colaboracion del Departamento de Biotecnologia del Centro de Quimica Farmacéutica.
3.6.3. Criterios de identificacion de los bacilos gramnegativos

Los bacilos gramnegativos identificados por tincién de Gram se sometieron a la prueba de la
oxidasa para su agrupacion presuntiva dentro de la familia Enterobacteriaceae (oxidasa
negativa) y en el grupo de BNF (oxidasa positiva) (Sonnenwirth, 1985).

La identificacion de los principales géneros y especies de las enterobacterias se establecio
segin lo recomendado por Weissfeld y colaboradores (1994), empleandose para su
agrupacion en género las siguientes pruebas bioquimicas: Imagen en Agar-Hierro-Kligler,
produccion de ureasa, reacciones IMVC (Indol, Rojo Metilo, Voges Proskauer, Citrato) y la
prueba de movilidad.

Los microorganismos oxidasa positiva, sugestivos de pertenecer al grupo de los BNF se
sembraron en Agar MacConkey y Agar-Hierro-Kligler (Sonnenwirth, 1985).

La identificacion de algunas especies de enterobacterias se realizd gracias a la colaboracion
prestada por el Departamento de Microbiologia del Instituto de Nutricion e Higiene de los
Alimentos.

3.6.3.1. Definicion de bacilo no fermentador

Se definieron como BNF aquellos microorganismos que fueron oxidasa positiva y no
crecieron en Agar MacConkey, o cuando lo hicieron, so6lo produjeron colonias incoloras y
que crecieron también en el medio AHK sin producir ninguna variacion (Holmes y Howard,

2001).
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3.7. Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

Estas pruebas se realizaron de forma paralela al proceso de identificacion de los
microorganismos, empleandose el método de dilucion en caldo en placas de microtitulacion,
segun las recomendaciones del CLSI (2006).

3.7.1. Antimicrobianos investigados

La seleccion de los farmacos se realizd teniendo en cuenta la disponibilidad y el uso
habitual del medicamento para el tratamiento de los pacientes en la UCIN durante el periodo
que comprendié este trabajo. Se evaluaron un total de 11 antimicrobianos representantes de
tres grupos farmacologicos diferentes, nueve se emplearon para los gérmenes grampositivos
y ocho para los gramnegativos. La distribucion de los antimicrobianos, segin sus grupos
farmacoldgicos se presenta en las siguientes tablas:

Distribucion de los antimicrobianos, segin los grupos farmacologicos

Antimicrobianos
f3-lactamicos Aminoglucésidos Glicopéptidos
Penicilinas Cefalosporinas Amikacina Vancomicina
Ampicilina Cefazolina Gentamicina
Azlocilina Cefotaxima Kanamicina
Oxacilina* Ceftriaxona

Penicilina G

* Utilizado como marcador de la resistencia a la meticilina

Antimicrobianos investigados en cada grupo de microorganismos

Grampositivos Gramnegativos
Amikacina Kanamicina Amikacina Ceftriaxona
Cefazolina Oxacilina* Ampicilina Gentamicina
Cefotaxima Penicilina G Azlocilina Kanamicina
Ceftriaxona Vancomicina Cefazolina

Gentamicina Cefotaxima

* Utilizado como marcador de la resistencia a la meticilina
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3.7.2. Definicion de multidrogorresistencia

Se aplico el criterio establecido por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los
Estados Unidos (Siegel et al., 2006). Atendiendo a ese criterio, se consideraron MDR los
siguientes microorganismos: SARM y ECNRM, enterococos resistentes a la vancomicina,
las bacterias gramnegativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae resistentes a
todos los f-lactadmicos investigados o aquellas que, sin ser resistentes a todos los
antimicrobianos de dicho grupo, fueran resistentes a la totalidad de los aminoglucésidos
probados o combinaron resistencia a cuatro o mas farmacos correspondientes a los dos
grupos. Asimismo, se consideraron MDR, los BNF resistentes a las penicilinas de amplio
espectro.

3.7.3. Método de microdilucion en caldo

3.7.3.1. Preparacion de las soluciones patron o de reserva

Las soluciones se prepararon segin lo recomendado (CLSI, 2006). Para todos los
antimicrobianos se partié6 de una concentracion inicial equivalente a 5 120 pg/mL, y se
determind la cantidad necesaria de cada uno de los farmacos para un volumen de 100 mL de
solucioén, segun la siguiente formula:

Volumen (mL) x Concentracion (pug/mL)

Cantidad de antibiotico a pesar (mg) = (D)

Potencia (ng/mg)
Con excepcion de la ampicilina y la cefazolina, para el resto de los antimicrobianos se
empled agua destilada estéril como solvente. Mientras que para la ampicilina, se utilizd una
solucion Buffer Fosfato 0,1mol/L a pH 8,0 y como diluyente, la propia solucion Buffer a pH

6,0; solucion que también se utilizéo como diluyente y solvente para la cefazolina.
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Las soluciones de reserva (alicuotas de 1 mL) se distribuyeron en microtubos plésticos con
tapa y capacidad para 1,5 mL. Estos tubos se rotularon y congelaron a una temperatura
inferior a -20° C, conservandose por espacio de tres a seis meses.

3.7.3.2. Preparacion de las diluciones de trabajo

Las diluciones se prepararon en el momento de realizar el ensayo y se emple6 el esquema
descrito en el anexo 1. El intervalo de las diluciones empleadas para todos los
antimicrobianos fue [0,125 — 128 pg/mL], con excepcion de la azlocilina cuyo intervalo de
prueba fue [0,25 — 256 pg/mL].

3.7.3.3. Preparacion de las placas de microtitulacion

Para cada hilera de la placa (identificada con las letras desde la A hasta la H) se designo un
farmaco y en cada uno de estos pocillos se depositdé 100 pL de la dilucion del
antimicrobiano correspondiente, comenzando desde la menor hasta la mayor dilucion. La
hilera de los pocillos de la columna 12 se reservd para los controles de crecimiento en los
que se adiciond 100 pL. de Caldo Mueller Hinton- cationes ajustados (CMH-CA) mas el
indculo. La ultima fila de los pocillos de la placa se utiliz6 para uno o mas controles de
esterilidad y en ella se adicionaron 100 uL. de CMH-CA.

A continuacion se muestra un esquema de la placa de microtitulacion.
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1 2 3 8 8 10 11 12
Al0,125| 0,25 | 0,5 16 | 32 | 64 128 cC
B
C
D
E
F
G
H| CE

Placa de microtitulacion.

Leyenda: CC = control de crecimiento, CE = control de esterilidad.

3.7.3.4. Preparacion del indculo

Para preparar el indculo se utilizaron cultivos de 18 a 24 h. de incubacion en placas de Agar

Sangre, empleandose el método directo para ajustar la concentracion equivalente al patron

0,5 de McFarland (concentraciéon aproximada 1,5 - 2 x 10® UFC/mL). Para obtener esta

concentracion se tomaron varias colonias con caracteristicas similares y se transfirieron a un

tubo con cinco mL de CMH-CA. Posteriormente, con el objetivo de alcanzar una

concentracion final de 10° UFC/mL, se realizo una dilucién 1:31, afiadiendo 0,4 mL de la

suspension del indculo a otro tubo con 12,5 mL de CMH-CA estéril (concentracion

intermedia: 4 - 5 x 10° UFC/mL). Al final, la suspension se mezcl6 por inversion del tubo

(cinco a seis veces), evitando la produccion de burbujas y se dejoé en reposo durante 15 a 30

min.
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3.7.3.5. Inoculacion e incubacion de las placas

Después de estandarizar el indculo se agregé 10 puL a todos los pocillos de la placa (con
excepcion de los controles de esterilidad), obteniéndose una concentracion final por pocillo
de 4-5 x 10° UFC/mL. Las placas se rotaron ligeramente sobre la mesa de trabajo (evitando
producir derrames) y se incubaron a 35 °C en aerobiosis por 24 h.

3.7.3.6. Lectura y determinacion de la CMI

Se realizé de forma visual y con una iluminacion transmitida, determinandose, la CMI para
cada uno de los farmacos investigados. Cuando no se obtuvo crecimiento microbiano en
ninguna de las concentraciones se tomd como punto final la menor concentracion ensayada,
acompafnidndose del signo menor o igual que (£.) Mientras que, cuando se observo
crecimiento en todos los pocillos, el punto final correspondi6 a la mayor concentracion del
farmaco y se acompafid del signo mayor que (>). El criterio cualitativo de la susceptibilidad
para cada antimicrobiano (sensible y resistente) se establecido mediante la comparacion de
los valores determinados con los criterios establecidos en las tablas de referencia de la
normativa del CLSI (2006) (anexos 2, 3,4y 5).

3.7.4. Tamizaje en agar con vancomicina para enterococos

Este ensayo se realizé con la colaboracion del Departamento de Biotecnologia del Centro de
Quimica Farmacéutica y se investigaron todas las cepas de enterococos aisladas. Para esta
prueba se utiliz6 el medio de Agar Infusion Cerebro-Corazon, suplementado con 6 pg/mL
de vancomicina, segtin lo recomendado en la normativa del CLSI (2006). El agar se inoculd
con una suspension directa de colonias, equivalente al patrén de turbidez 0,5 de McFarland,

utilizando una micropipeta de 10 pL.
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Las placas se incubaron a 35 = 2 °C en aerobiosis durante 24 h. El crecimiento de mas de
una colonia se consider6 como una prueba positiva de susceptibilidad disminuida. Se
utilizaron como cepas de referencia: E. faecium No. 173 y E. faecium No. 174 (sensible y
resistente a la vancomicina, respectivamente), donadas por el Dr. Eddie Power del St.

Thomas Hospital, Londres, al Centro de Quimica Farmacéutica.

3.8. Sinergismo in vitro

Se realiz6 por el método del tablero de damas en placas de microtitulacion, segin el
protocolo del NCCLS (1993).

3.8.1. Combinaciones de los antimicrobianos ensayados

Se probaron un total de 10 combinaciones de f3-lactdmicos y aminoglucdsidos, frente a
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.

3.8.2. Rangos de concentraciones probados

El rango de las concentraciones antimicrobianas investigadas fue [0,06 - 64pg/mL], para
todos los farmacos, excepto para la azlocilina cuya concentracion fue de [0,125 — 128
ng/mL]. Las soluciones patrones y las diluciones de trabajo se realizaron segun lo descrito
en los acapites 3.7.3.1. y 3.7.3.2.

3.8.3. Preparacion del tablero de diluciones

En cada ensayo se utilizaron dos placas de microtitulacion, colocdndolas una a continuacion

de la otra de manera que simularan una placa unica.
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De la segunda placa, se utilizaron las primeras cuatro filas de pocillos, conformandose un
cuadrado constituido por 12 columnas de pocillos identificados con una numeracion desde
el 1 hasta el 12. Ademas, 12 filas de pocillos reconocidas con letras consecutivas del
alfabeto (desde la A hasta la L).

Los antimicrobianos se denominaron como Abl (f-lactamico) y Ab2 (aminoglucésido). En
el tablero, las diluciones de los farmacos se distribuyeron de la siguiente forma:

Para el antimicrobiano Abl: Se comenzo por la menor concentracion (0,125 6 0,25 pg/mL),
depositindose 50 pL en cada pocillo de la columna 2 (desde la A hasta la L). A
continuacion, en cada pocillo de la columna 3 se afiadié 50 puL del mismo farmaco (desde la
A hasta la L) a la concentracion superior siguiente y posteriormente, se agrego la siguiente
concentracion (del mismo farmaco) en cada columna, hasta depositar la mayor
concentracion (128 6 256 pg/ml) en la columna 12 (desde la A hasta la K). No se anadio
antimicrobiano en el pocillo 12, éste correspondi6 al control de la esterilidad (CE)

Para el antimicrobiano Ab2: Se deposit6 en cada uno de los pocillos de la fila B (desde el 1
hasta el 12), 50 puL del farmaco a la menor concentracion (0,125 6 0,25 pg/ml). A
continuacion se afadio en la fila C (desde el 1 hasta el 12), 50 uL del mismo farmaco a la
concentracion superior siguiente y asi se continud, distribuyendo 50 pL hasta llegar a la mas
alta (128 6 256 pg/mL) en la fila L (desde el 1 hasta el 11), cuidando no adicionar
antimicrobiano en el pocillo L12 (CE). Posteriormente, se distribuyeron 50 pL de CMHCA
en los pocillos 2 hasta el 12 (fila A) y en los pocillos B hasta el L (columna 1). Se adicion6
100 pLL. de CMHCA en el pocillo 1 de la fila A, que sirvido como control del crecimiento

(CC) yenelpocillo 12 de la fila L (CE).
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De este modo, se obtuvo un tablero de diluciones donde en la fila A (pocillos A2 al A12)

quedo contenido el antimicrobiano Abl solo y en la columna 1 (pocillos B2 al B12) el Ab2

solo. El resto de los pocillos, exceptuando los controles, contenian mezclas de

concentraciones de los dos antimicrobianos en una proporcién 1:1, por lo que en cada

pocillo, la concentracion final de cada farmaco quedé reducida a la mitad. Un esquema del

tablero de diluciones, se muestra en la figura siguiente:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | AbI
Al CC 1 006 |0,125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Bl 0,06 | 006 | 006 | 006 | 006 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 006 | 0,06
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Clo0,125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Dl 025 | 025 | 025 | 025 ] 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
El o5 | 05| 05| 05| 05 1] 05 ] 051|051 05/ 0571 05/ 05
Ab2 | 006 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Fl o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Gl 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ab2 | 006 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Hil oy 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Ab2 | 006 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
L og 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
I 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Kl 3 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32
L1 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 CE

Esquema del tablero de diluciones (tablero de damas)

Leyenda: Abl: f-lactamico, Ab2: Aminoglucdsido, CC: Control de crecimiento, CE: Control de esterilidad
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3.8.4. Preparacion del inéculo, inoculacion e incubacion de las placas
Se utiliz6 el mismo procedimiento descrito en los apartados 3.7.3.4. y 3.7.3.5.
3.8.5. Lectura e interpretacion de los resultados
Se realizé de forma visual, examinando primero el CC (con intensa turbidez) y el CE (sin
ningin crecimiento). Seguidamente, se determind la CMI de los antimicrobianos
individuales: CMI de Abl (fila A, pocillos 2 al 12) y CMI de Ab2 (columna 1, pocillos
desde B hasta L). A continuacion, recorriendo con la vista cada fila de la placa de izquierda
a derecha y de forma individual, se determiné el punto final en cada fila (primer pocillo sin
crecimiento), determinandose las CMI de cada antimicrobiano en la combinacion.
La interpretacion de los resultados se realiz6 a través del célculo del indice de concentracion
fraccionaria inhibitoria (XCFI), descrito a continuacion:

CMI de Abl en la combinacion con Ab2

indice CFI de Abl = )
CMI de Abl solo

CMI de Ab2 en combinacion con Abl
ndice CFI de Ab2 = (3)
CMI de Ab2 solo

Indice general de CFI (XCFI) = CFI de Abl + CFI de Ab2 4)

Los criterios para la interpretacion de los resultados se basaron en una combinacion de los
propuestos por Berenbaum (1978) y Eliopoulos (1989) los que se describe a continuacion:
Sinergismo: (S) cuando X CFI fue < 0,5

Sinergismo parcial o bajo: (SP) S10,5 <X CFI <1

Indiferencia o adicion: (I) Si 1 < ZCFI <2

Antagonismo: (A) cuando XCFI > 2
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Cuando el valor de la CMI del farmaco individual y en la combinacion, coincidi6é con el
valor extremo del rango de concentracion probado, el valor del indice CFI se considerd
igual a uno (producto del resultado de dividir el mismo valor en la formula). En estos casos,
la combinacién se declar6 indiferente o antagdnica, segun el valor de la sumatoria total del
indice CFI obtenido para la combinacion investigada. Como punto final en cada prueba se
considerd aquella combinacioén de los farmacos a la cual se produjo la maxima interaccion
sinérgica, es decir, aquella que expreso el menor valor del indice CFI, siempre que ninguna
de las restantes fuera antagonica, caso en el que la prueba se consider6 siempre antagdnica.
3.8.6. Informe de los resultados

La CMI de cada antimicrobiano se inform¢ individualmente y se acompaid (entre
paréntesis) del criterio cualitativo, segin lo establecido por el NCCLS (1993).
Seguidamente, se informaron las concentraciones de los dos farmacos donde se obtuvo la
maxima interaccion en la prueba de sinergismo, acompafiado del criterio cualitativo de
interpretacion (S, SP, I o A). En los anexos 6 y 7, se muestran ejemplos de resultados
sinérgicos, parcialmente sinérgicos, indiferentes y antagonicos por el método del tablero de
damas.

3.9. Pruebas para el control de la calidad

Se realizaron, segun lo recomendado por CLSI (2006). Se utilizaron cepas de S. aureus
ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853, conservadas en el
laboratorio en tubos de cultivo con Agar Nutritivo en cuifias, en viales de 1,5 mL con Caldo
Soya Tripticasa mas un 15% de glicerol (congelados a -20 °C) y liofilizadas. Ademas, se
evalué periodicamente, la calidad de las soluciones de los antimicrobianos que se
elaboraron, asi como la ejecucion de todo el procedimiento técnico y de cada uno de sus

componentes.
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Los puntos de corte para las cepas de referencia de los antimicrobianos combinados no estan
aun determinados. Por tal motivo, se considerd la prueba “en control” cuando los valores de
CMI para los farmacos individuales se encontraron dentro del rango de los valores
esperados, segun lo establecido en la normativa antes mencionada.

3.9.1. Soluciones de los antimicrobianos

Desde el momento de su preparacion y con una frecuencia semanal, las soluciones de los
antimicrobianos se chequearon rigurosamente con las cepas de control. Las CMI estuvieron
comprendidas en el rango establecido por CLSI (2006) (anexo 8).

3.9.2. Medio de cultivo

El Caldo de Mueller Hinton se suplementd con iones divalentes de Ca™ y Mg'", siempre
que en la etiqueta, el producto no aclarara que contenia las concentraciones adecuadas (20-
25 mg de Ca/L y de 10-12,5 mg de Mg/L) (anexo 9). Después de preparado, se verifico el

pH (7,2-7,4), a una temperatura aproximada de 25°C.
3.9.3. Verificacion del grado de pureza del indculo

Después de preparar el indculo, se sembro una alicuota del mismo (10 puL) en una placa de
Agar Sangre o Agar Nutriente (medios no selectivos). El resultado se reviso a las 16-20 h.
de incubacion y si hubo crecimiento de mas de un microorganismo, se repitié la prueba,

luego de realizar los procedimientos necesarios para el aislamiento.
3.9.4. Verificacion de la medida del indculo

Se realizd con una frecuencia semanal atendiendo a lo establecido por CLSI (2006).
Después de inocular las placas, se transfiri6 desde el pocillo de control de crecimiento; 0,05

mL (50 pL) a un vial con 0,45 mL de una solucion de NaCL estéril (0,85%).
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Se agit6 en un vortex (dilucion 1). De la dilucion 1, se transfirié 0,1 mL para otro vial con
0,9 mL de la misma solucion y se agitd (dilucion 2). Se transfirié 0,2 ml de la dilucion 2 a
otro vial conteniendo 0,8 ml de NaCL (0,85%); se agité en vortex (dilucion 3). De la
dilucion 3, se sembrd 0,1 mL en una placa de cultivo, extendiéndose en varias direcciones,
se incubd en aerobiosis a 35 °C, 16-20 h. La obtencion aproximada de 50 colonias
correspondié aproximadamente, con una densidad del inéculo de 5 x 10> UFC/ mL.,
3.10. Evaluacion del tratamiento antimicrobiano
Con los resultados obtenidos en el laboratorio: Caracteristicas morfologicas y tintoriales de
agente causal, susceptibilidad a los antimicrobianos y el resultado del sinergismo, se
procedid, en un término de aproximadamente 72 h. a una evaluaciéon preliminar del
tratamiento empirico aplicado, suprimiéndolo, modificandolo o manteniéndolo igual, segiin
los criterios del equipo de trabajo y teniendo como punto de partida la evolucion clinica del
paciente.

Al concluir la terapéutica por el tiempo previsto (7 a 10 dias), y después de transcurridas 24

horas, se realiz6 un hemocultivo (evolutivo). Se consideraron como criterios de eficacia los

siguientes parametros:

- Tratamiento eficaz: Cuando al concluir éste, desaparecieron los signos y sintomas clinicos
de sepsis en el paciente y no se obtuvo crecimiento microbiano en el hemocultivo.

- Tratamiento no eficaz: Cuando fue necesario realizar cambios en la terapéutica,
sustituyendo al menos uno de los farmacos de la combinacidon; cuando culminado el
tratamiento, se aislo en el hemocultivo evolutivo el mismo agente causal, con un patrén de
resistencia similar, acompafiado o no de la persistencia de los signos y sintomas clinicos
de sepsis o cuando persistieron en el paciente los signos y sintomas clinicos de sepsis a

pesar de ser el hemocultivo negativo.
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Criterios de exclusion: Se excluyeron los casos en los que el tratamiento antimicrobiano se
modificé antes de realizar la primera evaluacién y en aquellos donde se aplico un
tratamiento diferente al evaluado en las pruebas de sinergismo in vitro.

3.11. Analisis estadistico de los resultados

Para el analisis de los resultados, se aplico regresion lineal, correlacion biserial puntual,

pruebas de dependencia por el método convencional de Ji-cuadrado o en su defecto prueba

exacta de Fisher y pruebas para evaluar la eficacia del procedimiento diagnostico aplicado.

3.11.1. Determinacion de la tasa del indice de sepsis

Se determind el nimero de nacimientos y casos sépticos por afio, se calculd la tasa del

indice de casos sépticos por 1 000 NV y se estim6 su comportamiento por regresion lineal.

3.11.2. Analisis de la susceptibilidad a los antimicrobianos

Con el propdsito de contar con una cifra representativa de aislamientos por afio del estudio y

segun el objetivo, los agentes causales se agruparon del siguiente modo:

a) Para el andlisis de la tendencia de la resistencia a los antimicrobianos, se dividieron en
cocos grampositivos del género Staphylococcus spp. y bacilos gramnegativos
(Enterobacteriaceae y BNF).

b) Para la descripcion de los patrones de resistencia, se consideraron seis grupos: ECN,
Staphylococcus aureus, estreptococos, enterococos, enterobacterias y BNF.

Se calcul6 el porcentaje de cepas resistentes (incluyendo las de sensibilidad intermedia) para

cada uno de los antibidticos investigados y se determind la CMIsy y CMly, definiéndose

como tales, a la concentracion minima del antimicrobiano capaz de inhibir el 50 y el 90% de
los aislamientos, respectivamente.

Se construyeron tablas y figuras representativas con el auxilio del programa Microsoft

Office Excel (Windows XP) (2003).
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3.11.2.1. Tendencia de la resistencia

Se determind el comportamiento de la resistencia, por medio del calculo del coeficiente de
correlacion biserial puntual (rbp), para un nivel de significacion o = 0,05. Este coeficiente
se establece entre dos variables con la particularidad que una de ellas es continua y la otra
categorica y dicotomica (no dicotomizada). Toma valores entre (-1 y 1) y se interpreta del
mismo modo que la correlacion de Pearson (mientras mas se acerca a 1, la correlacion es
positiva e intensa y mientras mas se acerca a -1, la correlacion es negativa e intensa).

Por convencién, en la rbp, la variable dicotomica es designada “X” y sus dos posibles
valores son codificados como X =0y X = 1. La variable continua no dicotomica es tratada
como “Y” (Palmer et al., 2000).

En este estudio: X = susceptibilidad, donde: X = 0 (cepas sensibles) y X = 1 (cepas
resistentes); Y = tiempo (afio).

Se establecio la siguiente prueba de hipotesis: Ho: rbp = 0 (no existe correlacion entre las
variables) y H1: rbp # 0 (las variables estan correlacionadas).

Los calculos se realizaron, empleando el tutorial y la calculadora disponible en el sitio:

http://faculty.vassar.edu/lowry/pbcorr.html (Lowry, 2007).

3.11.2.2. Descripcion de los patrones resistencia

Se determinaron los patrones de resistencia de las cepas y los perfiles especificos para los
aminoglucosidos y f-lactamicos, segin lo descrito por Livermore et al. (2001). Con los
datos obtenidos se construyeron tablas y figuras representativas.

3.11.3. Analisis del sinergismo in vitro

Se construyeron tablas y figuras para mostrar los resultados del sinergismo in vitro segun las
combinaciones y los microorganismos investigados, asi como su relacion con la

susceptibilidad y la eficacia clinica de los tratamientos.
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De forma global, se determinaron los siguientes parametros:

- Media geométrica de las CMI de los farmacos estudiados individualmente, asi como su
disminucion en la combinacion.

- 2CFI minimo (XCFI i) y ZCFI maximo (ZCFI x.), entendiéndose como tales a los
valores minimo y méaximo obtenidos para dicho indicador.

- Media geométrica del valor del indice £CFI para resultados S, SP, [ y A.

Se aplicaron pruebas de dependencia para establecer la relacién entre las variables: X

(resultado del sinergismo in vitro), X, (eficacia clinica del tratamiento) y X3 (susceptibilidad

de la cepa a los antibidticos de la combinacion investigada).

Se confeccionaron tablas de contingencia y se aplicé la prueba convencional de Ji-cuadrado

de la estadistica no paramétrica con 1 a 3 grados de libertad y la prueba exacta de Fisher

para muestras pequeflas o cuando el valor de frecuencia fue cero para alguna de las celdas

(Sigarroa, 1985; Herndndez et al., 1996). Se analizaron las siguientes relaciones:

a) Resultado del sinergismo in vitro (X;) y eficacia clinica del tratamiento (X3).

b) Resultado del sinergismo in vitro (X;) y susceptibilidad de la cepa a los antimicrobianos

de la combinacion probada (X3).
c) Eficacia clinica del tratamiento (X;) y susceptibilidad de la cepa a los antimicrobianos
de la combinacion probada (X3).

Donde los posibles valores de X; X, y X3 fueron: X;= S, SP, I o A (S: sinérgico, SP:

sinérgico parcial, I: indiferente, A: antagonico); X,= eficaz o no eficaz y X3=SS, SR, RS o

RR (SS= susceptible a los dos farmacos de la combinacién, SR= susceptible al S-lactimico

y resistente al aminoglucésido, RS= resistente al -lactamico y sensible al aminoglucoésido,

RR= resistente a los dos antimicrobianos de la combinacion).
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3.11.4. Indicadores para evaluar la eficacia del tablero de damas

Se determinaron los siguientes indicadores basicos: sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y las razones de verosimilitud
positiva (RVP) y negativa (RVN), segun la metodologia referida por Johnson y Oski,
(1997).

Se considero: “enfermos” a todos los pacientes en los que el tratamiento no fue eficaz;
“sanos” a todos los pacientes en los que el tratamiento fue eficaz; como prueba positiva los
resultados no sinérgicos y como prueba negativa los resultados sinérgicos.

Verdaderos positivos (VP) fueron todos los casos en los que el tratamiento no fue eficaz y la
prueba no fue sinérgica y falsos positivos (FP), los casos en los que el tratamiento fue eficaz
y la prueba no fue sinérgica. Falsos negativos (FN) fueron todos los casos en los que el
tratamiento no fue eficaz y la prueba fue sinérgica y verdaderos negativos (VN) los casos en
los que el tratamiento fue eficaz y la prueba fue sinérgica.

Se construy¢ la siguiente tabla de criterio de verdad segun los resultados de la prueba y la

eficacia clinica del tratamiento.

Criterio de verdad segun los resultados del sinergismo y la eficacia clinica del tratamiento

Eficacia del tratamiento

Ineficaz Eficaz Total
Prueba Positivos VP FP VP + FP
Diagnostica
Negativos FN VN FN + VN
Total VP + FN FP+VN VP+FP+FN+ VN

Leyenda: VP: Verdaderos positivos; FP: Falsos positivos; FN: Falsos negativos; VN: Verdaderos negativos
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3.11.4.1. Determinacion de los parametros.

VP
1. Sensibilidad = V/p N (proporcion de individuos en los que el tratamiento no fue

eficaz y la prueba no fue sinérgica)

_YN
VN+ FP

y la prueba fue sinérgica)

2. Especificidad (proporcion de individuos en los que el tratamiento fue eficaz

/S
VP + FP

sinérgico en los que el tratamiento no fue eficaz o probabilidad de que el tratamiento no sea

3. Valor predictivo positivo (VPP) = (proporcion de casos con un resultado no

eficaz, siendo la prueba no sinérgica).

VN

4. Valor predictivo negativo (VPN) = VNLEN

(proporcidn de casos con prueba
sinérgica en los que el tratamiento fue eficaz o probabilidad de que el tratamiento sea eficaz
cuando el resultado de la prueba es sinérgico).

VP/ (VP+FN)
5. Razon de verosimilitud positiva (RVP) =

FP/ (FP+VN)
(Veces mas probable que la prueba no sea sinérgica en los tratamientos no eficaces que en

los eficaces).
FN/ (VP+FN)

6. Razon de verosimilitud negativa (RVN) =
VN/ (FP+VN)

(Veces mas probable que la prueba sea sinérgica en los tratamientos eficaces que en los no

eficaces).

El procesamiento de los datos se realizd con el auxilio del programa EPIDAT. Programa

para el Andlisis Epidemioldgico de Datos Tabulados, version 3.0, de la Direccién Xeral de

Saude Piublica, Conselleria de Sanidade — Xunta de Galicia y del Area de Analisis de Salud
y Sistemas de Informacién Sanitaria, de la Organizacion Panamericana de la Salud

(OPS/OMS) (2003).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Incidencia, etiologia y letalidad de la sepsis neonatal

En el periodo comprendido desde enero de 1993 hasta diciembre del 2000, nacieron en el
Hospital Ginecobstétrico Universitario “América Arias”, 26 029 nifios de los cuales, 534
sufrieron sepsis para una tasa de incidencia general de 20,5/1 000 NV. En la figura 1 se
muestra el comportamiento de la tasa de incidencia de la sepsis neonatal durante el periodo

analizado.

30 -
25 4
20 A

15 +

Tasa de spsis/1000 NV

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000
Afo

Figura 1. Tasa de incidencia de sepsis neonatal en el Hospital “América Arias”. 1993-2000

Fuente: Archivos del Departamento de Estadistica del Hospital. Enero 1993 - diciembre 2000

Durante la etapa evaluada, la tasa de incidencia de la sepsis fue variable, observandose picos
de incrementos, entre 1995 y 1999, estadisticamente no significativos (p=0,246). La
poblacion que acudid a esta institucion pertenecia a tres de los municipios de la capital con
una mayor densidad poblacional, regiones donde se notifican los mayores indices de RN
con bajo peso al nacer (Couto R, 2007. Tesis de Maestria, datos no publicados), situacion

que pudiera explicar las elevadas tasas observadas en este trabajo.
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No obstante, las cifras encontradas se corresponden con las informadas por paises en vias de
desarrollo (21/1 000 NV) (Lépez et al., 2003; Vergnano et al., 2005).

La etiologia y frecuencia de la sepsis, asi como los agentes etiologicos aislados, segin el
momento de inicio del proceso, se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Frecuencia y etiologia de la sepsis, segiin el momento de su presentacion. Hospital

“América Arias”, 1993-2000

Agente causal Sepsis precoz (%) Sepsis tardia (%) Total (%)
n =259 (48,5) n=275(51,5) N =534 (100,0)

Grampositivos

- ECN® 91 (35,1) 153 (55,6) 244 (45,7)

- S. aureus 81 (31,3) 28 (10,2) 109 (20,4)

- Enterococcus spp. 8(3,1) 6(2,2) 14 (2,6)

-EBH ® (Grupo B, presuntivo) 7(2,7) 0 (0,0) 7(1,3)

Gramnegativos

- BNF© 17 (6,6) 55(20,0) 72 (13,5)

- Enterobacter spp. 34 (13,1) 14 (5,1) 48 (9,0)

- E. coli 16 (6,2) 7(2,5) 23 (4,3)

- Klebsiella spp. 4(1,5) 5(1,8) 9(1,7)

- C. freundii 0(0,0) 4 (1,5) 4 (0,7)

- P. mirabilis 1(0,4) 2(0,7) 3(0,6)

Hongos

- Levaduras 0(0,0) 1(0,4) 1(0,2)

Leyenda: ® Estafilococo coagulasa negativa; © Estreptococo 3-hemolitico; © Bacilos gramnegativos no

fermentadores

La frecuencia general para ambos tipos de sepsis fue similar. Se diagnosticaron 259 casos de
sepsis precoz (48,5%) y 275 con sepsis tardia (51,5%). Los microorganismos con mayores
porcentajes de aislamiento fueron los cocos grampositivos (70,0%) y dentro de éstos fueron
los de mayor incidencia, ECN seguido por S. aureus en la sepsis precoz y los BNF en la

sepsis tardia.
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Estos resultados se corresponden con los descritos por otros autores (Vergara y Acosta,

1999; Wisplinghoff et al, 2003; Shimabuku ef al., 2004; Schrag y Schuchat, 2005;

Vergnano et al., 2005; Hartel et al., 2008).

La distribucién segin bacterias identificadas y el nimero de cepas aisladas por afio, se

presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Distribucion de las bacterias identificadas, seglin el nimero y por ciento de cepas obtenidas

en el periodo investigado. Hospital “América Arias”, 1993-2000

Agente causal 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 Total
ECN @ 16 25 40 35 35 42 31 20 244
(34,0) (49,0) (53,3) (55,6) (48,6) (44,2) (40,8) (37,0) (45,8)
S. aureus 9 5 12 13 21 17 17 15 109
19,1)  (9,8) (16,0) (20,6) (29,2) (17,90 (22,4 (27,8) (20,5)
BNF ® 9 10 4 8 7 12 11 11 72
(19,1) (19,6) (5,3) (12,7) (9,7) (12,6) (14,5 (20,4) (13.5)
Enterobacter spp. 7 8 9 6 2 7 4 5 48
(14,9) (15,7 (12,00 (17,1) 2,8) (74 (.3 93 (9,0)
E. coli 2 3 3 0 5 4 5 1 23
43 59 &0 (©0,0 (69 &2 (6,6) (1,9 4,3)
Enterococcus spp. 1 0 1 0 0 8 4 0 14
2,1) (0,00 (1,3 (0,0 (00 &4 3 (0,0 (2,6)
Klebsiella spp. 0 0 2 0 1 2 2 2 9
0,00 (00 27 O (149 21D 26 (37D (1,7
EBH  (Grupo B, 2 0 1 1 0 1 2 0 7
presuntivo) 43 (00 1,3 29 (00 aQ,H @,6) (©0,0 (1,3)
C. freundii 1 0 3 0 0 0 0 0 4
2,1) (0,0 &0 (©,0 (0,0 (0,0 (0,0 (0,0 0,7)
P. mirabilis 0 0 0 0 1 2 0 0 3
0,00 (0,00 (00 (@©0 (14 21 (©0) (0,0 (0,6)
Total 47 51 75 63 72 95 76 54 533
88 (96) (14,1) (11,8) (13,5 (17,8) (14,3) (10,1) (100,0)

Leyenda: @ Estafilococo coagulasa negativa; © Bacilos gramnegativos no fermentadores; © Estreptococo /3-

hemolitico.
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Teniendo en cuenta el comportamiento de la etiologia de la sepsis observado en este
hospital durante el periodo de estudio, se infiere la existencia de un panorama
epidemioldgico estable para esta entidad clinica, favorable principalmente, para las bacterias
grampositivas, microorganismos que se asocian con bajos indices de letalidad (Isaacs, 2003;
Schrag y Schuchat, 2005; Vergnano et al., 2005; Hértel et al., 2008).

La tabla 3 muestra la etiologia y frecuencia de los RN fallecidos, segin los
microorganismos identificados.

Tabla 3. Etiologia de la letalidad por sepsis y frecuencia relativa contra el total de fallecidos.

Hospital “América Arias”.1993-2000

Agente causal n %
BNF @ 14 24,5
Enterobacter spp. 13 22,8
S. aureus 10 17,5
E. coli 6 10,5
C. freundii 4 7,0
ECN ® 4 7,0
Klebsiella spp. 3 5,3
P. mirabilis 1 1,8
Levaduras 1 1,8
EBH © (Grupo B, presuntivo) 1 1,8
TOTAL 57 100,0

Leyenda: ® Bacilos gramnegativos no fermentadores; ® Estafilococo coagulasa negativa;

© Estreptococo 3-hemolitico

El indice de letalidad por sepsis fue de 10,7%; inferior al que notifican los paises en vias de
desarrollo y comparable con lo descrito por las regiones desarrolladas (Wisplinghoff et al.,

2003; Shimabuku et al., 2004; Leyva y Castro, 2005).
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En esta investigacion, al igual que los resultados de otros autores, las bacterias
gramnegativas fueron las mas frecuentes (Nambiar y Singh, 2002; Polin y Saiman, 2003;

Wabheed et al., 2003; Kauffman et al., 2004).

4.2. Resistencia bacteriana
Los resultados generales de la susceptibilidad antimicrobiana para las bacterias

grampositivas y gramnegativas se muestran en las figuras 2 y 3, respectivamente.
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Figura 2. Frecuencia relativa de la resistencia a los antimicrobianos en 353 cepas grampositivas del
género Staphylococcus. Hospital “América Arias”,1993-2000

Leyenda: ECN: Estafilococo coagulasa negativa; SA: Staphylococcus aureus; P: penicilina; OX: oxacilina;
KZ: cefazolina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; K: kanamicina; G: gentamicina; AK: amikacina; VA:

vancomicina.

La resistencia global fue elevada, coincidiendo asi con la mayoria de los resultados descritos
por otros autores y reflejo la asociacion existente entre el uso de los antimicrobianos y el
desarrollo de esta caracteristica (Carlet et al., 2004; Peregrino et al., 2004; Shimabuku ef al.,

2004; Bizzarro y Gallagher 2007; Skiada et al., 2008).

62



RESULTADOS Y DISCUSION

La presion selectiva ejercida sobre las poblaciones microbianas con el empleo de estos
medicamentos, origina un incremento de la colonizacidon por bacterias que se vuelven,
paulatinamente, resistentes a la terapia habitual (Bratcher, 2005; Vargas et al., 2006). En las
UCIN, el desarrollo de esta situacion se favorece por un mayor uso de los antimicrobianos
de amplio espectro, hecho que facilita y condiciona la diseminacion por transmision cruzada
de las cepas resistentes a través de las manos del personal y del ambiente (Colgan y Powers,

2001; Hooton y Levy, 2001; Carlet et al., 2004; Vargas et al., 20006).
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Figura 3. Frecuencia relativa de la resistencia a los antimicrobianos en 159 cepas de bacterias

gramnegativas (Enterobacterias y BNF). Hospital “América Arias”,1993-2000
Leyenda: BNF: Bacilos no fermentadores; AM: ampicilina; AZ: azlocilina; KZ: cefazolina; CTX: cefotaxima;

CRO: ceftriaxona; K: kanamicina; G: gentamicina; AK: amicacina.

Las tablas 4 y 5, describen las medias de los valores de las CMIso y CMIyy que exhibieron

los antimicrobianos utilizados frente a los grupos bacterianos identificados.
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Tabla 4. CMlIsy y CMly, de los farmacos investigados frente a bacterias grampositivas del género

Staphylococcus. Hospital “América Arias”, 1993-2000

Antimicrobiano @ECN (n=244) S. aureus (n=109)
®'CcMI 50/90 CMI 50/90

Penicilina 16/>128 8/>128
Oxacilina 1/>128 1/>128
Cefazolina 4/>128 2/>128
Cefotaxima 8/>128 4/>128
Ceftriaxona 16/>128 8/>128
Kanamicina >128/>128 64>128
Gentamicina 16/64 4/64
Amikacina 2/32 1/64
Vancomicina 1,5/2 1/2

Leyenda: Valores de susceptibilidad (ug/mL) segin la normativa del CLSI (2006): penicilina (<0,125);
oxacilina (£2) para S. aureus y (<0,5) para ECN; cefazolina (<8); cefotaxima (<8); ceftriaxona (<8),
kanamicina (<8); gentamicina (<4); amikacina (<16); vancomicina (<4); @estafilococo coagulasa negativa,

®concentracion minima inhibitoria.

Tabla 5. CMIsy y CMlIy de los farmacos investigados frente a bacterias gramnegativas

(Enterobacterias y BNF). Hospital “América Arias”, 1993-2000

Antimicrobiano Enterobacterias (n = 87) @BNF (n=72)
®CMI 50/90 CMI 50/90
Ampicilina >128/>128 >128/>128
Azlocilina >128/>128 64/>128
Cefazolina 64/>128 >128/>128
Cefotaxima 2/>128 16/>128
Ceftriaxone 8/>128 16/>128
Kanamicina >128/>128 >128/>128
Gentamicina 8/>128 16/>128
Amikacina 4/64 8/>128

Leyenda: Valores de susceptibilidad (pg/ml), segin la normativa del CLSI (2006): amikacina (<16);
ampicilina (<8); azlocilina (<16 para enterobacterias; variable segun la especie de BNF); cefazolina (<8),
cefotaxima (<8); ceftriaxona (<8); kanamicina (<8); gentamicina (<4); ©bacilos gramnegativos no
fermentadores; ®concentracion minima inhibitoria.
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Los valores de CMIs, y CMlIy, identificados en este trabajo para la mayoria de los fArmacos
investigados, se correspondieron con los valores limitrofes o superaron los valores criticos
de sensibilidad establecidos, indicando una notable disminucion de la actividad
antimicrobiana de los mismos. La vancomicina y la amikacina fueron los mas eficaces,
resultados que coincidieron con lo sefalado por la mayoria de los investigadores (Mamood
et al., 2002; Waheed et al., 2003; Klingenberg et al., 2004). No obstante, algunos trabajos
realizados en México y Pert destacan también altos niveles de resistencia para amikacina
(Peregrino et al., 2004; Shimabuku ef al., 2004).

No abundan en la literatura consultada, investigaciones longitudinales que describan la
variedad de patdgenos que causan sepsis neonatal, asi como las variaciones en los perfiles
de susceptibilidad de las cepas y su comportamiento a través del tiempo. La razén basica
radica en el bajo nimero de aislamientos mensuales y por afio de estudio, hecho que limita
el ajuste de los modelos matematicos para analizar con suficiente confiabilidad este suceso y
predecir también su comportamiento futuro. No obstante, tal como sefiala Vergnano y
colaboradores (2005), los estudios longitudinales son indispensables para evaluar la eficacia
de las estrategias terapéuticas y sirven también para sentar las pautas de las politicas para el
uso adecuado de los antimicrobianos.

Para analizar la tendencia del comportamiento de la resistencia y con el propdsito de salvar,
en alguna medida, la dificultad dada por el bajo numero de aislamientos por afio del periodo
estudiado, las bacterias se agruparon en grampositivas y gramnegativas, contando
colateralmente con la descripcion de los patrones o perfiles de la resistencia lo que permitid
realizar, desde el punto de vista epidemiologico, un mejor analisis de la situacion existente

en el Hospital “América Arias”.
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La tendencia del comportamiento de la resistencia a los diferentes antimicrobianos
evaluados durante el periodo de estudio, en las bacterias grampositivas y gramnegativas, se
muestra en las figuras 4 y 5, respectivamente.

La resistencia a la penicilina en grampositivos, a la ampicilina en gramnegativos y a la
kanamicina en ambos grupos microbianos, se mantuvo elevada durante todo el periodo.
Aunque para este ultimo fdrmaco se observé un ligero descenso de la resistencia, desde el
afo 1994 hasta 1998 entre las bacterias grampositivas, dicho comportamiento no fue

estadisticamente significativo (p=0,910) (Tabla 6).
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Figura 4. Comportamiento de la resistencia a los antimicrobianos de los cocos grampositivos.

Hospital “América Arias”, 1993-2000

Leyenda: P = penicilina; OX = oxacilina; KZ = cefazolina; CTX = cefotaxima; CRO= ceftriaxona; K =

kanamicina; G = gentamicina; AK = amicacina; * (p<0,5); ** (p<0,001).
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Figura 5. Comportamiento de la resistencia a los antimicrobianos de los bacilos gramnegativos.

Hospital “América Arias”, 1993-2000

Leyenda: AM: ampicilina; AZ: azlocilina; KZ: cefazolina; CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona; K:

kanamicina; G: gentamicina; AK:amicacina; * (p<0,5); ** (p<0,001).

Tabla 6. Tendencia de comportamiento de la resistencia en relaciéon con el tiempo. Valores de la

correlacion (rbp). Hospital “América Arias”, 1993-2000

Grampositivos Gramnegativos

Antimicrobiano  coeficiente rbp @ Significacion (p) Coeficiente rbp @ Significacion (p)
Amikacina 0,11 0,046 0,25 0,001
Ampicilina - - -0,16 0,046
Azlocilina - - -0,05 0,516
Cefazolina 0,24 0,000 0,12 0,069
Cefotaxima 0,24 0,000 0,28 0,000
Ceftriaxona 0,24 0,000 0,32 0,000
Gentamicina 0,04 0,460 0,24 0,001
Kanamicina -0,01 0,910 0,14 0,410
Oxacilina 0,37 0,000 - -
Penicilina 0,07 0,200 - -

@ Correlacion biserial puntual, ® Significativo para valores de p < 0,05.
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Para la ampicilina, se constatd también una ligera disminucion de la resistencia a partir del
afio 1996, resultado que fue estadisticamente significativo (p=0,046). No obstante, lejos de
ser un indicio de la recuperacion de la actividad de este antimicrobiano, pudo obedecer a la
circulacion temporal de fenotipos salvajes de algunas enterobacterias genéticamente
sensibles al farmaco tales como E. coli y P. mirabilis (Livermore et al., 2001; Canton,
2002).

Para la oxacilina se produjo un incremento estadisticamente significativo de la resistencia
(p<0,0001) a partir de la segunda mitad del periodo, y al mismo tiempo, se observaron
comportamientos similares para la cefazolina, cefotaxima y ceftriaxona. Esto pudo obedecer
a la diseminacion horizontal de las cepas de SARM y ECNRM a través de las manos del
personal y del ambiente (Cohen et al., 2003; Lieberman, 2003).

Desde el afio 1992 se identifico la presencia en la UCIN del hospital de los ECNRM. Sin
embargo, no es hasta 1994 que las cepas SARM se aislaron por primera vez, momento a
partir del cual se incrementd paulatinamente su frecuencia hasta superar cifras globales del
30%. Una vez que este tipo de microorganismos surge y se establece en el ambiente
hospitalario, es dificil de eliminar, permaneciendo como reservorio en la microbiota
bacteriana del personal que trabaja en estas unidades, asi como en los propios enfermos y
sus familiares (Bratcher, 2005). Estudios de portadores muestran la preferencia de este
microorganismo por colonizar la mucosa nasal, sitio desde donde son facilmente difundidos
al ambiente. La deteccion oportuna de estos reservorios y el tratamiento antimicrobiano
topico con mupirosina al 2%, constituye una forma de prevencion y control de estas

infecciones (Mensa et al., 2001; Healy et al., 2004; Bratcher, 2005).
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En las bacterias gramnegativas se encontr6 una correlacion positiva y estadisticamente
significativa para cefotaxima y ceftriaxona (p<0,0001), lo que unido a una resistencia
elevada para la ampicilina, azlocilina y cefazolina, habla a favor del incremento en la UCIN
de las cepas portadoras de enzimas f5-lactamasa con espectro de accion variable, entre las
que no se descarta la presencia de las enzimas BLEE, que también condicionan la
resistencia para multiples antimicrobianos (Livermore et al., 2001; Bizzarro y Gallagher,
2007; Vergidis y Falagas, 2008).

A pesar que los porcentajes de resistencia mas bajos se detectaron frente a la amikacina,
también para este fairmaco hubo incrementos estadisticamente significativos en ambos
grupos de microorganismos. Shimabuku y colaboradores (2004), notifican en el Servicio de
Neonatologia del Instituto de Salud del Nifio en Peru, porcentajes de resistencia elevados
para la mayoria de los antimicrobianos, cifras que para la amikacina sobrepasan el 50%
durante el periodo comprendido entre 1999-2002. Peregrino y colaboradores (2004) sefialan
también en México, una elevada resistencia para la amikacina (>80%) en los casos de sepsis
neonatal de origen nosocomial. Esto indica la necesidad de establecer medidas y estrategias
urgentes para el control de este medicamento, junto con las maniobras que minimicen los

riesgos de las infecciones cruzadas.

4.3. Descripcion de los patrones de resistencia

4.3.1. S. aureus y estafilococo coagulasa negativa

De las 109 cepas de S. aureus identificadas, 72 se clasificaron como SASM (66,1%) y 37
como SARM (33,9%).

En los SASM, se identificaron seis patrones de resistencia y entre ellos predominaron los

siguientes: P (31 cepas para un 43,0%) y K-G (21 cepas para un 29,2%).
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En las cepas SARM se identificaron cinco patrones entre los que predominaron: P-OX-KZ-
CTX-CRO-K-G (19 cepas para un 51,4%) y P-OX-KZ-CTX-CRO-K-G-AK (10 cepas para
un 27%) (tablas 7 y 8).

Tabla 7. Patrones de resistencia identificados en 72 cepas de S. aureus sensibles a la oxacilina,

aisladas durante el periodo 1993-2000

No. del No. de Antimicrobianos resistentes No. de

patron antimicrobianos BL @ AG® G  cepas (%)
1 0 - - - 79,7)
2 1 P - - 31 (43,0)
3 2 K - 9(12,5)
4 2 - K-G - 1(1,4)
5 3 P K-G - 21(29,2)
6 4 P K-G-AK - 3(4,2)

(b) ©

Leyenda: @ B-lactamico: aminoglucosido; ' glicopéptido; P: penicilina; K: kanamicina; G: gentamicina;

AK: amikacina

Tabla 8. Patrones de resistencia identificados en 37 cepas de S. aureus resistentes a la oxacilina,

aisladas durante el periodo 1993-2000

No. del No. de Antimicrobianos resistentes No. de

patron antimicrobianos BL @ AG ©® G© cepas (%)
1 5 P-OX-KZ-CTX-CRO - - 38,1
2 6 P-OX-KZ-CTX-CRO K 3(8,1)
3 7 P-OX-KZ-CTX-CRO K-G - 19 (51,4)
4 7 P-OX-KZ-CTX-CRO K-AK - 2(5,4)
5 8 P-OX-KZ-CTX-CRO K-G-AK - 10 (27,0)

(b) (©)

Leyenda: ® f8-lactimico; © aminoglucésido; © glicopéptido; P: penicilina; OX: oxacilina AK: amikacina; KZ:

cefazolina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; K: kanamicina; G: gentamicina.
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Entre los 244 aislamientos de ECN, 86 se clasificaron como ECNSM (35,2%) y 158 como
ECNRM (64,8%). En los ECNSM se identificaron 14 perfiles de resistencia diferentes,
predominando el patron P-K-G (40 aislamientos para un 46,5%), mientras que, en los
ECNRM hubo 16 patrones y los mas comunes fueron: P-OX-KZ-CTX-CRO-K-G (42 cepas
para un 26,6%), P-OX-KZ-CTX-CRO-K-G-AK (34 aislamientos para un 21,5%) y P-OX-
K-G (23 cepas para un 14,6%). Dentro de este grupo, cuatro cepas se mostraron resistentes a

la vancomicina (tablas 9 y 10).

Tabla 9. Patrones de resistencia identificados en las 86 cepas de estafilococo coagulasa negativa

sensibles a la oxacilina

No. del No. de Antimicrobianos resistentes N =286 (%)

patrén antimicrobianos BL @ AG ® G ©
1 0 - - - 9(10,4)
2 1 P - - 13 (15,1)
3 1 - K - 1(1,2)
4 2 P K - 7 (8,1)
5 2 - K-G - 1(1,2)
6 2 - K-AK - 1(1,2)
7 3 P K-G - 40 (46,5)
8 3 P K-AK - 1(1,2)
9 3 P-CRO-K - - 44,7)
10 3 P-CTX-CRO - - 1(1,2)
11 4 P K-G-AK - 1(1,2)
12 4 P-CRO K-G - 33,4
13 4 P-CTX-CRO K - 1(1,2)
14 5 P-CTX-CRO K-G - 33,4

Leyenda: ® B-lactimico; ® aminoglucésido; © glicopéptido; P: penicilina; K: kanamicina; G: gentamicina;

AK: amikacina; CRO: ceftriaxona; CTX: cefotaxima
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Tabla 10. Patrones de resistencia identificados en las 158 cepas de estafilococo coagulasa negativa

resistentes a la oxacilina

No. del No. de Antimicrobianos resistentes N =158 (%)

patron antimicrobianos BL @ AG ® G ©
1 2 P-OX - - 10 (6,3)
2 3 P-OX K - 4(2,5)
3 4 P-OX K-G - 23 (14,6)
4 4 P-OX-CRO K - 6 (3,8)
5 4 P-OX-CTX-CRO - - 2 (1,3)
6 4 P-OX K-G - 8(5,1)
7 5 P-OX K-G-AK - 1 (0,6)
8 5 P-OX-CRO K-G - 2 (1,3)
9 5 P-OX-CTX-CRO K - 13 (8,2)
10 5 P-OX-KZ-CTX-CRO - - 5(3,2)
11 6 P-OX-CRO K-G-AK - 3(1,9)
12 7 P-OX-KZ-CTX-CRO K-G - 42 (26,6)
13 7 P-OX-KZ-CTX-CRO K-AK - 1 (0,6)
14 8 P-OX-KZ-CTX-CRO K-G-AK - 34 (21,5)
15 8 P-OX-KZ-CTX-CRO K-G VA 2(1,3)
16 9 P-OX-KZ-CTX-CRO K-G-AK VA 2(1,3)

Leyenda: ® f8-lactamico; ® aminoglucosido; © glicopéptido; P= penicilina; OX= oxacilina; K= kanamicina;

G= gentamicina; CRO= ceftriaxona; CTX= cefotaxima; AK= amikacina; KZ= cefazolina; VA= vancomicina

Entre los estafilococos hubo un marcado predominio de cepas resistentes a los 3-lactamicos
y aminoglucosidos, caracteristica tipica de los aislamientos resistentes a la meticilina
(Livermore et al., 2001; Lieberman, 2003). Dentro de los ECNMR (tabla 10) se destaca un
grupo de 72 cepas (patrones identificados con numeros del 1 al 9 y nimero 11) que a pesar
de ser resistentes a la oxacilina fueron sensibles a una, dos o las tres cefalosporinas

probadas.
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Este hallazgo podria parecer contradictorio partiendo del hecho que la resistencia a la
oxacilina, asi como a cualquiera de las penicilinas resistentes a las penicilinasas, determina
resistencia para el resto de los f-lactdmicos, ya que estd mediada por el gen mecA, quien
codifica para la produccion de las PBP2a o PBP2’ (Archer y Climo, 1994; Lencastre et al.,
1994).

Muchas de estas cepas presentaron valores de CMI cercanos al limite de sensibilidad para la
oxacilina (0,5 - 2 pg/mL). Colateralmente, los pacientes respondieron bien a la monoterapia
con cefazolina, pudiendo tratarse de organismos hiperproductores de f3-lactamasa y no de
verdaderos ECNRM (Echevarria e Iglesias, 2006). Resultados similares a éstos se describen
por Krediett y colaboradores (1999) en un estudio donde comparan la eficacia de la
cefalotina con la vancomicina para el tratamiento de la sepsis neonatal por ECN. Ellos
identifican cepas portadoras del gen mecA, sensibles in vitro a la cefalotina y lo asocian
también con una respuesta satisfactoria en los pacientes que tuvieron igual tratamiento. En
dicho estudio se especula que podria tratarse de poblaciones heterogéneas, capaces de ser
inhibidas por la cefalotina atin cuando el gen mecA pudiera expresarse in vivo. No obstante,
ni en el estudio de Krediett y colaboradores (1999), ni en este trabajo, se identificaron las
especies de ECN, no pudiendo descartarse que algunas de ellas correspondieran a la especie
Staphylococcus lugdunensis, quien recientemente se notifica como uno de los agentes
etiologicos de bacteriemia y para quien el valor critico de sensibilidad para la oxacilina, es
diferente al que se toma como referencia para el resto de las especies de ECN (< 2 pg/mL
para la especie S. lugdunensis y < 0,25 pg/mL para el resto de las especies coagulasa

negativa), razon que pudiera también justificar dicho comportamiento (Ebright et al., 2004;

CLSI, 2006).
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Para aminoglucésidos, en SASM y ECNSM, se observo predominio de los sensibles a todos

los de este grupo y los resistentes a K-G (figura 4).

El patron K-G, sugiere la presencia de mecanismos de resistencia por enzimas
acetiltransferasas con especificidad de sustrato para la gentamicina [AAC (3)-11 6 AAC (3)-
V]. El tipo K-G-AK podria estar relacionado con las enzimas bifuncionales AAC (6°)-APH
(2”’) o con modificaciones en la permeabilidad de la membrana celular. No obstante, la
segunda variante seria la mas probable, atendiendo a los bajos valores de CMI encontrados
para la amikacina (Culebras y Martinez, 1999; Turnidge, 2003; Mella et al, 2004).
Resultados similares a los de esta tesis, lo informan también otros autores (Klingerberg et

al., 2004; Bustos et al., 2006).
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Figura 4. Patrones de resistencia para aminoglucésidos identificados en 72 cepas de S. aureus y 86
cepas de estafilococo coagulasa negativa sensibles a la meticilina

Leyenda: S: sensible a todos los aminoglucosidos probados; K: kanamicina; G: gentamicina; AK: amikacina;

ECNMS: estafilococo coagulasa negativa sensible a meticilina; SASM: S. aureus sensible a meticilina

En SARM y ECNRM, predominaron los patrones K-G y K-G-AK (figura 5).
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Figura 5. Patrones de resistencia para aminoglucosidos identificados en 37 cepas de S. aureus y 158

cepas de estafilococo coagulasa negativa resistentes a meticilina

Leyenda: S: sensible a todos los aminoglucosidos probados; K: kanamicina; G: gentamicina; AK: amikacina;

ECNRM: estafilococo coagulasa negativa resistente a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina.

Cuatro cepas de ECNRM fueron resistentes a la vancomicina (tabla 11). Las dos primeras se

aislaron en junio de 1998 con 14 dias de diferencia, se obtuvieron de dos casos con sepsis

adquiridas en la UCIN y pertenecieron a RN pretérminos, uno de ellos con un peso inferior

alos 1 500 g. y los dos presentaron una sintomatologia clinica de sepsis muy evidente.

Tabla 11. Concentraciones minimas inhibitorias de los antimicrobianos probados frente a las cepas

de estafilococo coagulasa negativa resistentes a la vancomicina

Cepa aiI; f:;?eiio Antibiético (CMI pg/mL)
P OX KZ CIX CRO K G AK VA
I 12/06/98  >128 >128 >128 32 64 >128 32 I 128
2 25006/98  >128 5128 >128 >128 128 >128 32 I 128
3 26008/98 128 >128 128 >128 128 >128 32 >128 128
4 141198 >128 >128 >128 >128 >128 128 128 32 >128

Leyenda: P: penicilina; OX: oxacilina; KZ: cefazolina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; K: kanamicina;

G: gentamicina; AK: amicacina; VA: vancomicina.
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Con anterioridad, en septiembre del afno 1997, se aislé también en la UCIN del Hospital
“América Arias” una cepa de enterococo resistente a la penicilina (CMI = 32 pg/mL) y a la
vancomicina (CMI>128 pg/mL), aislamiento que después se identific6 como E. faecium.
Quizas, este fue el punto de partida de la resistencia encontrada posteriormente en las cepas
de estafilococos, ocasionada tal vez, por la transferencia horizontal del gen portador (Noble
et al., 1992). En el mismo afio se produjeron los otros dos aislamientos, pero esta vez no
coincidieron en el tiempo y, como en los dos casos anteriores, fueron sepsis adquiridas que
afectaron a RN pretérminos con bajo peso al nacer. La gran semejanza que se observo en los
patrones de resistencia de las cepas, asi como los valores de las CMI detectadas, infieren la
posibilidad de una diseminacion de tipo clonal. Sin embargo, lamentablemente, no se

pudieron realizar otras pruebas que apoyaran este diagnostico.

Aunque, la resistencia a la vancomicina en ECN no es frecuente, Archer y Climo (1994)
notifican el hallazgo de cepas de S. haemolyticus con susceptibilidad disminuida a este
farmaco. En afos recientes, Van Der Zwet y colaboradores (2002) sefalan un clon
endémico de S. capitis heterorresistente a la vancomicina aislado en Japon, de 48 RN con
bacteriemia, durante el periodo 1997 —2000.

4.3.2. Enterococcus spp

De las 14 cepas de Enterococcus spp. aisladas, dos fueron resistentes a la ampicilina
(CMI=32 pg/mL y 16 ug/mL, respectivamente) aunque solo la primera fue resistente a la
vancomicina (CMI>128 pg/mL). Las cepas restantes, presentaron un patron de
susceptibilidad cldsico para estos microorganismos: sensible a la ampicilina y los
glicopéptidos, resistente a las cefalosporinas y los aminoglucoésidos (Livermore et al., 2001;

Lieberman, 2003; Filipova y Bujdakova, 2005).
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4.3.3. Estreptococo f-hemolitico

Las siete cepas clasificadas de forma presuntiva como Estreptococo 5-hemolitico del grupo
B, presentaron un patrén de susceptibilidad clasico: sensibles a la penicilina G y al resto de
los f3-lactamicos empleados (CMI < 0,125 pg/mL para todos los casos) (Livermore ef al.,
2001).

4.3.4. Enterobacterias

Entre las 87 cepas de enterobacterias aisladas se identificaron 25 patrones de resistencia. Un
total de 53 (60,9%) aislados, considerando los criterios adoptados en este estudio, fueron
MDR (Siegel et al., 2006). No obstante, a pesar de detectarse varios patrones, fueron los de
mayor incidencia los siguientes: AM-AZ-KZ-CTX-CRO-K-G-AK (14 cepas para un
16,1%); AM-KZ-CTX-CRO-K-G-AK (12 aislamientos para un 13,8%) y AM-AZ-K (10
cepas para un 11,5%) (tabla 12).

En las figuras 6 y 7 se muestran los perfiles para los f-lactdmicos y aminoglucdsidos
identificados en las cepas de enterobacterias aisladas. La variedad en los patrones
identificados a los f-lactdmicos pudo estar relacionado con la presencia de diferentes
mecanismos de resistencia, entre ellos, los condicionados por la enzima AmpC,
caracteristico de especies como Enterobacter spp. y C. freundii y por la -lactamasa tipo
TEM-1, enzima diseminada entre la mayoria de los miembros de esta familia. Sin embargo,
la inferencia de los mecanismos de resistencia a estos farmacos, en este grupo de
microorganismos, es mas complejo que entre las bacterias grampositivas. Mientras que en
las cepas de estafilococos es facil deducir la resistencia evaluando la susceptibilidad a la
oxacilina o al cefoxitin, en las bacterias gramnegativas las afectaciones producidas pueden

ser multiples (Chaudhary y Aggarwal, 2004; Cruz y Miranda, 2005).
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Tabla 12. Patrones de resistencia identificados en las 87 cepas de enterobacterias aisladas

No. del No. de Antimicrobianos resistentes

patron antimicrobianos BL® AG®
1 0 - -
2 1 - K
3 1 AM -
4 2 - K-G
5 2 AM-KZ -
6 2 AM-AZ -
7 3 AM-AZ K
8 3 AM-AZ-KZ -
9 4 AM-AZ K-G
10 4 AM K-G-AK
11 4 AM-AZ-KZ K
12 4 AM-AZ K-AK
13 4 AM-KZ K-AK
14 4 AM-AZ-KZ-CRO -
15 4 AM-KZ-CTX-CRO -
16 5 AM-AZ K-G-AK
17 5 AM-KZ K-G-AK
18 5 AM-AZ-KZ K-G
19 5 AM-AZ-KZ-CTX K
20 6 AM-AZ-KZ K-G-AK
21 6 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K
22 7 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K-G
23 7 AM-KZ-CTX-CRO K-G-AK
24 7 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K-AK
25 8 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K-G-AK

No. de

cepas (%)

4 (4,5)
1(1,2)
4 (4,5)
1(1,2)
2(2.3)
9(10,3)
10 (11,5)
1(1,2)
4 (4.5)
1(1,2)
3(3,4)
2(2.3)
2(2.3)
1(1,2)
1(1,2)
3 (3,4)
1(1,2)
1(1,2)
1(1,2)
4 (4,5)
2(2.3)
12 (13,8)
2(2.3)
1(1,2)
14 (16,1)

Leyenda: ® B-lactimico;

AZ: azlocilina; AK: amikacina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona.

(b)

aminoglucésido; AM: ampicilina; K: kanamicina; G: gentamicina; KZ: cefazolina;
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Figura 6. Patrones de resistencia para -lactamicos en las 87 cepas de Enterobacterias aisladas

Leyenda: S: sensible a todos los B-lactdmicos probados; AM: ampicilina; KZ: cefazolina; AZ: azlocilina;

CRO: ceftriaxona; CTX: cefotaxima.
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Figura 7. Patrones de resistencia para los aminoglucosidos en las 87 cepas de Enterobacterias

aisladas

Leyenda: S: sensible a todos los aminoglucosidos probados; K: kanamicina; G: gentamicina; AK: amikacina
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A medida que se introdujeron los diferentes f-lactdmicos surgieron también gradualmente
las enzimas f3-lactamasas (cromosomales y plasmidicas). En estos momentos, se describen
mas de 300 variedades bioquimicas de las originarias TEM-1 y SHV-1, incluyendo las
BLEE, asi como otras enzimas de accion similar, capaces de inactivar los mas novedosos
antimicrobianos del grupo (Martin, 2002; Jorda et al., 2006; Skiada et al., 2008).

La emergencia de las enterobacterias MDR por la produccion de BLEE se incrementa en los
ultimos afos, registrandose una mayor morbimortalidad en los pacientes infectados de esta
area geografica, regiones donde la prevalencia de E. coli y Klebsiella oscila entre 20-30%
(Jacoby y Mufioz, 2005; Martinez et al., 2005; Jorda et al., 2006).

Con relativa frecuencia, las cepas de enterobacterias productoras de BLEE son también
resistentes a los aminoglucésidos y macrolidos.

La elevada incidencia de microorganismos con el patron de aminoglucosido (K-G-AK) que
se observd en este estudio, pudo corresponderse con este tipo de cepas y seria importante
indagar acerca de su incidencia en nuestro medio hospitalario.

4.3.5. Bacilos gramnegativos no fermentadores

En este grupo se incluyeron 72 cepas, 35 de ellas fueron MDR (48,6%). Entre los patrones
de mayor frecuencia se destacaron: AM-AZ-KZ-CTX-CRO-K-G-AK (13 cepas para un

18,0%) y AM-KZ-K (12 cepas para un 16,7%) (tabla 13).

Los BNF que habitualmente se asocian con un mayor nimero de infecciones nosocomiales
son: Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Burkolderia cepacia y

Acinetobacter baumanii.
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Estos microorganismos, ademas de poseer una resistencia natural contra una gran diversidad
de f-lactamicos, tienen resistencia adquirida frente a otros farmacos y la gran variedad de
mecanismos que se entremezclan en esta propiedad, dificulta el tratamiento de los pacientes
infectados (Livermore, 2001; Vila y Marco, 2002; Marra et al., 2006; McGowan Jr., 2006;

Zhout et al., 2007; Mazzatesta et al., 2008).

Tabla 13. Patrones de resistencia identificados en 72 cepas de bacilos gramnegativos no

fermentadores

No. del No. de Antimicrobianos resistentes No. de

patron antimicrobianos BL @ AG® cepas (%)
1 3 AM-KZ K 12 (16,7)
2 4 AM-KZ K-G 2 (2,8)
3 4 AM-AZ-KZ K 2 (2,8)
4 5 AM-AZ-KZ K-G 2 (2,8)
5 5 AM-KZ-CTX-CRO K 8 (11,1)
6 6 AM-AZ-KZ K-G-AK 2 (2,8)
7 6 AM-KZ-CTX-CRO K-G 6 (8,3)
8 6 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K 8 (11,1)
9 6 AM-KZ-CTX-CRO K-AK 34,2
10 7 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K-G 7(9,7)
11 7 AM-KZ-CTX-CRO K-G-AK 6 (8,3)
12 7 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K-AK 1(1,4)
13 8 AM-AZ-KZ-CTX-CRO K-G-AK 13 (18,0)

Leyenda: @ B-lactdmico, ® aminoglucosido; AM= ampicilina;, KZ= cefazolina; K= kanamicina; G=

gentamicina; AZ= azlocilina; CTX= cefotaxima, CRO= ceftriaxona; AK= amikacina

En las figuras 8 y 9 se muestran la variedad y frecuencia de los patrones identificados para

los f-lactdmicos y aminoglucdsidos, respectivamente.
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Los perfiles de susceptibilidad mas comunes dentro de este grupo fueron los resistentes para
todos los f3-lactamicos (o la mayoria de éstos) resistentes a uno o mas aminoglucésidos,

ademas de 13 cepas resistentes a todos los farmacos investigados.
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Figura 8. Patrones de resistencia para los f-lactamicos identificados en 72 cepas de bacilos
gramnegativos no fermentadores

Leyenda: AM: ampicilina; KZ: cefazolina; AZ : azlocilina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona
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Figura 9. Patrones de resistencia para los aminoglucosidos identificados en 72 cepas de bacilos
gramnegativos no fermentadores

Leyenda: K: kanamicina; G: gentamicina; AK: amikacina
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En este grupo (al igual que en las enterobacterias), la resistencia a los aminoglucdsidos
parece estar regida por los organismos con EMA acetilantes para gentamicina y los
portadores de EMA bifuncionales. No obstante, entre los BNF son muy frecuentes las
mutantes con sistemas activos de expulsion molecular con amplia especificidad de sustrato.
Ello determina, que P. aeruginosa y otros BNF resistentes a una clase de antimicrobianos,
sean a menudo también resistentes para otros farmacos resultando en la MDR caracteristica
de estos microorganismos. Los fenomenos de resistencia cruzada (un mismo mecanismo
bioquimico confiere resistencia para multiples drogas) y de corresistencia (varios
mecanismos bioquimicos actian sinérgicamente para condicionar resistencia a una clase de
drogas) son responsables, en parte, de esta caracteristica (Vila y Marco, 2002; Marra et al.,
2006; McGowan , 2006; Zhout et al., 2007; Alvarez et al., 2008; Mazzatesta et al., 2008).

4.4. Sinergismo in vitro

Se realizaron 163 ensayos de sinergismo in vitro con el objetivo de evaluar el tratamiento
antimicrobiano aplicado a un igual nimero de pacientes.

Se probaron 10 combinaciones de f3-lactamicos y aminoglucosidos que se enfrentaron
indistintamente a 75 cepas de ECN (46,0%), 32 S. aureus (19,6%), 35 enterobacterias
(21,5%), 16 BNF (9,8%) y 5 enterococos (3,1%). Del total de tratamientos evaluados, 56
resultados fueron sinérgicos (34,4%); 25 parcialmente sinérgicos (15,3%); 72 indiferentes
(44,2%) y 10 antagonicos (6,1%) (tabla 14).

La seleccion de las combinaciones de antimicrobianos evaluadas, se determind segin los
criterios clinicos y tuvo en cuenta los lineamientos del Programa de Politica para el Uso de
los Antimicrobianos establecido en la UCIN del Hospital “América Arias”, durante el

periodo en el que se realizé el estudio.
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Tabla 14. Resultados de las pruebas de sinergismo in vitro

Combinacion de antimicrobianos No. de Agente causal No. de Sinergia in vitro
pruebas cepas s¢ spY 1° AT

Penicilina G/kanamicina 92 ECN*® 44 15 4 23 2
S. aureus 21 13 1 7 0
Enterobacterias 16 1 4 6 5
BNF° 10 2 2 33
Enterococcus spp. 1 0 0 1 0
Penicilina G/gentamicina 16 ECN 6 1 1 2 0
S. aureus 5 3 3 1 0
Enterobacterias 4 2 1 1 0
BNF 1 0 0 1 0
Penicilina G/amikacina 15 ECN 5 1 3 1 0
Enterobacterias 7 1 0 6 0
BNF 2 0 2 0 0
Enterococcus spp. 1 1 0 0 0
Azlocilina/amikacina 19 ECN 10 6 1 3 0
S. aureus 3 2 0 1 0
Enterobacterias 2 0 1 1 0
BNF 2 0 1 1 0
Enterococcus spp. 2 1 0 1 0
Cefazolina/amikacina 2 ECN 2 1 0 1 0
Cefotaxima/amikacina 2 ECN 1 1 0 0 0
Enterobacterias 1 1 0 0 0
Ceftriaxona/amikacina 8 S. aureus 1 1 0 0 0
Enterobacterias 5 3 0 2 0
BNF 1 0 0 1 0
Enterococcus spp. 1 0 1 0 0
Meticilina/amikacina 3 ECN 3 0 0 3 0
Meticilina/gentamicina 1 S. aureus 1 0 0 1 0
Meticilina/kanamicina 5 ECN 4 0 0 4 0
S. aureus 1 0 0 1 0
Total 163 56 25 72 10

Leyenda: ® estafilococo coagulasa negativa; ° bacilos gramnegativos no fermentadores; °© sinérgico; ¢ sinérgico
parcial; © indiferente; f antagdénico
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Durante el periodo que abarco esta investigacion, se conformaron tres etapas para el
tratamiento escalonado de los pacientes: una empirica inicial, basada en la incidencia de los
agentes etiologicos mas frecuentes para esta afeccion (segin el Mapa Microbioldgico del
Servicio), una segunda etapa o etapa electiva, basada en los resultados del diagnostico
microbiolégico y una tercera etapa, o etapa individualizada, donde se recultivaron las
muestras del paciente y se evaluo la terapéutica descartandose las posibles causas del
fracaso (resistencia inducida, sobreinfeccion, problemas cinéticos u otros).

La penicilina G y la kanamicina fue la combinacion mas utilizada en los ensayos debido a
que durante casi tres afios constituyo la primera linea terapéutica (empirica) y existia un
interés particular de evaluar su eficacia. Con este tratamiento se encontraron 10 resultados
antagonicos, ocho de ellos, frente a bacterias gramnegativas; por ello, y debido a la
toxicidad de la kanamicina, se determind su sustitucion por la gentamicina en combinacion
con la penicilina G.

El resto de las combinaciones ensayadas se utilizaron para la terapéutica electiva, con
excepcion de cefotaxima/amikacina y ceftriaxona/amikacina, asociaciones que se reservaron
para la tercera fase.

Los resultados del sinergismo in vitro se muestran de forma global en la tabla 15. Para los
resultados sinérgicos, la media geométrica del valor del indice CFI fue de 0,276. En
correspondencia con ello, el -lactdmico disminuy6 como promedio tres veces su valor (1/8)
en la combinacion, mientras que la CMI del aminoglucésido disminuyd en cinco diluciones
(1/32). Para los resultados indiferentes o aditivos, se destacd también un notable descenso
de la CMI del aminoglucosido en la combinacion, equivalente a un valor medio de siete
diluciones (1/128), en muchos casos, esta reduccion fue hasta de 10 diluciones (1/2048), sin

que se produjera, aparentemente, ningiin beneficio para el -lactamico.
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Tabla 15. Indices de la concentracion fraccionaria inhibitoria y disminuciéon de la concentracion

minima inhibitoria de los antimicrobianos en las combinaciones

Disminucion de la CMIY de los

Rpsultgdo del @YCFI .y PSCFI e © $CFI antimicrobianos combinados
SINErgismo f-lactdmico  Aminoglucoésido
Sinérgico 0,031 0,500 0,276 1/8 1/32
Sinérgico parcial 0,531 0,750 0,664 12 1/4
Indiferente 1,000 1,500 1,097 0 1/128
Antagodnico 2 2 2 0 0

Leyenda: ® valor minimo de la concentracion fraccionaria inhibitoria; © valor maximo de la concentracion

©

fraccionaria inhibitoria; sumatoria de la concentracion fraccionaria inhibitoria (valor de la media

geométrica); ¥ concentracion minima inhibitoria (valor de la media geométrica).

Los mecanismos de la accion sinérgica se estudian cuidadosamente; sin embargo, no todos
estan esclarecidos (Tallarida, 2006). Existen evidencias que corroboran la interaccion entre
un f-lactamico y un inihibidor de las f-lactamasas contra los estafilococos productores de la
enzima. Aqui, a la vez que el inhibidor funciona como ‘“‘sustrato suicida” y ocupa por
preferencias de afinidad el centro activo de la enzima, le facilita al otro farmaco la
posibilidad de unirse al sitio blanco y lograr el efecto deseado (Holm, 1986). Otras
evidencias del efecto sinérgico se observan entre dos antimicrobianos del tipo f-lactdmico
que actuan sobre sitios diferentes de la pared y con firmacos que se ejecutan en etapas
secuenciales de una misma via metabdlica, tal es el caso de las sulfonamidas y el
trimetoprim (Holm, 1986; Sumita y Mitsuhashi, 1991). El efecto letal de la combinacion de
un f-lactdmico y un aminoglucdsido contra los enterococos, se utiliza como paradigma de la

interaccion sinérgica entre este tipo de farmacos.
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El mecanismo molecular se basa en la remocién que produce el f-lactamico sobre la pared
celular, para facilitar la penetracion intracelular del aminoglucésido (Eliopoulos, 1989). A
partir de este principio, es facil comprender lo que sucede, por ejemplo, cuando se enfrenta
una combinacion de penicilina G y gentamicina contra una cepa de S. aureus sensible a la
penicilina. Sin embargo, el mecanismo no parece ser tan simple en las cepas resistentes al
antibidtico f-lactdmico y mucho menos, en las resistentes a ambos antimicrobianos.
Farchione (1981) demuestra que todos los aminoglucésidos son sensibles a la inactivacion
por el s-lactamico. El mecanismo propuesto se sustenta en la apertura nucleofilica del anillo
S-lactdmico por un grupo amino del aminoglucésido, que deriva en la formacion de una
amida bioldgicamente inactiva, proceso que pudiera no estar relacionado con la sensibilidad
del microorganismo.

Los resultados del sinergismo por el método del tablero de damas se representan a través de
un grafico conocido como “isobolograma”, método introducido por Loewe en 1953 y
descrito como la “regla de oro” para evaluar las interacciones entre los firmacos (Koneman
et al., 1992; Tallarida 2001; Tallarida, 2007). Para ello, sobre un par de ejes cartesianos (X y
Y), se marcan los valores de CMI de los antimicrobianos probados individualmente y a
continuacion, se trazan los puntos de interaccion formados por los pares de valores de CFI
obtenidos a partir de las diferentes combinaciones generadas de la matriz del “tablero”.

Si los dos agentes son aditivos o indiferentes, la linea de conexion entre los interceptos X y
Y, sera una linea recta. Si los dos agentes tienen una actividad antimicrobiana sinérgica, los
valores de CFI para ambos serian bajos, por lo que el isobolograma sera concavo; por el
contrario, para las combinaciones antagdnicas, el isobolograma sera convexo. El grado de

concavidad (o convexidad) reflejard, asimismo, el grado de sinergismo (o antagonismo).
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No obstante; la elaboracion de este tipo de graficos es compleja en la practica habitual por
lo que el céalculo del indice CFI constituye la forma mas utilizada para caracterizar la
actividad de las combinaciones de antimicrobianos en el laboratorio (Tallarida, 2001). Una
muestra de las representaciones descritas se presenta en el anexo 10.

Las normas del NCCLS (1993) establecen, que cuando la CMI que se obtenga, tanto para el
antimicrobiano individual como en la combinacion, toma los valores extremos del rango de
las concentraciones investigadas, el valor del indice CFI se considerara no determinable
(ND) y debera repetirse el ensayo modificando esos rangos. En este trabajo no se sigui6 ese
procedimiento.

Cuando los valores de la CMI del antimicrobiano individual y en la combinacién
coincidieron, el valor del indice CFI para ese farmaco, se considerd igual a uno (resultado
de dividir el mismo valor de CMI, segiin la férmula establecida) y la combinacion se
declar6 indiferente o antagdnica, en dependencia del valor final de la sumatoria del indice
CFI. Esto se fundament6 a partir de que los rangos de las concentraciones explorados en
este trabajo fueron los terapéuticos (0,125 a 128 pg/mL) y bajo los criterios que si uno de
los dos antimicrobianos de una combinacién alcanzaba el valor de CMI minimo dentro del
rango probado, indicaria que el microorganismo es tan sensible al fiarmaco que seria
innecesaria la utilizacion del otro para conseguir un mayor efecto, y asi se valor6 con el
médico de asistencia. Por otra parte, si uno de los antimicrobianos alcanzé, individualmente
y combinado, el valor del limite maximo de concentraciéon probado, y éste coincidid o
superd su valor critico de susceptibilidad, carecia también de interés repetir la prueba
porque, aun cuando se pudiera demostrar una interaccion favorable a concentraciones
superiores, no seria posible extrapolar el mismo efecto en el paciente sin provocarle dafios

secundarios por toxicidad.
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Al respecto, el criterio de ND y la repeticién del ensayo se considera valida cuando el
objetivo que se persigue es puramente investigativo, pero careceria de interés cuando, como
en este estudio, las pruebas se utilizan para monitorear la eficacia clinica de un tratamiento.
4.4.1. Sinergismo in vitro y eficacia clinica del tratamiento

Del total de tratamientos aplicados a los pacientes, 121 (74,2%) fueron eficaces y 42
(25,8%) no eficaces (tabla 16).

Tabla 16. Eficacia clinica de los tratamientos aplicados a los pacientes sépticos

Tratamiento Casos evaluados Eficaz No eficaz
n % n %
Cefazolina/amikacina 2 2 100,0 0 0,0
Cefotaxima/amikacina 2 2 100,0 0 0,0
Meticilina/gentamicina 1 1 100,0 0 0,0
Meticilina/kanamicina 5 5 100,0 0 0,0
Azlocilina/amikacina 19 17 89,5 2 10,5
Penicilina G/gentamicina 16 14 87,5 2 12,5
Ceftriaxone/amikacina 8 6 75,0 2 25,0
Meticilina/amikacina 3 2 66,7 1 333
Penicilina G/amikacina 15 10 66,7 5 33,3
Penicilina G/kanamicina 92 62 67,4 30 32,6
Total 163 121 74,2 42 25,8

Como se puede apreciar, la eficacia clinica general de los tratamientos fue elevada. Se debe
destacar, que la mayoria de las combinaciones se conformaron con farmacos de primeras
generaciones para los que, como se comprobo, su actividad antimicrobiana individual estaba
disminuida frente a la mayoria de los microorganismos estudiados, demostrandose que estos
farmacos podian aun ser utiles en la practica clinica.

Estos resultados apoyaron también los criterios de aquellos autores que plantean la
necesidad de rescatar para el tratamiento de la sepsis neonatal, a los antimicrobianos de

espectro reducido como la penicilina y la gentamicina, entre otros (Kollef ez al.; 2005).
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La tabla 17 muestra la relacion que existi6 entre la eficacia clinica del tratamiento y los

resultados del sinergismo in vitro.

Tabla 17. Relacion entre el sinergismo in vitro y la eficacia clinica del tratamiento

Resultado del sinergismo Eficacia clinica del tratamiento Significacion (p)*
Eficaz No eficaz Total
Sinérgico 51 5 56
Si i ial 18 7 25 0,000
inergismo parcia (= 37,32)

Indiferencia 52 20 72

Antagonismo 0 10 10

Total 121 42 163

* Significativo para valores de p < 0,05; 3 grados de libertad (gl); *: estadigrafo Ji-cuadrado

Cuando se compararon los resultados in vitro y la eficacia clinica del tratamiento de forma
global, se observo una relacion muy significativa (p = 0,000). Sin embargo, cuando se
realizé 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), infiriendo que para
resultados sinérgicos, la probabilidad que el tratamiento sea eficaz, es superior a cuando la
prueba no es sinérgica.

Klatersky y colaboradores (1976), al evaluar por este método, la eficacia clinica de la
penicilina G/amikacina y carbenicilina/amikacina en 50 pacientes con sepsis por
gramnegativos, detectan también una eficacia terapéutica mayor cuando la prueba es
sinérgica.

La eficacia clinica para los resultados sinérgicos fue elevada, teniendo en cuenta que no
todos los ejemplos de sinergismo in vitro tienen que necesariamente corresponderse con un

éxito terapéutico.
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La actividad de los antimicrobianos puede afectarse por problemas con la absorcion, asi
como por las dosis aplicadas y otros parametros, factores que impiden se alcancen las
concentraciones terapéuticas adecuadas en el sitio de la infeccion. La actividad
antimicrobiana también pudiera afectarse por causas inherentes al estado metabdlico del
microorganismo in vivo en comparacion con su comportamiento in vitro (Holm, 1986).
La demostracién del sinergismo entre dos antimicrobianos requiere que el efecto de la
combinacion de ambos sea evidentemente mayor que el resultado individual de éstos, de ahi
que el criterio minimo establecido sea, que la CMI de los dos farmacos combinados
disminuya, al menos, en dos diluciones (1/4) (Eliopoulos, 1989).
Los términos utilizados para expresar los resultados de las interacciones in vitro entre los
antimicrobianos estan sujetos a debate. Generalmente, las denominaciones de sinergismo y
antagonismo tienen un significado claro e intuitivo. Sin embargo, los términos utilizados
para describir los resultados que no son, ni sinérgicos ni antagdnicos, son un tanto confusos.
Johnson y colaboradores (2004), consideran que el término “aditivo” (denominado por otros
“sumatoria” “indiferencia” y “no interaccidon”) conlleva en si un mensaje impreciso y
constituye la causa por la que muchos evaltan esta interaccion como positiva. Consideran
ademads, que son aun mas confusos los criterios de “superaditivo” y “subaditivo”, términos
utilizados por algunos investigadores para interpretar determinadas interacciones
correspondientes con intercepciones situadas en el isobolograma por debajo y por encima,
respectivamente, de la linea recta de aditividad propuesta por Loewe (Tasaka et al., 2002;

Johnson et al., 2004, Tallarida, 2007).
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El término sinergismo parcial o bajo, introducido por otros investigadores, podria tener una
interpretacion grafica similar al término “superaditivo” antes sefialado, y se sustenta en el
criterio del beneficio que pudiera existir cuando en la combinacién, uno de los fairmacos
disminuye el valor de su CMI en una sola dilucion (1/2) (Tasaka et al., 2002; Drago et al.,
2005; Kiffer et al., 2005). A partir de aqui, la controversia radica en lo variable que puede
ser una dilucion de diferencia cuando se trata de determinar el punto final de cualquier
prueba donde se emplee un método como éste, en el que pueden incidir una gran variedad
de factores técnicos y biologicos (Eliopoulos, 1989; NCCLS, 1993).

Kiffer y colaboradores (2005), evalian la eficacia in vitro del meropeneme y el sulbactam
contra aislamientos clinicos de Acinetobacter baumanii. Ellos, ademas de incluir en sus
ensayos el término “sinergismo parcial”, introducen los criterios de “adicion” e
“indiferencia” de modo diferenciado. Atendiendo a ello, y como la mayoria de los
investigadores, declaran sinergismo para valores de CFI < 0,5. Ademas, consideran
sinergismo parcial si 0,5 < CFI < 1; adiciéon si CFI = 1; indiferencia cuando 1< CFl< 4 y
antagonismo para valores de CFI = 4.

Aunque en el trabajo referido no se hace alusion a los fundamentos de los criterios
empleados, se infiere que los autores consideran que pudieran existir diferencias en los
efectos de las interacciones descritas.

Se debe destacar también, que el criterio de CFI >4 asumido por ellos para definir
antagonismo, es el que establece la mayoria de los investigadores (Johnson et al., 2004;

Kiffer et al., 2005; Snydman et al., 2005; Drago et al., 2007).
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La razén de la variabilidad en los criterios expuestos, radica en las dificultades de la
estandarizacion de este procedimiento, por la carencia de trabajos que correlacionen los
resultados clinicos con los del laboratorio. Sin embargo, en la literatura abundan los estudios
in vitro que evaltan la eficacia de multiples combinaciones de firmacos contra una gran
gama de agentes causales (Grzybowska et al., 2004; Menon y Pathare, 2004; Kanazawa y
Ueda, 2005; Yanagisawa et al., 2005; Cirioni et al., 2006; Kitahara et al., 2006; Ali et al.,
2007; Navarro y Mirelis, 2007; Sun et al., 2008).

Para la interpretacion de los resultados del sinergismo, este estudio tom6é como punto de
partida los criterios establecidos inicialmente por Berenbaum (1978) y los propuestos
posteriormente por Eliopoulos (1989), criterios que se ajustaron a nuestras condiciones,
luego de un periodo de estandarizacion del método por repetibilidad y su correlacion con los
resultados clinicos.

Al evaluar si existi6 alguna diferencia entre la probabilidad de obtener eficacia clinica con
una prueba cuyos resultados fueran parcialmente sinérgicos o indiferentes, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa (x* = 0,05; p = 0,81), por lo que la diferenciacién
entre estos dos 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 sesgado
por el tamafio de la muestra y quizas se requiera de un mayor numero de evidencias para
ofrecer conclusiones mas precisas.

Todos los ensayos in vitro en los que el resultado fue antagénico se correspondieron con
tratamientos no eficaces, por lo que el criterio asumido en este estudio para definir
antagonismo (XCFI > 2), parece ser el adecuado, contrario a lo que consideran otros

investigadores (Kiffer et al., 2005; Snydman et al., 2005; Drago et al., 2007).
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Berenbaum (1978), cuando plantea sus fundamentos acerca de la determinacion del indice
CFI para evaluar los resultados del sinergismo por este método, define antagonismo para
valores > 1.

4.4.2. Sinergismo in vitro y susceptibilidad del microorganismo

Setenta y siete cepas (47,2%) fueron sensibles al menos a uno de los dos antimicrobianos
combinados, mientras que 86 (52,8%) fueron resistentes a los dos (tabla 18).

Tabla 18. Relacion entre el sinergismo in vitro y la susceptibilidad de las cepas a los antimicrobianos

de la combinacion

Resultado del Susceptibilidad del microorganismo Significacion
sinergismo (p)*
Sensible a uno de los  Resistente a los dos Total
dos antimicrobianos antimicrobianos
Sinérgico 31 25 56
Sinergismo parcial 11 14 25 0,014
(x*=10,59)
Indiferencia 35 37 72
Antagonismo 0 10 10
Total 77 86 163

Leyenda: * Significativo (p < 0,05); 3 grados de libertad (gl); ©® sinérgico; ® sinérgico parcial; ©

indiferente; ¥ antagonico

El resultado global de este analisis mostr6 dependencia entre las variables (x’= 10,59;
p=0,014). Sin embargo, cuando la relacion se establecid, agrupando los resultados en
sinérgicos y no sinérgicos, no se encontré diferencia estadisticamente significativa (x*=1,78;
p=0,181). No obstante, fue significativa cuando se estableci6 la relacion para los resultados
antagonicos y no antagénicos (p= 0,001). De ello se infirid, que para las cepas resistentes a
los dos farmacos de la combinacion, existid una mayor probabilidad de antagonismo que
cuando la cepa fue sensible. Sin embargo, que la probabilidad de obtener un resultado
sinérgico con una combinacion donde la cepa es resistente a los dos antimicrobianos, fue

similar a cuando la cepa fue sensible a uno de ellos o a ambos.
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Entre las 56 cepas con las que se obtuvo sinergismo in vitro, 34 (60,7%) fueron

multirresistentes (figura 10).

O P-OX-KZ-CTX-CRO-K-G
O P-OX-KZ-CTX-CRO-K-G-AK

0O P-OX-KZ-CTX-CRO-K

0O P-OX-KZ-CTX-CRO

O AM-AZ-KZ-CTX-CRO-K-G-AK

O AM-AZ-KZ-CTX-CRO-K-G

Figura 10. Patrones de 34 cepas multirresistentes con las que se obtuvo sinergismo in vitro.

Leyenda: P: penicilina; OX: oxacilina; KZ: cefazolina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; K: kanamicina;
G: gentamicina; AK: amikacina; AM: ampicilina; AZ: azlocilina

En la tabla 19, se presentan los patrones de resistencia de las cepas con las que se obtuvo
antagonismo.

Tabla 19. Patrones de resistencia de las 10 cepas con las que se obtuvo antagonismo

No . NO' de. Patron Agente Causal Total de
antimicrobianos cepas
1 3 AM-K-G Enterobacter spp. 1
2 3 AM-AZ-K E. coli 1
3 4 AM-AZ- K-G BNF 1
3 4 AM-AZ-KZ-K E. coli 1
4 6 AM-AZ-KZ-K-G-AK Enterobacter spp. 1
5 7 AM-AZ-KZ-CTX-CRO-K-G Enterobacter spp. 1
6 7 P-OX-KZ-CTX-CRO-K-G ECN 2
7 8 AM-AZ-KZ-CTX-CRO-K-G-AK BNF 2

Leyenda: AM: ampicilina K: kanamicina; G: gentamicina; AZ: azlocilina; KZ: cefazolina; AK: amikacina;

CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona, P: penicilina; OX: oxacilina.
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Cuando se compararon los perfiles de las cepas con las que se obtuvo sinergismo y
antagonismo, no se apreciaron diferencias notables. Sin embargo, a pesar de que en ambos
grupos predominaron los microorganismos MDR, hubo mas antagonismo frente a los
gramnegativos, comportamiento en el que pudo haber influido el tipo de combinacion
empleada: penicilina G y kanamicina.

La penicilina no es efectiva contra los gramnegativos, por otra parte, la resistencia a la
kanamicina fue elevada, incluso, se preconiza que es mas frecuente entre los gramnegativos
la resistencia a los aminoglucdsidos ligada a las EMA bifuncionales las que codifican
niveles de resistencia elevados a dichos farmacos (Turnidge, 2003; Bustos et al., 2006).
Ademads, se debe considerar que la kanamicina, atendiendo a sus -caracteristicas
estereoquimicas, es de todos los aminoglucésidos, el mas sensible a la inactivacion por los
J3-lactamicos (Farchione, 1981).

4.4.3. Susceptibilidad del microorganismo y eficacia clinica del tratamiento

En la tabla 20 se muestra la relacion detectada entre la susceptibilidad de los
microorganismos a los antimicrobianos de la combinacion y la eficacia clinica del
tratamiento.

Tabla 20. Relacion entre la susceptibilidad de la cepa a los antimicrobianos de la combinacién y la

eficacia clinica del tratamiento.

Susceptibilidad de la cepa Eficacia clinica del Total Significacion (p)*
tratamiento
Eficaz No eficaz
Sensible a uno o los dos 62 15 77 0,119
antimicrobianos (*=2,42)
Resistente a los dos 59 27 86
Total 121 42 163

* Significativo para valores de p < 0,05, 1 grado de libertad (gl).
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Como se aprecia en estos resultados, no se encontrd relacion entre las variables, hallazgos
que apoyaron también los resultados anteriores.

Patthare y Sathe, (2001), encuentran un marcado efecto sinérgico con la combinacion de
piperacilina/amikacina frente a las cepas multirresistentes aisladas de infecciones en
pacientes diabéticos y proponen esta combinacion como una posible estrategia terapéutica.
Chen y colaboradores (2004), demuestran también un efecto sinérgico in vitro similar con la
misma combinacion frente a cepas de P. aeruginosa resistentes a ambos farmacos.
Asimismo, Kiffer y colaboradores (2005); encuentran un marcado efecto sinérgico con
meropeneme y sulbactam en cepas de A. baumanii resistentes a los dos farmacos de la
combinacion y proponen profundizar en los estudios para evaluar la eficacia clinica de esta
alternativa terapéutica.

Es importante destacar que en esta investigacion, para las cepas resistentes a los dos
farmacos de la combinacion (CMI = 64 6 >128 pg/mL para ambos antimicrobianos), se
obtuvo eficacia clinica en mas del 90% de los resultados sinérgicos y en mas del 60% de los
que fueron indiferentes in vitro.

Como se destaco en los comentarios de la tabla 15, en muchas de las pruebas con resultados
indiferentes o aditivos, se constatd una marcada potenciacion de la actividad del
aminoglucosido frente al f-lactamico, traducida en una disminucion de la CMI del
aminoglucésido de hasta 10 diluciones (1/2048), sin que paralelamente se observara ningin
efecto sobre la CMI del f-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 tratd de interacciones sinérgicas, incapaces de ser detectadas por el procedimiento

empleado.
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Boucher y Tam, (2006); encuentran, que bajo ciertas condiciones experimentales, la
ecuacion matematica original propuesta para definir la aditividad (o indiferencia) podria
conllevar a resultados inconsistentes con dicha definicion y proponen un modelo
matematico alternativo que se aparta del criterio de aditividad de Loewe y de los criterios de
“interaccion nula” utilizados en los fundamentos de la ecuacion de Berenbaum para la
interpretacion del isobolograma. De estos hallazgos, se deduce la necesidad de continuar
perfeccionando los sistemas que permitan evaluar in vitro de forma objetiva, las
interacciones farmacodinamicas, a la vez que se refuerzan, paralelamente, los criterios de
Moellering (1979) acerca de la necesaria correlacion de los hallazgos del laboratorio con los
resultados clinico-terapéuticos, para evaluar adecuadamente los resultados del sinergismo.
4.5. Evaluacion de la eficacia del tablero de damas

De acuerdo con los criterios adoptados y los resultados obtenidos, se preparo la tabla 21.

Tabla 21. Resultados globales de la prueba de sinergismo y la eficacia clinica del tratamiento

Eficacia del tratamiento

No eficaz Eficaz Total
Resultado de la Positiva 37 (VP) 70 (FP) 107
prueba
diagnostica Negativa 5 (FN) 51 (VN) 56
Total 42 121 163

Leyenda: VP: Verdaderos positivos; FP: Falsos positivos; FN: Falsos negativos; VN: Verdaderos negativos

Luego de efectuar los célculos correspondientes para la determinacion de los indicadores, se
obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 22. A partir de lo expresado en dicha
tabla se deduce, que el procedimiento tuvo una sensibilidad aceptable cuando se compar6
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%).
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Tabla 22. Indicadores de eficacia del tablero de damas como procedimiento diagnostico.

Parametro Valor (%) Intervalo de Confianza (95%)
Sensibilidad 88,10 86,85 — 89,35
Especificidad 42,15 41,68 — 42,62

Valor predictivo positivo 34,58 34,06 — 35,10

Valor predictivo negativo 91,07 90,13 - 92,01

Razoén de verosimilitud positiva 1,52 1,52

Razoén de verosimilitud negativa 0,28 0,28

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 este procedimiento como una herramienta para medir la
eficacia del tratamiento desde el punto de vista general, pero cuando se evalta 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 en conjunto, y con el criterio que el
método empleado fuera una herramienta que sirviera como pauta orientadora para la
seleccion de un tratamiento antimicrobiano en momentos necesarios, se puede concluir que

el tablero de damas es un buen procedimiento diagnostico.

Kassirer (1989), uno de los autores que mas ha publicado sobre las evaluaciones de los

procedimientos, plantea que la certeza absoluta en el diagndstico es inalcanzable.

Si bien la baja especificidad encontrada para el método empleado, pudo parecer un

inconveniente a la hora de decidir la aplicacion de una terapéutica donde el efecto no fue ni

99



RESULTADOS Y DISCUSION

sinérgico ni antagonico, éste 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 s6lo 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 procedimiento valioso para evaluar la aplicacién de un
tratamiento basado en las combinaciones de farmacos. No obstante, 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.

En la literatura no se encontraron trabajos en los que se realice una valoracion del método
como la que se hizo en este estudio, motivo que impidid6 hacer las comparaciones
pertinentes. Sin embargo, algunos investigadores concuerdan con parte de los
planteamientos hechos en esta investigacion relativos a: la relacion entre los resultados in
vitro de las interacciones entre los farmacos, la susceptibilidad de los agentes etiologicos
evaluados y la eficacia clinica de los tratamientos, los que fueron oportunamente sefialados

en el transcurso de la discusion. (Klatersky et al., 1976; Moellering, 1979; Holms, 1986).

4.6. Consideraciones generales sobre el algoritmo de trabajo empleado

Todo algoritmo de trabajo microbioldgico dirigido a corroborar el diagndstico clinico y
orientar la conducta terapéutica en el paciente, debe sustentarse en una interrelacion
adecuada entre los profesionales del laboratorio y el médico de asistencia (Koneman et al.,

1992).
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Los detalles parciales de las investigaciones microbiologicas son de gran interés para el
clinico, al igual que para el especialista del laboratorio son también importantes los
antecedentes del paciente, los signos y sintomas que presenta, asi como su evolucion
periddica. El intercambio de opiniones y la discusion de los pacientes sépticos en los pases
de visita con la participacion del microbidlogo son, sin dudas, la esencia de dicha

comunicacion.

El algoritmo de trabajo utilizado en este estudio se bas6é en los métodos de diagndstico
convencionales. A pesar de ello, permitié en un tiempo maximo de 72 h., contar con la
identificacion primaria del agente causal y con los resultados de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro y del sinergismo, momento considerado oportuno
para evaluar la terapéutica empirica (Kollef ef al., 2005). Para garantizar esta dindmica, se
revis6 cada uno de los aspectos que constituyen el engranaje del proceso de diagnoéstico,
partiendo de la muestra como el elemento bésico. Se garantizo la extraccion apropiada de la
cantidad de sangre y la relacion volumen muestra/caldo de cultivo, asi como el proceso de
incubacion a la temperatura y aeracion requerida desde el mismo momento de la siembra.
La declaracion de la hora exacta de la toma de la muestra, permitié hacer observaciones
macroscopicas a partir de las 12 a 14 h. de incubacion del hemocultivo, teniendo como
premisa, que la mayoria de los microorganismos causantes de estos procesos son bacterias
de crecimiento rapido (Koneman et al., 1992; Loza et al., 2003).

Esta practica, permiti6 realizar muchas veces la primera resiembra antes de las 18 h. lo que
determiné adelantar notablemente el diagnostico del laboratorio.

Durante el periodo que abarcé este trabajo, en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital
“América Arias” se procesaron 5 039 hemocultivos y entre éstos 1 457 fueron positivos para

un 28,9% de positividad general.
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Del total de muestras positivas, 1 253 (86,0%) se obtuvieron en la primera resiembra,
realizada entre las primeras 16 a 20 h. (tabla 23). Ningun microorganismo que no fuera
posible contaminante, crecio después de las 72 h., hallazgos que se correspondieron con los
notificados por otros autores (Rawley y Wald, 1986; Kumar et al, 2001; Vinod y

Neelagaud, 2005).

Tabla 23. Positividad por afio de los examenes de hemocultivo y de la primera resiembra (16 — 20

horas). Enero 1993 — Diciembre 2000.

Afio Total de Positivas % Positivas (1ra resiembra: %
Muestras 16 — 20 horas)

1993 403 96 23,8 82 85,4
1994 467 118 25.2 98 83,0
1995 454 116 25.5 112 96,5
1996 592 145 24.4 129 88,9
1997 644 169 26.2 130 76,9
1998 866 273 31.5 237 86,8
1999 906 280 30,9 243 86,8
2000 707 260 36,8 222 85,4
Total 5039 1457 28,9 1253 86,0

Fuente: Registros del Laboratorio de Microbiologia. Hospital Ginecobstétrico Docente “América Arias”.

Las herramientas cuantitativas que contribuyan a dirigir adecuadamente las indicaciones
terapéuticas, son indispensables. Se trata entonces, pues, de adecuar las estrategias de
trabajo con los medios disponibles a nuestro alcance, de forma que permitan alcanzar

mejores indices y obtener el maximo provecho de los medios diagndsticos.
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5. CONCLUSIONES

- Se constato la estabilidad en la circulacion de los agentes causales de la sepsis neonatal
durante el periodo analizado, con predominio de estafilococos coagulasa negativa y
positiva.

- La elevada resistencia de los microorganismos aislados y su tendencia ascendente, asi
como la variedad de patrones de susceptibilidad identificados, corrobora la emergencia de
esta problematica en la Institucion de referencia.

- Se comprob6 que existe una alta probabilidad de obtener resultados clinicos satisfactorios
con combinaciones de antimicrobianos sinérgicas in vitro (o al menos no antagdnicas) ain
frente a cepas resistentes a los dos antimicrobianos utilizados en el tratamiento.

- Para la interpretacion de los resultados del sinergismo in vitro, la diferenciacion entre los
términos sinergismo parcial e indiferencia podria ser innecesaria, teniendo en cuenta, que
no se observo un efecto diferente en relacion con la eficacia clinica de los tratamientos. De
modo similar, los criterios utilizados en este estudio para definir antagonismo parecen ser
los adecuados.

- El método del tablero de damas fue un buen procedimiento diagnostico para predecir los
tratamientos ineficaces y para advertir la probabilidad de una terapéutica eficaz cuando la
prueba fue sinérgica.

- El algoritmo de trabajo empleado contribuyé a un diagndstico microbioldégico mas
eficiente de la sepsis neonatal y a la aplicacion de un tratamiento antimicrobiano

sustentado en los fArmacos disponibles.
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6. RECOMENDACIONES

Continuar el monitoreo de la vigilancia de la resistencia antimicrobiana de los agentes

causales de sepsis neonatal.

- Explorar la incidencia de bacterias gramnegativas portadoras de enzimas f3-lactamasas
de espectro ampliado en las unidades de cuidados intensivos neonatales del pais.

- Profundizar en la busqueda de alternativas terapéuticas basadas en las combinaciones de
antimicrobianos disponibles, para el tratamiento de pacientes con sepsis por bacterias
multidrogorresistentes.

- Continuar profundizando en los criterios de interpretacion del tablero de damas, a través
de la correlacion de los hallazgos in vitro con los resultados de la eficacia clinica de los
tratamientos in vivo.

- Propiciar la validacion del método en otros laboratorios hospitalarios del pais.
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ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1. Esquema para la preparacion de diluciones de los agentes antimicrobianos para su uso

en las pruebas de dilucion en caldo

Etapa Concentracion Fuente Volumen Volumen Concentracion
(ng/ml) (ml) CMH (ml) Final (pg/ml)
1 5120 pg/ml Solucion 1 9 512
patron
2 512 Paso 1 1 1 256
3 512 Paso 1 1 3 128
4 512 Paso 1 1 7 64
5 64 Paso 4 1 1 32
6 64 Paso 4 1 3 16
7 64 Paso 4 1 7 8
8 8 Paso 7 1 1 4
9 8 Paso 7 1 3 2
10 8 Paso 7 1 7 1
11 1 Paso 10 1 1 0,5
12 1 Paso 10 1 3 0,25
13 1 Paso 10 1 7 0,125

Leyenda: CMH: Caldo Mueller-Hinton

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational Supplement,

2006; M100-S16; Vol. 26 No. 3
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ANEXOS

Anexo 2. Criterios estandarizados de los valores de CMI (ug/ml) por grupos de antibidticos para la

familia Enterobacteriaceae.

Grupo Antimicrobiano CMI (pg/ml)
S I R
Penicilinas
Ampicilina <8 16 >32
Piperacilina <16 32-64 > 128
Cefalosporinas de I, II, III generaciones
Cefazolina (I) <8 16 >32
Cefotaxime (III) <8 16 - 32 > 64
Ceftriaxone (III) <8 16 - 32 > 64
Aminoglucésidos
Gentamicina <4 - > 8
Amicacina <16 - =32
Kanamicina <16 - =32

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational

Supplement, 2006; M100-S16; Vol. 26 No. 3.

Anexo 3. Valores de CMI (ug/ml) por grupos de antibidticos para Pseudomonas aeruginosa y otros

no pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

Grupo Antimicrobiano CMI (pg/ml) estandar Comentarios
interpretativo
S I R

Penicilinas

Azlocilina <64 - >128 Sélo para P. aeruginosa
Cefalosporinas

Cefotaxime (III) <8 16 - 32 > 64

Ceftriaxone (III) <8 16 - 32 > 64
Aminoglucésidos

Gentamicina <4 > 16

8
Amicacina <16 32 > 64

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational

Supplement, CLSI 2006; M100-S16; Vol. 26 No.3.
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ANEXOS

Anexo 4. Valores de CMI (ug/ml) por grupos de antibidticos para Staphylococcus spp

Grupo Antimicrobiano CMI (pg/ml) Comentarios
S I R
Penicilinas
Penicilina <0,12 - >0,25
Oxacilina <2 - >4 Para S. aureusy S.
lugdunensis
<0,25 - >0,5 Para estafilococo

coagulasa negativa
excepto S. lugdunensis
Ampicilina o <0,25 - =0,5
Amoxicilina

Cefalosporinas (Generaciones I, II, III).

<8 16 >32

Cefazolina (I)

Cefotaxime (III) <8 16 - 32 > 64

Ceftriaxone (III) <8 16 - 32 > 64
Glicopéptidos

Vancomicina <2 4-8 >16
Aminoglucésidos

Gentamicina <4 >8

Amicacina <16 >32

Kanamicina <16 >32

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational

Supplement, CLSI 2006; M100-S16; Vol. 26 No.3.

Anexo 5. Valores de CMI (pg/ml) por grupos de antibioticos para Enterococcus spp

Grupo Antimicrobiano CMI (ug/ml) estandar interpretativo
S I R
Penicilinas
Penicilina <8 - >16
Ampicilina o Amoxicilina <8 - >16
Glicopéptidos
Vancomicina <4 8-16 >32

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational

Supplement, CLSI 2006; M100-S16; Vol. 26 No.3.
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Anexo 6. Ejemplo de interaccion sinérgica por el método del tablero de damas

ANEXOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

n| cc | AbL [ AbT | AbL [ Abi | AbL [ Abi | Abi [ Abi | Abl [ AbL | Abl
0,06 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 32 64

o | Ab2 | 0,06 [0,125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06
| Ap2 [ 006 01251 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
o | Ab2 [ 006 [0125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
o | Ab2 [ 006 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

- | Ab2 [ 006 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ab2 | 0,06 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 32 64
¢l 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
| b2 [ 006 [0125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

|| A2 [ 006 To125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

, | Ab2 [ 006 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16

| Ab2 | 006 [0,125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

| Ab2 [ 006 [0125 025 | 05 1 2 4 8 16 32 o

64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

Leyenda: Abl: ampicilina, Ab2: gentamicina (Interprete el sombreado de las cuadriculas como simbolo de

crecimiento bacteriano). A partir de la lectura la lectura realizada se tendria: CMI de Ab1= 32 pg/ml y CMI de
Ab2=2 pg/ml; ZCFI obtenida para los pocillos: B11= 1,03 (Indiferente); C11= 1,06 (Indiferente); D9= 0,375

(Sinérgico); E6= 0,281 (Sinérgico); F2= 0,531 (Sinérgico parcial). La prueba se declara Sinérgica a una

concentracion de 1 pg/ml de ampicilina y 0,5 pg/ml de gentamicina.
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Anexo 7. Ejemplo de interaccion antagonica por el método del tablero de damas

ANEXOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl | Abl

Al <€ 0,06 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 32 64
o | Ab2 | 0,06 [0,125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,06
c| Ap2 [ 006 [o125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
o | Ab2 [ 006 [0,125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
o | Ab2 [ 006 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

- | Ab2 [ 006 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

o | b2 [ 006 Jo125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

| Ab2 [ 006 [0125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

L | A2 [ 006 To125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

, | Ab2 [ 008 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16

| Ab2 | 0,06 [0,125] 025 [ 05 1 2 4 8 16 32 64
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

| Ab2 [ 006 [0125] 025 | 05 1 2 4 8 16 32 o

64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

Leyenda: Abl: ampicilina, Ab2: gentamicina (Interprete el sombreado de las cuadriculas como simbolo de

crecimiento bacteriano). Realizando la lectura se tendria: CMI de Abl =32 pg/ml y CMI de Ab2 =2 pg/ml;
2 CFI de los pocillos: B12= 2,03 (Antagonico); C12= 2,06 (Antagénico); D11= 1,125 (Indiferente); E10=

0,75 (Sinérgico parcial); F10= 1,00 (Indiferente). La prueba se declara Antagoénica sin considerar los restantes

resultados.
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ANEXOS

Anexo 8. Valores para las cepas de control de la calidad utilizadas en la determinacion de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (ng/ml) de bacterias no exigentes

Agente S. aureus E.faecalis E. coli ATCC P. aeruginosa
Antimicrobiano ATCC 29213  ATCC 29212 25922 ATCC 25922
Amicacina 1-4 64 - 256 0,5-4 1-4
Ampicilina 0.5-2 0,5-2 2-8 -
Azlocilina 2-8 1-4 8-32 2-8
Cefazolina 0.25-1 - 1-4
Cefotaxime 1-4 - 0.03-0.12 8-32
Ceftriaxone 1-8 - 0.03-0.12 8-64
Gentamicina 0.12-1 4-16 0.25-1 05-2
Kanamicina 1-4 16 - 64 1-4 -
Oxacilina 0.12-0.5 8-32 - -
Penicilina 0.25-2 1-4 - -
Vancomicina 0,5-2 1-4 - -

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational

Supplement, CLSI 2006; M100-S16; Vol. 26 No.3

Anexo 9. Metodologia para suplementar el medio de caldo de Mueller Hinton con cationes

divalentes de calcio y magnesio

1. Preparar una solucion madre de magnesio disolviendo 8,36 g de MgCl, 6H,O en 100 ml de agua
desionizada. (Esta solucion contiene 10 mg de Mg ™).

2. Preparar una solucién madre de calcio disolviendo 3,68 g de CaCl,. 2H,0O en 100 ml de agua
desionizada. (Esta solucion contiene 10 mg de Ca ™).

3. Esterilizar las soluciones por filtracion y guardar a temperatura de 4°C.

4. El caldo Mueller-Hinton se preparard como normalmente se acostumbra y posteriormente se
esterilizara en autoclave. Enfriar el medio de cultivo, preferiblemente de un dia para otro, a
temperatura de 4°C antes de adicionar la solucion de cationes divalentes.

5. Moviendo el medio, adicionar 0,1 ml por cada 1000 ml de caldo de cultivo de la solucion fria de
magnesio o calcio. Este medio de cultivo es denominado Caldo Mueller Hinton Cationes

Ajustados (CMHCA).

Fuente: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Sixteenth Informational

Supplement, CLSI 2006; M100-S16; Vol. 26 No.3
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ANEXOS

Anexo 10. Representaciones graficas (isobologramas) del sinergismo por el método tablero de

damas
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Fuente: Koneman E., Allen S., Dowell V., Jand W., Sammers H., Win W. (h). Pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana. Capitulo 12. En: Diagnostico microbiologico, Texto y Atlas a color, 3ra ed. Ed. Panamericana,

1992.
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