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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. Evaluar la eficacia de la combinacion de azlocilina y amikacina en un grupo de re-
cién nacidos con septicemia causada por estafilococos multirresistentes, internados en la uni-
dad de cuidados intensivos neonatales (UUCIN) del Hospital Ginecobstétrico “"Ameérica Arias”,
de La Habana, Cuba, en el periodo comprendido entre 1998 y 2000.

Meétodos. Se realizé un andlisis retrospectivo de los resultados clinicos y de laboratorio ob-
tenidos en 15 pacientes con septicemia causada por estafilococos multirresistentes que recibie-
ron tratamiento con azlocilina mds amikacina segiin la estrategia trazada en el hospital para el
uso de antimicrobianos. Se evalud el patron de resistencia de las cepas frente a 10 antibiéticos
en uso mediante el método de microdilucion en caldo. En ocho de los pacientes tratados se vi-
gilaron los efectos del tratamiento mediante pruebas de sinergia in vitro, por el método del “ta-
blero de damas” en bandejas de microtitulacion.

Resultados. Se aislaron 12 estafilococos coagulasa-negativos y tres Staphylococcus au-
reus, en los que se identificaron cinco patrones distintos de resistencia con base en la suscepti-
bilidad mostrada a la oxacilina, a tres aminoglucésidos y a la vancomicina. En seis de las prue-
bas de sinergia realizadas se obtuvo un notable efecto sinérgico, con disminucion promedio de
tres diluciones en la CMI en el caso de los dos antibidticos utilizados en el tratamiento. Ningtin
resultado fue antagénico y la eficacia clinica general de la combinacion alcanzé 91,7 por ciento.
Conclusiones. El ensayo demostrd la eficacia de la combinacion de antibidticos empleada, si
bien se reconoce la necesidad de ampliar las investigaciones antes de poder emitir resultados
totalmente concluyentes.

Staphylococcus, septicemia, neonato, resistencia a multiples drogas, sinergismo de
drogas, combinacién de medicamentos, antibiéticos combinados, azlocilina, ami-
cacina (amikacina).
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Las bacterias grampositivas son los
microorganismos de mayor preva-
lencia en las unidades de cuidados
intensivos neonatales (UCIN). En par-
ticular, los estafilococos coagulasa-
negativos (ECoN) se han sefialado en
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los tdltimos afios como causa de infec-
cién tardia en mas de 50% de los recién
nacidos internados en UCIN —en su
mayoria sometidos a maniobras inva-
soras—, lo que implica un incremento
considerable del tiempo y los costos de
hospitalizacion (1).

La multirresistencia a antibi6ticos es
comun en estos microorganismos y
se informa en todas partes del mundo.
La susceptibilidad se limita préactica-
mente a la vancomicina y algunos otros
farmacos de reciente introduccién (2).

La vancomicina es un antibiético con
gran accién bactericida contra estafiloco-
cos y otros microorganismos gramposi-
tivos. No obstante, a pesar de haberse
descubierto en 1955 e introducido en la
practica clinica mucho antes que las
penicilinas resistentes a las penicilina-
sas, el uso de este farmaco se vio limi-
tado por su reconocido alto grado de
toxicidad (3). Sin embargo, ante la situa-
cién alarmante que significa la resisten-
cia microbiana que se observa a escala
mundial, este antibi6tico volvié a captar
interés y hoy se recomienda como pri-
mera eleccion terapéutica en casos de in-
fecciones por estafilococos resistentes y
de otras similares (1). A causa del uso
extenso y el abuso que se ha hecho del
farmaco en los dltimos afios, en el dece-
nio de 1980 comenzaron a aparecer las
primeras cepas resistentes al compuesto.
Las especies de estafilococos coagulasa-
negativos resistentes a la meticilina y a
la vancomicina (ECoONMR-VR), junto a
las de Enterococcus resistentes a la vanco-
micina (EVR), se convirtieron en poco
tiempo en una verdadera contingencia
en el &mbito hospitalario a finales de ese
mismo decenio. Este hecho constituy6
motivo de alerta, por el peligro que re-
presentaria la extension de esta carac-
teristica a agentes patdgenos potenci-
ales, como Staphylococcus aureus (2, 4).
Los primeros informes de una dismi-
nucién de la susceptibilidad a la van-
comicina en cepas de S. aureus resis-
tente (SARM) a la meticilina se dieron
a finales del decenio de 1990, y en 2002
se notificaron los dos primeros aisla-
mientos resistentes, obtenidos de las
secreciones de heridas quirtrgicas de
pacientes hospitalizados (5-7).

Ante el impacto que el fenémeno de
la resistencia ha tenido en los indica-
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dores de salud y en los costos, resulta
evidente la necesidad de modificar las
préacticas de tratamiento, en el sentido
de hacer un uso racional de los antimi-
crobianos y de buscar nuevas estrate-
gias que ayuden a preservar la eficacia
de los antibidticos ya existentes (8).

En el presente trabajo se analizan los
resultados que se obtuvieron al admi-
nistrar la combinacién de los antibi6ti-
cos azlocilina y amikacina en un grupo
de recién nacidos que sufrieron septice-
mia por estafilococos multirresistentes.
Se detallan el patrén de resistencia de
las cepas procedentes de estos pacien-
tes, los datos de laboratorio obtenidos
acerca de la interaccién sinérgica entre
los farmacos utilizados contra un grupo
de los microorganismos aislados, y se
comparan estos datos con los resulta-
dos clinicos logrados.

METODOS

Se realizé un andlisis retrospectivo
de los resultados clinicos y de laborato-
rio obtenidos en 15 pacientes con septi-
cemia por estafilococos multirresisten-
tes, tratados con una combinacién de
azlocilina y amikacina de acuerdo con
la estrategia para el uso de antimicro-
bianos establecida en la UCIN de este
centro hospitalario, en el periodo com-
prendido entre 1998 y 2000.

Se realiz6 una caracterizaciéon de los
pacientes a partir del cuadro clinico
(signos y sintomas mds frecuentes), el
tipo de sepsis y el peso al nacimiento.
También se determiné la dosis de cada
uno de los farmacos administrados, ex-
presada en mg/kg por dia o por dosis.

Las cepas fueron aisladas de cultivos
duplicados de muestras de sangre obte-
nidas de venas periféricas antes de la
aplicaciéon del tratamiento antimicro-
biano, respetando las condiciones de
asepsia requeridas (empleo de guantes y
desinfeccion de la zona por puncionar).

Se evalué el patrén de resistencia de
los aislamientos con respecto a 10 anti-
bidticos en uso en el hospital, a saber:
penicilina G, azlocilina, cefazolina,
cefotaxima, ceftriaxona, kanamicina,
gentamicina, amikacina, vancomicina
y oxacilina (utilizada como indicador
de la resistencia a meticilina).
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El método empleado fue el de micro-
dilucién en caldo, segtin las normativa
establecida por el National Committee
for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (9, 10). Se utilizaron solucio-
nes estandares de laboratorio de po-
tencia conocida para preparar las solu-
ciones patrén de los antibidticos. Se
determinaron las concentraciones mi-
nimas inhibidoras (CMI) dentro de un
intervalo de 0,125 a 128 pg/mL. El con-
trol de calidad se realiz6 con las cepas
de referencia S. aureus ATCC 29213, Es-
cherichia coli ATCC 25922 y Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 27853.

Se analizaron los resultados obtenidos
en ocho de los pacientes, cuyos trata-
mientos fueron monitorizados mediante
pruebas de sinergia in vitro. Se emple6
el método del “tablero de damas” (check-
erboard), el cual se llevé a cabo en bande-
jas de microtitulacion (10). El panel de
diluciones para la combinaciéon de anti-
bidticos ensayada se preparé a partir
de una concentracién de 128 ug/mL. Se
evalué la posibilidad de sinergia usando
combinaciones de los dos farmacos a di-
ferentes concentraciones. Los resultados
se evaluaron mediante el calculo de los
indices de concentracién fraccionaria in-
hibidora (CFI), como sigue:

CFI = CFI, + CFly,

donde:
CMI
CFI, = —__A¥B
CMI, solo
CMI
CFI,, = __ A¥B
CMI solo

CMlI, , = CMI de la combinacién de
A con B.

Se consideré que habia sinergia si el
CFI era < 0,500; sinergia baja o parcial
si 0,500 < CFI < 1; indiferencia o adi-
cién cuando 1 < CFI < 2, y antago-
nismo si CFI > 2.

Los criterios para determinar la
eficacia del tratamiento fueron los
siguientes:

¢ Tratamiento eficaz: cuando al con-
cluir el tratamiento por el tiempo
establecido desaparecieron total-
mente los signos y sintomas de in-
feccién en el paciente y pudo com-
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probarse, por los estudios microbio-
légicos correspondientes (hemocul-
tivo), la ausencia total de prolifera-
cién microbiana.

¢ Tratamiento ineficaz: cuando el tra-
tamiento tuvo que alterarse me-
diante la sustitucién de por lo menos
uno de los farmacos de la combina-
cién o cuando a pesar de haber con-
cluido el esquema de tratamiento
pudo comprobarse, por los estudios
microbiolégicos, la presencia del
mismo agente causal con un patrén
de susceptibilidad igual o similar,
acompafiado o no este resultado de
la persistencia de sintomas y signos.

RESULTADOS

El cuadro clinico de los pacientes se
caracterizaba por dificultad respirato-
ria, mas fiebre o distermia en todos los
casos, y por uno o mas de los signos y
sintomas siguientes: ictericia, cianosis,
livedo reticularis, vémito y produccion
aumentada del residuo gastrico. Una
proporcién de 66,6% de los recién na-
cidos (10 del total) tuvo un peso al nacer
inferior a 2 500 g (promedio: 2 016,4 g).
Los 15 pacientes tenian colocada una
via parenteral y cuatro estaban acopla-
dos al respirador. Se diagnosticaron
10 septicemias generalizadas (siete
adquiridas y tres connatales) y cinco
bronconeumonias (tres adquiridas y
dos connatales).

Se aislaron tres S. aureus y 12 ECoN
productores de biopelicula (slime),
todos los cuales resultaron resistentes a
la oxacilina, con valores de CMI entre
16 y 3 128 ug/mL. Cuatro de estas
cepas fueron resistentes también a la
vancomicina (CMI 3 128 ug/mL). Se
identificaron cinco patrones distintos
de resistencia, clasificados con base en
los resultados correspondientes a oxa-
cilina, vancomicina y los aminoglucési-
dos probados. A estos patrones se les
asignaron ordinales romanos del I al V.
En el cuadro 1 se sefiala la resistencia
porcentual encontrada con cada uno
de los antibi6ticos, asi como el inter-
valo de valores de la CMI, acompa-
fado del valor de CMI;, (concentra-
cién minima que inhibié a 50% de los
aislamientos). En el cuadro 2 se deta-

llan las caracteristicas de los patrones
de resistencia identificados y el total de
aislamientos en cada uno de los casos.
En los resultados de la monitori-
zacion del tratamiento realizada en el
transcurso de las pruebas de sinergia se
observo sinergia en seis de los ocho en-
sayos efectuados, lo que equivale a 75%.
En lo referente a estos casos, el intervalo
de la CFI oscil6 entre 0,015 y 0,500 y se
constaté una disminucién promedio de
tres diluciones en los valores de CMI
con los dos antibidticos en la combina-
cién. En un ensayo se obtuvo sinergia
baja o parcial (CFI = 0,750) e indiferen-
cia en el resto (CFI = 1,060). Todos fue-
ron congruentes con un resultado tera-
péutico clinico satisfactorio (cuadro 3).
Las dosis de los antibi6ticos adminis-
trados oscilaron dentro de un intervalo
de 125 a 300 mg/kg de azlocilina, dis-
tribuidos en tres o cuatro dosis por dia,
y de 5 a 7 mg/kg de amikacina. En 14
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pacientes el tratamiento aplicado mos-
tré eficacia y en uno no fue eficaz. La
eficacia general de la combinacién fue
de 91,7%.

DISCUSION

La circulacién de SARM Yy estafiloco-
cos coagulasa-negativos multirresisten-
tes (ECoNMR) en las unidades hospita-
larias de la capital cubana se demostrd
por primera vez en dos estudios, uno
multicéntrico y otro realizado en el Hos-
pital Ginecobstétrico “América Arias”,
entre los afios 1994 y 1995. En este 1l-
timo ya se declaraba entonces a estos
microorganismos como los principales
agentes causales de septicemia en la
UCIN (11, 12).

El antibiético vancomicina se intro-
dujo en el pais al principio del decenio
de 1990 y desde el primer momento

CUADRO 1. Resistencia en las cepas de estafilococos aisladas de los recién nacidos sép-

ticos. Total de aislamientos: 15

Cepas Resistencia Intervalo CMI CMIg,
Antibiético resistentes (%) (ng/mL) (ng/mL)
Penicilina G 15 100 [4a>128] >128
Oxacilina 15 100 [8Ba>128] >128
Azlocilina 15 100 [Ba>128] >128
Cefazolina 15 100 [32a>128] 2128
Cefotaxima 15 100 [82a>128] >128
Ceftriaxona 15 100 [64a>128] >128
Kanamicina 15 100 [32a>128] >128
Gentamicina 14 93,3 [ta>128] 32
Amikacina 8 53,3 [tax128] 32
Vancomicina 4 26,6 [ta>128] 2
CMI: concentracion minima inhibidora; CMIy,: concentracion minima que inhibe a 50% de los aislamientos.
CUADRO 2. Descripcién de los patrones de resistencia encontrados
No. Patrén de resistencia ECoN SA Total
| Resistente a oxacilina y kanamicina. Susceptible
a gentamicina, amikacina y vancomicina 0 1 1
\' Resistente a oxacilina, kanamicina y gentamicina.
Susceptible a amikacina y vancomicina 3 1 4
\% Resistente a oxacilina, kanamicina, gentamicina
y amikacina. Susceptible a vancomicina 5 1 6
\% Resistente a oxacilina, kanamicina, gentamicina
y vancomicina. Susceptible a amikacina 2 0 2
\ Resistente a todos los antibidticos probados 2 0 2

ECoN: estafiloc
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CUADRO 3. Resultados in vitro de la interaccion de los farmacos frente a los aislamientos

estudiados en ocho ensayos

CMI A,/ indice Tx clinico
Aislamiento Patron ~ CMIA, CMIA, CMI A, CFlI Resultado eficaz
ECoNMR 1] >128 >128 2/0,06 0,015 S Si
ECoNMR 1 16 32 21 0,156 S Si
ECoNMR I\ 128 1 32/0,25 0,500 S Si
ECoNMR 1] 8 64 2/4 0,312 S Si
ECoNMR I\ 64 1 64/0,06 1,060 | Si
ECoNMR Vv >128 32 32/16 0,750 SB Si
ECoNMR Il 128 2 32/0,50 0,500 S Si
SARM 1] 64 32 16/8 0,500 S Si

A,: antibidtico 1 (azlocilina); A,: antibiético 2 (amikacina); CFl: concentracion fraccionaria inhibidora; CMI: concentracion mi-
nima inhibidora; ECONMR: estafilococos coagulasa-negativos resistentes a meticilina; SARM: Staphylococcus aureus re-

sistente a meticilina; Tx: tratamiento.

pasé6 a formar parte del grupo de los
antibioticos regulados a instancia na-
cional para uso exclusivo en pacientes
graves con sepsis por estafilococos re-
sistentes. No obstante, en menos de un
decenio pudo comprobarse, en este
centro hospitalario, la aparicién de re-
sistencia al compuesto en cepas de
ECoN, un proceso que se piensa tuvo
como punto de partida una cepa de
Enterococcus faecium procedente de un
neonato séptico internado en la UCIN,
durante el mes de septiembre de 1997.
Al constatarse después en dicha cepa
la presencia del gen Van A, se consi-
der6 la posibilidad de transferencia
horizontal de esta caracteristica a las
cepas de ECoN, lo cual comenz6 a ocu-
rrir al poco tiempo (13, 14).

La deteccidn, en el mes de febrero de
1998, de un recién nacido con un cua-
dro de bronconeumonia adquirida por
Staphylococcus haemolyticus multirresis-
tente (resistencia comprobada a 30 an-
tibi6ticos), quien curé con un trata-
miento basado en la combinacién de
azlocilina y amikacina, constituy6 el
punto de partida de estos ensayos y de
la aplicacién ulterior de igual régimen
terapéutico en pacientes con cuadros
clinicos similares (15).

En general, todas la cepas resultaron
muy resistentes a los antibiéticos pro-
bados, para los cuales la CMI en 50%
de los casos fue = 128 pg/mL, aunque
se encontré también una respuesta
variable en cuanto a la resistencia a
aminoglucoésidos, lo cual se explica a
la luz de los muchos mecanismos plan-
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teados en torno a la resistencia a estos
compuestos (16).

Los ensayos in vitro con combina-
ciones de los diferentes farmacos de
uso actual han atraido la atencién de
diferentes grupos de investigadores
de todo el mundo que buscan posi-
bles alternativas terapéuticas para
tratar infecciones graves causadas por
bacterias muy resistentes. Si bien
abundan los informes de la eficacia
in vitro de diferentes combinaciones
de antibi6ticos, son sumamente esca-
sos los estudios que demuestren una
correspondencia de esos resultados
con la eficacia in vivo de ese régimen
terapéutico.

Las combinaciones probadas con
mayor frecuencia se sustentan en el co-
nocido efecto sinérgico que supone la
interaccién entre un antibidtico £-
lactdmico y un aminoglucésido. En lo
que se refiere especificamente al trata-
miento de infecciones por SARM vy
ECoNMR, los informes han sido varia-
dos (17, 18). No obstante, con excep-
cién de los datos anteriores, notificados
ya antes por los autores de este trabajo,
no se ha encontrado ninguna experien-
cia anterior, clinica o de laboratorio,
con el uso de la combinacién de azlo-
cilina y amikacina contra estos micro-
organismos en particular (14, 15).

La azlocilina es un derivado de la
ampicilina, con un radical acilurei-
dico en la cadena lateral del anillo B-
lactdmico que dota al antibiético de
una fuerte actividad bactericida de
amplio espectro. A este farmaco se le
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reconoce gran actividad contra espe-
cies de Pseudomonas y de Haemophilus y
contra otros bacilos gramnegativos,
aunque se considera ineficaz contra es-
tafilococos productores de f3-lactamasa
(19). Al igual que el resto de las peni-
cilinas, tiene muy baja toxicidad, a no
ser la relativa que se observa en pa-
cientes que sufren alergia a estos com-
puestos o a algunos de sus meta-
bolitos. De hecho, esta caracteristica
supone una gran ventaja en el recién
nacido, porque permite hacer uso de
dosis altas cuando es necesario. No
obstante, en el grupo de pacientes tra-
tados, la dosis méxima suministrada
fue de 300 mg/kg al dia, en combina-
cién con una dosis adecuada de ami-
kacina (5 a 7 mg/kg), acorde al riesgo
conocido de toxicidad de los amino-
glucésidos en general.

Llama la atencién que se haya obte-
nido sinergia baja o parcial frente a una
de las cepas con patrén V (resistente a
todos los antibiéticos), contra la cual
resulté también satisfactorio el trata-
miento del paciente, mientras que, por
otro lado, el tinico resultado de inefica-
cia terapéutica se observé en otro pa-
ciente afectado por una cepa similar.
Ambas cepas se diferenciaron tnica-
mente en la resistencia contra amika-
cina, que en el dltimo fue > 128 pg/mL.
De hecho, solo dos aislamientos pre-
sentaron este valor, ya que en las otras
cepas resistentes al compuesto la CMI
no pasé de 64 ug/mL. Este dato podria
constituir una demostracién de que la
eficacia de la combinacién depende de
valores de resistencia bajos o de sus-
ceptibilidad intermedia en lo que atafie
al antibiético aminoglucésido. No obs-
tante, los resultados que aqui se pre-
sentan permiten concluir que la com-
binacién de azlocilina y amikacina,
aplicada en dosis similares a las que
suelen emplearse en el recién nacido,
puede constituir un tratamiento alter-
nativo al uso de vancomicina en la sep-
ticemia por estafilococos resistentes.
No obstante, para poder emitir resulta-
dos totalmente concluyentes es necesa-
rio profundizar en los estudios in vitro
con cepas que posean niveles de resis-
tencia contra la amikacina superiores
al indicado por la CMI de 128 ug/mL
evaluada aqui.
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ABSTRACT  Objective. To assess the effectiveness of combined therapy with azlocillin and

Azlocillin plus amikacin:
an alternative therapy for
sepsis caused by resistant
staphylococci?

amikacin in a group of neonates with sepsis caused by multiresistant staphylococci
who were hospitalized in the neonatal intensive care unit of Hospital Ginecobstétrico
“América Arias” in Havana, Cuba, from 1998 to 2000.

Methods. A retrospective study was carried out of the clinical and laboratory results
obtained in 15 patients with sepsis caused by multiresistant staphylococci who re-
ceived combined therapy with azlocillin and amikacin, according to hospital guide-
lines on the use of antibiotics. We used a broth microdilution method to study the pat-
terns of resistance shown by isolated strains to 10 of the antibiotics in use. In vitro
synergy tests, specifically the checkerboard technique with microtitration plates, were
used to observe the effects of treatment in 8 patients.

Results. Twelve coagulase-negative staphylococci and three Staphylococcus aureus
isolates showed five different patterns of resistance on the basis of their sensitivity to
oxacillin, three aminoglycosides, and vancomycin. Six of the synergy tests showed a
considerable synergistic effect, with an average three-fold reduction in the minimum
inhibitory concentrations (MIC) of the two antibiotics used to treat the patients. No
antagonistic effects were noted, and the combined antibiotics showed an overall clin-
ical effectiveness of 91.7%.

Conclusions. The test showed that the therapeutic combination used was effective,
but further studies are needed before conclusive results are obtained.
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