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1 .INTRODUCCION

La administracion clinica de antimicrobianos en combinacién es una practica terapéutica que busca varios
fines como son la sinergia antimicrobiana (esencialmente bactericida), la ampliacion del espectro antibioti-
co, principalmente en pacientes con infecciones graves (endocarditis, meningitis, shock séptico, osteomie-
litis) y/o aquellas causadas por patdégenos multirresistentes (MR) (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa
MR en fibrosis quistica), la disminucion del tiempo de tratamiento y la reduccién de la dosis de uno de
los antimicrobianos en el caso de que su uso pudiese conllevar toxicidad (siempre que dicha reduccion
no comprometiese su actividad intrinseca), entre otros. Desde el punto de vista microbioldgico, el uso de
combinaciones de antimicrobianos puede contribuir a prevenir la aparicion de subpoblaciones resistentes.

Actualmente, debido al aumento progresivo de la resistencia, muy pocos antimicrobianos pueden utilizarse
en monoterapia frente a las infecciones causadas por microorganismos MR. Asimismo, existe un nimero
creciente de pacientes de riesgo, tanto por su edad avanzada y en muchos casos con patologias subya-
centes, como aquellos que estan sometidos a diversos tratamientos inmunosupresores, que requieren una
respuesta antibidtica potente y rapida ante una infeccion bacteriana, puesto que la capacidad de respuesta
inmunitaria para la resolucion del cuadro infeccioso puede ser practicamente irrelevante. Los tratamientos
combinados son, en la mayoria de los casos, empiricos, estan basados en los resultados de estudios clini-
cos previos y pueden requerir la confirmacion de su adecuacion segun la evolucion del paciente.

2 .CONCEPTOS BASICOS DE LA COMBINACION DE ANTIMICROBIANOS IN VITRO

En la eleccién de los antimicrobianos a combinar in vitro (generalmente con diferentes mecanismos de accion)
y con el fin de elegir adecuadamente los compuestos a estudiar, se deben considerar el espectro y el
mecanismo de accion de cada uno de ellos, asi como las concentraciones maximas que alcanzan en suero, ya
que en su estudio podrian utilizarse estos valores, asi como las eventuales contraindicaciones de su
administracion conjunta, entre otros.

Se debe tener en cuenta que para toda combinacion antibiédtica el grado de correlaciéon entre los resultados
obtenidos in vitro y la eficacia in vivo sera variable y que, en la mayoria de los casos, el uso de tales combi-
naciones estara basado principalmente en estudios clinicos previos que avalen la eficacia de las mismas. De
todos modos, los métodos in vitro aportan una aproximacion al escenario real y que puede ser de utilidad, con
la principal limitacion que impone el hecho de que las propiedades farmacocinéticas de cada antibiético no
pueden quedar evidenciadas en este tipo de estudios.

Las definiciones de las interacciones in vitro son independientes del método empleado para su determinacion
y comprenden, esencialmente, dos conceptos:

Sinergia: interaccion positiva en la que la suma de la actividad de los antibidticos es significativamente mayor
que la actividad esperada para cada uno por separado.
Antagonismo: interaccion negativa en la que el efecto de la combinacion es significativamente menor que el
efecto de cada compuesto cuando actia por separado.

Otras posibles interacciones pueden ser:

Adicion: el resultado de la combinacion es la suma de los efectos de cada antibidtico por separado, sin
que dichos compuestos interactien entre si (el resultado es igual a la sumatoria de la respuesta de los far-
macos, sin ser esta potenciada). Este concepto ha sido abandonado en la practica totalidad de las publi-
caciones debido a que su interpretacion no es concluyente y puede resultar clinicamente irrelevante.
Indiferencia: la actividad de ambos antibidticos se limita a ser igual a la del mas activo de la combinacion.

Y
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La definicion de adicion y de indiferencia por separado han sido abandonadas por muchos autores, algunos
solo se refieren a indiferencia y otros mencionan a ambos de manera conjunta con el concepto de “ausencia
de interaccion”, incluyéndolos dentro de un mismo intervalo de valores del indice de la concentracion inhibitoria
fraccional (siglas en inglés FIC: fractional inhibitory concentration) segun se detalla en el apartado 3.1.1.2. de
este procedimiento.

3.METODOS DE LABORATORIO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LAS COMBINA-
CIONES DE ANTIMICROBIANOS

El comportamiento de las combinaciones de antibidticos se puede medir mediante diferentes técnicas: 1)
métodos tradicionales (entre los que se incluyen las técnicas del tablero, curvas de muerte y técnicas con
tiras de gradiente de concentracién); 2) métodos farmacocinéticos y sinergia antibiotica, que incluye
los modelos de un compartimento y de dos compartimentos (modelo de fibras huecas o hollow fiber) y 3)
nuevas técnicas con potencial aplicacién al estudio de sinergias antibiéticas (citometria de flujo, mi-
crofluidica y calorimetria isotérmica, principalmente).

Los métodos que se realizan en el laboratorio para el estudio de las interacciones antibidticas, particular-
mente los que en este Procedimiento se denominan “tradicionales” (3.1.), han sido y aun contindan siendo
motivo de cierto debate en lo que se refiere a su precision, puntos finales de lectura y criterios de interpre-
tacion. Aspectos tales como el uso de concentraciones fijas y de diluciones dobles (algunos autores han
recomendado el uso de intervalos de concentracidn menores para lograr mayor precision) y los tiempos a
los que se miden los resultados son muchas veces cuestionados. Asimismo, hay publicaciones que indican
que se deben hacer al menos 5 determinaciones diferentes (réplicas) en el caso de la técnica del tablero y
que los datos obtenidos deberan tener = 80% de concordancia para dar validez a los resultados obtenidos.
Un aspecto destacado que hay que tener en cuenta es que la técnica de curvas de muerte permite medir la
actividad bactericida de la combinacién si esta esta presente, mientras que la del tablero solo aporta datos
de inhibicidn, al igual que la técnica que emplea tiras de gradiente de concentracion. Otro aspecto a consi-
derar es la dificil extrapolacién de los resultados entre una técnica y otra, como por ejemplo tablero versus
curvas de muerte, que segun algunas publicaciones no supera el 50% o en el caso de tiras de gradiente
versus curvas de muerte, en los que la correspondencia de sus resultados es muy variable y oscila alrededor
del 60%. Sin embargo, y aun teniendo en cuenta estas limitaciones, estos métodos, realizados con estricta
rigurosidad, pueden contribuir a tener una idea del comportamiento esperable de la asociacion de dos an-
tibidticos, particularmente en el caso de que dicho resultado indique sinergia o antagonismo, que son las
interacciones mas relevantes desde el punto de vista clinico.

De todos modos, hay que recordar que ningun método de sinergia in vitro esta estandarizado y por ello sus
resultados pueden ser controvertidos, deben ser analizados con cautela y, en lo posible, conociendo los
datos y la realidad clinica concomitantes.

3.1. METODOS TRADICIONALES
3.1.1. Método del tablero (checkerboard test)
3.1.1.1. Introduccion

El método del tablero es una de las técnicas que se utilizan para determinar la actividad in vitro de
una combinacidn de antibidticos y para su realizacion se pueden emplear placas de microtitulacion, tubos
(macrodilucién) o placas de agar, y debe su nombre al patron de crecimiento que generan las diferentes
diluciones dobles y seriadas al ser combinadas (tablero), tanto por encima como por debajo de las respec-
tivas concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de ambos compuestos. El intervalo de concentraciones
estudiadas debe abarcar un rango relevante desde el punto de vista clinico y suele ir desde cuatro o cinco
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diluciones por debajo de la CMI a dos o tres diluciones por encima. Una vez decidido el rango de diluciones
a estudiar, el método consiste en filas en las que cada pocillo (o tubo) contiene la misma cantidad del anti-
bidtico A diluido a lo largo del eje Y, y columnas, en las que cada pocillo (o tubo) contiene la misma cantidad
del antibidtico B diluido a lo largo del eje X. El resultado es que cada cuadrado del tablero (que representa
un pocillo o un tubo) contiene una Unica combinacion de los dos antibitticos. Es obvio que, al tratarse de
una combinacion, se debera considerar el factor de dilucién al afadir ambos antibidticos para calcular su
concentracion final (ver figura 1).

Figura 1. Esquema de tablero: ejemplo de diluciones seriadas de la combinacion de dos antibi6ticos en los
distintos pocillos de una microplaca.

5 2/0 | 2/0,06 2/1
T 1 1/0
S
.g; 0,5 0,5/0,5 | 0,5/1
O
[ W)
= 0,25
‘0
[we]
e 0,12/0
E 0,12
< 0,06/2

0,06
0 0/0,06
0 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2

ANTIBIOTICO B (ug/ml)

Tras el periodo de incubacién, los resultados se transfieren a un esquema, indicando en cada casilla si ha
habido un crecimiento visible o no. Asimismo, estos resultados se pueden transferir a una grafica de forma
aritmética denominada isobolograma. En ambos casos, la representacion permite, mediante una aprecia-
cion visual, complementar los datos numéricos que definen el tipo de efecto obtenido (ver figura 2).
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Figura 2. Representacion de los diferentes comportamientos posibles de una combinacion de dos anti-
bidticos observados mediante el método del tablero. (Modificado de: Clinical Microbiology Procedures
Handbook. 4th Edition (2016). Synergism testing: broth microdilution checkerboard and broth microdilution

methods. 5.16.)

Paneles A, B y C: diferentes resultados posibles de la combinacion de dos antibidticos (diluidos en escala
logaritmica en base 2). Los cuadros sombreados indican crecimiento visible.

Paneles D, E y F: isobologramas, representacion en escala aritmética de los tableros mostrados en A, B y
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3.1.1.2. Consideraciones generales
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Los estudios de asociacion de antibidticos permiten calcular el indice de concentracion inhibitoria fraccional
(CIF) para cada compuesto. Este indice se calcula de la siguiente manera:

Calculo de la CIF (concentracion inhibitoria fraccional) para cada antibiético:

* CIF del antibiotico A: CMI del antibiotico A en combinacion con el B

CMI del antibidtico A
* CIF del antibiotico B: CMI del antibidtico B en combinacion con el A

CMI del antibiotico B
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La suma de los dos CIF permite obtener el CIF conjunto o indice de la concentracion inhibitoria fraccio-
nal de la combinacion, ICIF.

Calculo del ICIF (de la combinacion):
*>CIF (ICIF)=CIFA+CIF B
Interpretacion de los resultados:

> CIF = 0,5: la combinacion es sinérgica

> CIF = 1: la combinacion es aditiva. Esta categoria de interaccion, definida en los trabajos iniciales de la
técnica del tablero, ha sido abandonada casi por completo ya que el valor fijado para su definicién esta
sujeto a las posibles variaciones inherentes al método de determinaciéon de la CMI (limitaciones propias del
método).

>CIF > 0,5 - < 4: la combinacion es indiferente (segun algunos autores, “ausencia de interaccion”).

> CIF > 4: la combinacion es antagonica.

Si se realizan subcultivos a partir de los pocillos o tubos que no muestran crecimiento visible, se puede
determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de la combinacion y, conociendo la CMB de cada
compuesto individual (determinada previamente), se puede calcular el indice CBF (concentracion bacteri-
cida fraccional).

Cuando se realizan las graficas de las CIF, se ve el perfil de la interaccién. Una curva con forma céncava
es caracteristica de sinergia, con forma convexa es caracteristica de antagonismo, pero si en lugar de una
curva se obtiene una recta de pendiente negativa, se debe a que la combinacion de antibiéticos no presenta
interaccion (ver figura 2).

3.1.1.3. Método del tablero para la determinacidén de sinergias antibiéticas
Los pasos a seguir para la realizacion de la técnica como para el grafico de los datos obtenidos son:

- En el eje X se colocan las diluciones de uno de los antibiéticos en las siguientes concentraciones: 0;
1/8 CMI, 1/4 CMI, 1/2 CMI, CMI, 2x CMI, 4 x CMI. Estas diluciones pueden incrementarse si se considera
necesario o existe la posibilidad de que exista antagonismo.

- En el eje Y se colocan las mismas diluciones para el otro antibiético, de forma que la primera casilla es
la correspondiente a 0 x CMI de los dos antibidticos.

De esta manera quedan representadas todas las posibles combinaciones de las diluciones de los dos anti-
biodticos, ademas de un control en la casilla con la combinacion 0/0. Si los resultados no son los esperados
y no puede verse interaccidn entre los dos antibidticos probados, habra que repetir el método redisefiando
el panel con otras concentraciones de antibiéticos. Por ejemplo, si la CMI del antibiético A es >512 mg/l y
la combinacion con B resulta en una CMI >512 mg/l no es necesaria la repeticion puesto que el microorga-
nismo es resistente. Pero si la CMI del antibiético B es 2 mg/l y la combinacién con A da una CMI £ 1mg/I
habria que repetir el panel reconfigurando las concentraciones de B por debajo de 1 mg/l, por ejemplo: 0,12,
0,25, 0,5y 1 mg/l.

La técnica del tablero también puede realizarse en placas con agar en el que se han agregado las distintas
diluciones combinadas de cada antibidtico, con anterioridad a la gelificacion del medio de cultivo. También
se puede realizar combinando tres antibioticos, pero esta aproximacion es compleja, no solo metodolégica-
mente sino también para la realizacion de los calculos y la comprension del resultado final. Para la prepa-
racion de los antibioticos, diluciones, medio de cultivo, inéculo, incubacion y lectura de la CMI individual de
cada compuesto se sigue la norma ISO 20776 (microdilucion estandar) y para la interpretacion de las CMls,
los puntos de corte establecidos por los comités internacionales, EUCAST o CLSI.
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En cuanto a los resultados, se debe informar el microorganismo estudiado, las CMIs (mg/l) de los dos antibi6-
ticos individualmente y su categorizacion [sensible (S), sensible con dosis incrementada (1), resistente(R)].
Asimismo, se debe informar la actividad de la combinacion de los dos antibiéticos y su interaccién, utilizando
un formato similar al siguiente:

o Informar el tipo de interaccion observada (sinergia, antagonismo, etc).
o Informar a qué concentracion de cada antibidtico se ha producido dicha interaccion.

La técnica del tablero tiene limitaciones ya que es un método que no esta estandarizado y todas las deter-
minaciones estan basadas en trabajos consensuados. Ademas, los resultados de las CMIs estan validados
para los antibiéticos individualmente pero no estan definidos para las combinaciones, por ello, los tipos de
interaccion se definen en base a los valores del indice CIF. Finalmente, las sinergias obtenidas in vitro pue-
den no predecir sinergias in vivo. Si bien la fiabilidad de los datos del método del tablero no ha sido validada
en ningun estudio clinico, el 96% de los profesionales médicos que tratan a pacientes de fibrosis quistica
(CF Referral Center, EE.UU) han indicado que los estudios de sinergia in vitro les han sido de utilidad,
el 89% ha empleado dichos resultados para tratar a sus pacientes y el 84% ha confirmado que sus
pacientes mejoraron tras el empleo de los regimenes sugeridos por este método.

3.1.2. Método de curvas de muerte
3.1.2.1.Introduccion

La curva de muerte o curva de letalidad es un método mediante el cual se determina la actividad in vitro
de diferentes concentraciones de un antibiético frente a un microorganismo durante un periodo de tiempo
que suele ser de 24 horas. Se trata, por tanto, de una técnica que mide la cinética de muerte bacteriana
mediante el recuento de colonias que permanecen viables tras la exposicion al antibiético en relacion al
indculo original. Este método se ha usado tradicionalmente para evaluar el comportamiento de nuevos
antibidticos y ademas puede ayudar a comprender la causa del fallo de un determinado tratamiento en el
que resulte crucial una actividad bactericida. Esta técnica también permite poner de manifiesto ciertos
comportamientos que pueden encontrarse en algunas poblaciones bacterianas como la tolerancia, la
persistencia y el efecto paraddjico.

Las curvas de muerte permiten determinar la actividad de dos o mas antibiéticos combinados y extrapolar,
con las limitaciones propias de todo método in vitro, la posible efectividad o sinergia o bien, por el contrario,
el efecto antagonico que dicha combinacion podria tener in vivo.

3.1.2.2.Consideraciones generales

El método de curvas de muerte empleando un solo antimicrobiano esta estandarizado en el documento
NCCLS (CLSI) M26-A, 1999. Brevemente, los detalles esenciales para llevar a cabo esta técnica consisten
en conocer la CMI del antibiético a probar con la mayor precision posible ya que se va a trabajar con dicho
valor y con multiplos (eventualmente también con submultiplos) del mismo; por ello, tradicionalmente, se
ha indicado que la determinacion de la CMI se realice mediante el método de macrodilucién, si bien seria
aceptable también el de microdilucion. Como norma general el recuento de microorganismos viables y del
indculo control se realizara a lo largo de 24 horas, a intervalos en horas que se ajustaran al tipo de actividad
del antibidtico, ya sea tiempo o concentracion dependiente. Habitualmente, la toma de alicuotas para la rea-
lizacion de los recuentos se hace en el momento inicial (t=0)y alas 2, 4, 8, (12) y 24 horas. Debe tenerse en
cuenta que para determinados microorganismos de crecimiento lento se puede prolongar la curva hasta las
48 horas con la limitacidn que puede acarrear una incubacion prolongada a la estabilidad de determinados
antibiéticos como los B-lactamicos.
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3.1.2.3.Método de curvas de muerte para la determinacién de sinergias antibidticas

Este método permite establecer la actividad de dos antibidticos (el analisis de la dinamica de tres anti-
bidticos es sensiblemente mas complejo, pero también es factible) en combinacion. Al igual que las otras
técnicas que permiten determinar sinergias in vitro, el método de curvas de muerte también esta basado en
recomendaciones metodoldgicas consensuadas, ya que no existen normas de estandarizacidon para méto-
dos que emplean combinaciones de antibioticos.

Una vez determinadas las CMlIs y decididas las concentraciones a probar (multiplos y submultiplos de la
CMI) se haran las curvas de muerte de cada antibidtico por separado y las de los compuestos que se haya
decidido combinar. Para estas combinaciones se enfrentaran, en medio liquido, el indculo bacteriano nor-
malizado y las diferentes concentraciones elegidas de dos (eventualmente, tres) antibidticos. Se incluira
un tubo de control de crecimiento del microorganismo sin antibiotico que permitira establecer los recuentos
del indculo frente a los cuales se haran, posteriormente, los calculos para establecer el comportamiento de
las diferentes concentraciones de la combinacion a lo largo del tiempo. Las concentraciones que se estu-
dian habitualmente corresponden a valores de 1xCMI, 2x y 4xCMI. En ciertos trabajos se incluyen valores
subCMI, sin embargo, como el objetivo Ultimo de los ensayos in vitro en el laboratorio de Microbiologia es
obtener resultados que tengan aplicacion clinica, en muchos casos se eligen las concentraciones que son
mas probables de alcanzar en el foco de la infeccion. Si esto no es posible, se utiliza la concentracion maxi-
ma que se alcance en el suero del paciente tras administrarle el antimicrobiano (C_, ), que se emplea como
valor subrogado.

méx)

Posteriormente, segun los tiempos elegidos, se haran los recuentos de colonias, mediante diluciones del
inéculo, incluyendo el tiempo inicial (t=0) y, sucesivamente, a las 2, 4, 8, (12) y 24 (o 48 horas). En esos
puntos se sembrara, en el medio solido apropiado, una alicuota del in6culo, debidamente diluido, que per-
mita realizar el recuento tras la incubacion requerida. Las placas se incubaran durante 24 horas (48 horas si
fuera necesario) y posteriormente se realizara un recuento del nimero de unidades formadoras de colonias
crecidas por mililitro (UFC/mI) teniendo en cuenta el factor de correccion debido a las diluciones realizadas.
Los recuentos se representan graficamente en escala semilogaritmica en el eje de ordenadas para las
UFC/ml y el tiempo en escala aritmética en el eje de abscisas (ver figura 3).

Figura 3. Representacion de una curva de muerte de un microorganismo frente a un antibiético a las con-
centraciones de 1x, 2x y 4x el valor de su CMI. (Modificado de: Clinical Microbiology Procedures Handbook.
4th Edition (2016). Time-kill assay.5.14.2)
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La actividad bactericida, tanto de un solo antibiético como de una combinacion se define como el descenso
del inoculo original (tiempo 0) en 2 3-log,, en las UFC/ml (A log 3) en un tiempo determinado.

Segun el comportamiento que tengan las combinaciones de antibidticos frente al inéculo original, se definen
los siguientes efectos:

- Sinergia: si se produce una disminucion de 22 log,, UFC/ml (reduccion de = 100 veces del nimero de
UFC/ml) con la combinacién de antibidticos en comparacion con el antibidtico mas activo (ver figura 4-1).
* Adicion: si se produce una disminucién de 1 a <2 log,, UFC/ml con la combinacion de antibioticos en
comparacion con el antibidtico mas activo. Esta categoria ha sido practicamente abandonada ya que el
resultado puede deberse a una limitacién del propio método y su significado clinico no ser concluyente.
* Indiferencia: si se produce una disminucion o un aumento de 1 log,, UFC/ml (reduccion o incremento
de 10 veces del numero de UFC/ml) con la combinacion de antibidticos en comparacion con el antibidtico
mas activo

+ Antagonismo: Si se produce un aumento de 22 log,, UFC/ml (aumento de 2 100 veces del numero de
UFC/ml) con la combinacion de antibidticos en comparacion con el antibiético mas activo (ver figura 4-2).

Figura 4. Representacion de dos curvas de muerte de un microorganismo frente a una combinacion de anti-
bidticos: con actividad sinérgica (1) y con actividad antagonica (2).

(Modificado de: Clinical Microbiology Procedures Handbook. 4th Edition (2016). Time-kill assay for determi-
ning synergy. 5.14.3.)
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Como se ha indicado previamente, en el momento de interpretar los resultados de las curvas de muerte, es im-
portante destacar que existen ciertos factores bioldgicos que pueden interferir en la capacidad de muerte ejerci-
da por los antibidticos, ya sea cuando actuan solos o en combinacion, y que tienen que ver con caracteristicas
propias de la poblacion bacteriana en estudio. Tres de los principales factores o caracteristicas a destacar son:
la tolerancia, la presencia de células persistentes y el efecto paradojico (efecto Eagle). En este procedimiento
no se describen estos fendmenos, pero deben conocerse y tenerse en cuenta si se observaran comportamien-
tos inesperados al realizar las curvas de muerte o bien fallos en el tratamiento que no cabria esperar segun los
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datos de sensibilidad obtenidos in vitro para los antibioticos prescritos.

Como conclusion cabria indicar que las curvas de muerte con combinaciones de antibidticos permiten es-
tudiar la dinamica de muerte y el tiempo en que esta ocurre y observar el tipo de interaccion entre los com-
puestos combinados, ya sea sinérgica o antagonica. La realizacion de esta técnica implica los mismos pasos
que requieren las curvas de muerte para un solo antibiético, pero empleando varias concentraciones de una
combinacién previamente establecida. Con las limitaciones ya conocidas para la extrapolacion confiable de
resultados in vitro-in vivo, la busqueda de sinergia o antagonismo mediante curvas de muerte con combina-
ciones antibidticas estaria justificada si la confirmacion de cualquiera de los dos fendmenos pudiera predecir
eficacia o fracaso clinico, respectivamente.

3.1.3. Métodos con tiras de gradiente de concentracion
3.1.3.1.Introduccién

Los métodos para el estudio in vitro de sinergia antibidtica son en su mayoria laboriosos, requieren tiempo para
su realizacion y para el calculo de los resultados finales. Esto ha limitado su uso y no constituyen por tanto
métodos implementados en la rutina diaria del laboratorio de Microbiologia. Sin embargo, los métodos que em-
plean tiras de gradiente de concentracion (TG) para determinar el efecto de una combinacion de antibidticos son
relativamente sencillos y, aunque no estan estandarizados, si se siguen las recomendaciones de los trabajos
ya publicados y realizados con una metodologia rigurosa, se puede obtener informacion util, rapida (18-20 h) y
con un grado aceptable de concordancia con los resultados obtenidos por métodos como las curvas de muerte
y la técnica del tablero.

Actualmente existen TG de dos tipos de soporte distinto, unas de ellas son de plastico no poroso y otras, de
papel. En ambos casos, la tira tiene un gradiente preformado del antibiético en una de sus caras, en una escala
que comprende generalmente 15 concentraciones, y debajo de ella una escala numeérica serigrafiada que indica
las diferentes concentraciones de dicho gradiente. Para la determinacion de la CMI de un antibiético frente a un
microorganismo se realiza un antibiograma por difusion en la que un indculo estandarizado (turbidez equiva-
lente al valor 0,5 de la escala de McFarland) se aplica sobre la superficie de una placa de Mueller Hinton (MH)
agar; sobre esta se dispone la tira con los numeros visibles hacia arriba y a las 18-20 horas, tras una incubacion
a 35 = 2 °C, se mide el punto de la interseccion de la elipse de inhibicién del crecimiento bacteriano y ese
valor se consigna como la CMI (ver figura 5 A-B).

Figura 5. Tiras de gradiente de CMI. A-1 y A-2: tiras de plastico. B: tira de papel
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Los primeros trabajos publicados sobre la utilizacion de las TG para el calculo de sinergias antibidticas datan
de la década de 1990, destacando el de White RI et al, que en 1996 describi6 el método en el que ambas tiras
se cruzan formando un angulo de 90° a las concentraciones de las respectivas CMlIs (previamente conocidas)
frente al microorganismo en estudio. Este trabajo se realizé con cepas patron ATCC, y a partir de entonces se
han desarrollado otras opciones para el uso de las TG y el estudio de sinergia antibidtica.

3.1.3.2. Consideraciones generales

Hasta el presente, para el estudio de sinergia mediante el empleo de TG se han descrito cuatro procedi-
mientos. En todos los casos la determinacion se debe realizar, al menos, por duplicado, ya que la lectura
de las CMI cuando se emplean TG, particularmente si hay un crecimiento difuso en el borde de la elipse de
inhibicion o colonias en su interior, puede requerir una consideracion especial a la hora de su interpretacion.

En todos los casos, el resultado final se determinara tras la realizacién de los calculos de las respectivas
concentraciones inhibitorias fraccionales (CIF) y del indice de la concentracion inhibitoria fraccional (ICIF),
que definira el comportamiento de la combinacion.

Los calculos para definir el comportamiento de una asociacion in vitro de dos antibidticos utilizando TG se
realizan del mismo modo que el que se ha indicado en el punto 3.1.1.2. de este Procedimiento. Aplicando es-
tos calculos se obtiene la CIF y el ICIF, y los comportamientos que se definen para la combinacion a partir del
valor de ICIF seran sinergia, indiferencia o antagonismo, del mismo modo que se ha indicado previamente.

3.1.3.3. Métodos de tiras de gradiente de concentracion para la determinacion de sinergias antibidticas
A) Método de TG cruzadas en angulo recto

i) Una vez conocido el valor de las CMIs de ambos antimicrobianos, las TG se cruzan en angulo recto (90°)
en el punto que corresponde a la CMI de cada uno de ellos. Si una de las CMIs excede el rango de con-
centracién de una de las tiras, la otra tira se cruzara a la altura de la maxima concentracién de la primera.
Tras la incubacioén pertinente (18-20 horas, 35 + 2°C) se leen las “nuevas” CMIs. El tipo de interaccion
producida, particularmente sinergia o antagonismo, se calculara segun lo indicado en el punto 3.1.1.2. de
este Procedimiento. White RI et al (1996), autores del primer trabajo en el que se describe este método,
encontraron un rango de concordancia muy variable entre esta técnica y la de curvas de muerte realiza-
das en paralelo (44%-88%) y de un 63%-75% con el método del tablero. Aun asi, esta es la variante del
método con TG que mas se emplea en los laboratorios de Microbiologia.

ii) Esta segunda técnica es una variacion del método anterior que ha sido publicada recientemente (Motos
A et al, 2019): en este caso las TG se cruzan en angulo recto en los valores que corresponden a las res-
pectivas concentraciones clinicas que cada antibiético alcanza en el estado estacionario (Css, de las si-
glas en inglés) segun los regimenes de dosificacion recomendados. Esta aproximacion tiene dos ventajas
con respecto a la descrita en el apartado anterior, ya que no requiere del paso previo de conocer la CMI
(24 horas a partir de tener el aislado) y se realiza teniendo en cuenta las concentraciones clinicamente
representativas de aquellas que se alcanzan tras la exposicion in vivo a las dosis estandar.

B) Método de la proporcion fija

En esta técnica se inocula una placa de agar MH con un inéculo estandarizado y sobre esta se coloca la TG
del antibidtico Ay lo mas separada posible, se coloca la tira del antibiético B. Se incuba la placa a temperatura
ambiente durante 1 hora de manera que ambos antibiéticos difundan en el medio. A la hora, se retiran ambas
tiras con cuidado (con ayuda de unas pinzas) y se desechan. A continuacion, se coloca una nueva TG del
antibidtico A exactamente sobre la impronta dejada por B y una nueva tira de B sobre la impronta dejada por
Ay se incuban las placas 18-20 h a 35 £ 2°C. Es necesario también realizar las determinaciones de la CMI
utilizando cada uno de los dos antimicrobianos por separado. Teniendo en cuenta los valores de las CMls
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individuales y los correspondientes valores obtenidos tras realizar la combinacion, se hacen los calculos del
IFCI.

C) Método de la proporcion CMI:CMI

Inicialmente se determinan las CMIs del antibidtico A y del antibiético B mediante TG. Una vez conocidos
estos valores, sobre una placa de agar MH inoculada con el microorganismo en estudio, se coloca la TG del
antibidtico Ay se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente para que difunda todo el antibiético. Se hace
lo mismo con el antibiético B. Transcurrida la hora, se retiran las tiras, se desechan y se hace una marca
a la altura del valor de cada CMI ya conocidas previamente. A continuacion, una nueva TG de B se coloca
sobre la impronta dejada por A pero a la altura de la marca de su CMI y lo mismo se hace con la TG de A con
respecto a la impronta dejada por B, colocandola a la altura de la marca de la CMI de B. La placa se incuba
18-20 h a 35 + 2°C. Transcurrido ese tiempo se leen las elipses de inhibicion resultantes, se calcula el IFCl y
se interpreta el tipo de respuesta debida a la combinacion.

D) Método en placas con antibiético incorporado en el agar

Sobre placas inoculadas con el microorganismo y que contienen incorporadas concentraciones subinhibito-
rias del antibidtico A (por ejemplo.: 0,25xCMI, 0,5xCMI) se coloca la TG del antibidtico B. Lo mismo se realiza
sobre placas inoculadas pero que no contienen antibiético A. Tras la incubacién habitual (18-20 h a 35 + 2°C),
el comportamiento de la combinacion se considerara sinérgico si hay una reduccion de mas de tres diluciones
en aquellas placas que contienen el antibidtico A incorporado en el medio.

3.1.3.4. Valoracion de los métodos de sinergia con TG: correlacion con otros métodos in vitro y extrapolacién
a la clinica: aplicaciones y limitaciones

Como se ha indicado previamente, ningun método de sinergia in vitro ha sido estandarizado, aun asi, el mé-
todo de curvas de muerte para el estudio de sinergia antibiética, debido a que es el unico que mide actividad
bactericida, es considerado el mas aproximado para correlacionar sus resultados con la situacion in vivo.

Los 4 métodos que determinan sinergia con TG descritos en el punto anterior 3.1.3.3 tienen distinto grado de
correlacion con el de curvas de muerte y ademas, los datos publicados para cada uno de ellos difieren entre
si segun las publicaciones. Globalmente, la mayor concordancia entre los resultados obtenidos con curvas
de muerte y con TG, aunque variable segun los antibiéticos y los microorganismos estudiados, se da para
el método de las TG cruzadas en angulo recto (rango de concordancia: 67%-88%) y para el método de la
proporcién CMI:CMI ([rango de concordancia: 63%-83%). Si se compara el grado de complejidad de la deter-
minacion de sinergia mediante una curva de muerte con el de una sinergia mediante TG, a pesar de algunos
valores bajos de concordancia, esta ultima debe valorarse positivamente como una herramienta de utilidad
para su uso en la rutina del laboratorio de Microbiologia.

3.2. METODOS FARMACOCINETICOS

Como se ha indicado en apartados previos, en la ultima década se ha producido un notable incremento en
la utilizacion de combinaciones de antibidticos para el tratamiento de multiples infecciones. Estas combina-
ciones pueden presentar mejores perfiles de eficacia y/o generar menos resistencias. Son varias las razones
que justifican la combinacién de antibidticos: 1) una infeccion puede estar causada por varios microorga-
nismos que requieran la utilizacién de antibidticos con diferente espectro de actividad, 2) la infeccion puede
deberse a un Unico microorganismo, pero hay una elevada probabilidad de que se genere resistencia si se
utilizan antibiéticos en monoterapia, y 3) en ocasiones, la utilizacion de una combinacion de antibidticos re-
duce la toxicidad. Por otro lado, también es posible combinar un antibiético con otra molécula que no tiene
actividad antimicrobiana, por ejemplo, un B-lactamico y ciertos inhibidores de B-lactamasas.
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A pesar del beneficio de las combinaciones de antibidticos, su utilizacion clinica no esta libre de dificulta-
des. No solo hay que establecer cuales son las dosis mas adecuadas de cada uno de los antibidticos, sino
que también hay que optimizar los intervalos de dosificacion y el periodo de tiempo entre la administracion
de uno y de otro. Es importante tener en cuenta que la contribucion de cada uno de los antimicrobianos al
efecto global y el grado de interaccion entre ellos puede depender de las concentraciones.

Para optimizar la dosis de un antibiético es esencial controlar las concentraciones a lo largo del tiempo, en
la mayoria de los casos las concentraciones plasmaticas, aunque también seria deseable en tejidos vy, es-
pecialmente, en el lugar de la infeccion (farmacocinética, PK), y ademas, en diferentes situaciones (dosis,
via de administracion, edad, tipo de infeccion, interacciones con otros farmacos, etc.). Aunque el control de
las concentraciones es necesario, no es suficiente. El conocimiento de la relacién entre la concentracion y
el efecto (farmacodinamia) también resulta esencial. El analisis farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD)
relaciona la actividad de un antimicrobiano con las concentraciones que se alcanzan en el lugar de accion
y con la sensibilidad del microorganismo al antibidtico, expresada generalmente como concentracion mi-
nima inhibitoria (CMI). La relacion cuantitativa entre un parametro PK y un parametro farmacodinamico se
conoce como indice PK/PD. Los principales indices PK/PD asociados con la eficacia son el tiempo durante
el cual la concentracion de farmaco libre permanece por encima de la CMI (expresado como porcentaje
del intervalo de dosificacion), la relacion entre la concentracion maxima de farmaco libre y la CMI (C__/
CMI) y la relacién entre el area bajo la curva de concentracion de farmaco libre-tiempo en un intervalo de
24 horas y la CMI (AUC,,/CMI).

Aunque el analisis PK/PD ha sido ampliamente utilizado en los ultimos afios para optimizar los regimenes
de dosificacion de antibiéticos, apenas se ha utilizado para estudiar las combinaciones de antimicrobianos.
Asi, es dificil establecer si los valores de los indices PK/PD de los antibidticos administrados por separa-
do serian o no los mismos cuando se administran en combinacién. Aunque podria pensarse que la mejor
opcion es mantener el régimen de dosificacion de cada antibiético cuando se administra por separado, no
hay evidencias cientificas.

La caracterizacion de la actividad antimicrobiana de antibiéticos administrados en combinacién puede
estudiarse utilizando modelos in vitro farmacocinéticos-farmacodinamicos (PK/PD), que consideran los
cambios en las concentraciones de los antibiéticos a lo largo del tiempo y su interaccidn con la evolucién
de crecimiento y muerte bacteriana. En general estos modelos consisten en compartimentos que permiten
poner en contacto la poblacién bacteriana y los antibiéticos, de tal forma que el efecto se puede expresar
en funcion de la muerte o de la inhibicién del crecimiento bacteriano. Los modelos in vitro tienen desven-
tajas e imprecisiones. Por ejemplo, el crecimiento bacteriano no es igual en un medio liquido que en un
organismo vivo y tampoco en superficies. Otro inconveniente es la agitacion; en los modelos in vitro, los
medios de cultivo deben agitarse para evitar la formacion de biopeliculas y la distribucion desigual de las
bacterias. Ademas, la agitacion favorece la aireacioén, lo que estimula el crecimiento.

Estos estudios pueden llevarse a cabo mediante modelos en condiciones estaticas, si se pone en contacto
un microorganismo con un antibiético a concentraciones constantes a lo largo del tiempo, o en condiciones
dinamicas, cuando se expone al microorganismo a concentraciones de antibiético que cambian a lo largo
del tiempo simulando el perfil farmacocinético in vivo. En la tabla 1 se recoge una comparacion entre los
modelos estaticos y los modelos dinamicos.
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los modelos in vitro para estudiar el efecto de los antibioticos.

Caracteristicas Modelos estaticos Modelos dinamicos
Sistema Cerrado Abierto
Concentracion Constante Variable

de antibidtico

Dilucion del farmaco No Si

Complejidad Baja Alta

Dosificacion Unica Unica/muiltiple

Duracién 24-48 horas Hasta 72 horas (podria ser

mas), segun el régimen de

dosificacion
Volumen de medios Bajo Alto
N° de cepas bacterianas 1 Varias
Pérdida de inéculo No Si, dependiendo del sistema
Dilucion de bacterias - -/+, dependiendo del sistema

3.2.1. Modelos estaticos

Los modelos estaticos suelen realizarse durante periodos de 24-48 horas. Si se necesitan tiempos mas pro-
longados, se podria ampliar si se reemplaza el medio con medio fresco con el antibidtico. Si el antibiotico es
poco estable, se pueden afiadir pequefias cantidades del antibiético al medio de cultivo para compensar la
degradacion. Una ventaja de los modelos estaticos es la sencillez y el bajo coste, y que se pueden llevar a
cabo con instrumentacion basica, por lo que permiten evaluar un gran numero de tratamientos en relativa-
mente poco tiempo.

Los modelos estaticos permiten estudiar la dinamica del crecimiento y muerte bacteriana, el efecto del indculo
inicial sobre la muerte bacteriana y la probabilidad de seleccionar mutantes resistentes durante la exposicion
al antibiotico. También pueden utilizarse para evaluar las interacciones farmacodinamicas entre antibiéticos y
pueden servir de apoyo para establecer si la actividad de un antimicrobiano es dependiente del tiempo o de
la concentracion.

Debido a que las concentraciones constantes del antibidtico no representan la situacion real en un paciente
(salvo si se utiliza una infusion continua), la informacion que proporcionan los modelos estaticos tiene una
relevancia limitada para optimizar los regimenes de dosificacion. Ademas, un problema de los modelos es-
taticos es la deplecion de nutrientes, que puede implicar cambios en el tamafio celular, la pared celular y la
membrana, y estos cambios, debidos a la adaptacion al medio, condicionan la sensibilidad a los antibioticos.

3.2.2. Modelos dinamicos

En los modelos dinamicos, la concentracion del antimicrobiano va cambiando con el tiempo, simulando las
concentraciones en el paciente. Se clasifican en dos categorias: modelos de un compartimento y modelos de
dos compartimentos.

A) Modelo dinamico de un compartimento

Los modelos de un compartimento (Quimiostatos) consisten en un biorreactor central, generalmente con
un volumen entre 100 y 250 mL en el que se afiade de forma continua medio de cultivo fresco y se elimina,
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también de forma continua, el medio (con la consiguiente eliminacion de bacterias y de antibidtico). La velo-
cidad de entrada y la velocidad de salida del medio se igualan para mantener el volumen constante. El anti-
bidtico puede administrarse directamente en el compartimento (bolus) o incorporarse en el medio de cultivo
fresco (en este caso se simula una infusion). También se puede simular una administracién extravasal afia-
diendo un segundo recipiente con la solucion del antibiético que es bombeado al compartimento de acuerdo
a una cinética de primer orden. Mediante este sistema, se puede evaluar el efecto antimicrobiano cuando se
administra una dosis Unica o varias dosis, y también la influencia del régimen de dosificaciéon. Al reemplazar
continuamente el medio de cultivo, es posible mantener el sistema durante tiempos mas largos que con los
modelos estaticos. Ademas, con estos modelos se pueden estudiar las combinaciones de antibioticos. En la
figura 6 se recoge un esquema con el modelo dinamico de un compartimento.

Figura 6. Modelo dinamico de un compartimento con administracion del antibiético en bolus, infusién o ex-
travasal.
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Uno de los inconvenientes de los modelos de un compartimento es la pérdida de indculo y la posible conta-
minacion del medio, especialmente si el ensayo es largo. En general, la duracion de los experimentos puede
ser de hasta 96 horas, pero a menudo suelen durar 24 horas. En los estudios con antibioticos de corta se-
mivida de eliminacion, hay una considerable pérdida de indculo, lo que da lugar a una infraestimacion de la
concentracion de farmaco necesaria para inducir la muerte bacteriana y la seleccion de mutantes resistentes,
especialmente en el caso de bacterias o subpoblaciones de bacterias de replicacién lenta. Para evitar esto,
se pueden utilizar filtros, pero tienen el inconveniente de que suelen obstruirse. Tanto la eliminaciéon de bacte-
rias como una oxigenacion incompleta pueden dar lugar a menores densidades de microorganismos que en
el modelo estatico y el modelo dinamico de dos compartimentos. Si la duracién del ensayo es larga y la den-
sidad bacteriana es alta, se pueden acumular productos de deshecho procedentes de los microorganismos
que limitan la utilidad de este modelo para evaluar el efecto del antimicrobiano sobre la muerte bacteriana y
la seleccion de mutantes resistentes.

B) Modelo dinamico de dos compartimentos
Este modelo es similar al modelo de un compartimento, pero la eliminaciéon de bacterias se evita separando

las bacterias del compartimento central incorporando un compartimento periférico (normalmente de entre 10
y 20 mL).
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El modelo de dos compartimentos mas comun es el modelo de fibras huecas, denominado en inglés hollow
fiber, que ademas se considera el mejor modelo in vitro para evaluar los indices PK/PD y las concentra-
ciones que mejor predicen la muerte bacteriana y la prevencion de resistencias. Este dispositivo utiliza un
cartucho constituido por miles de fibras huecas o capilares con un diametro de aproximadamente 200 um de
diametro, dispuestas en paralelo y que se unen en los extremos de tal forma que el medio que entra en el
cartucho penetra en el interior de las fibras. El tamafio de poro de la pared de las fibras sera tal que retenga
al microorganismo, pero que deje pasar libremente el antibidtico y otras moléculas pequefias. Las bacterias
se inoculan en el exterior de las fibras, quedando retenidas en el espacio extracapilar (ECS), simulando una
infeccion extravascular. EI ECS es el espacio que queda entre las fibras y la pared del cartucho. EI medio
procedente de un reservorio central se hace recircular por el interior de las fibras, proporcionando oxigeno y
soporte nutricional. Las moléculas pequefias, como los antibioticos, la glucosa o los productos de deshecho
pueden atravesar facilmente la pared de las fibras. En la figura 7 se observa un esquema del sistema de
fibras huecas.

Figura 7. Esquema del modelo dinamico de fibras huecas.
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Una de las principales ventajas de este sistema es la elevada relacién area/volumen, lo que proporciona
una rapida y uniforme distribucion del antibidtico en el ECS (puede llegar a ser de 150 cm?/mL). Existen
cartuchos comercializados, elaborados con diferentes polimeros y compatibles con diferentes tipos de far-
macos, por ejemplo, polisulfona, celulosa y fluoruro de polivinilideno (PVDF). El disefio de un modelo de
dos compartimentos es similar al modelo de un compartimento, excepto que los microorganismos quedan
confinados en el ECS (unos 20 mL) y fisicamente separados del reservorio central por la membrana se-
mipermeable. La concentracion de farmaco en el reservorio central se equilibra rapidamente con el medio
del ECS en el que estan las bacterias. El volumen del reservorio central puede ajustarse para conseguir
cambios rapidos en la concentraciéon del antibidtico.

Otra ventaja de este sistema es que las bacterias se disponen en un volumen pequefio (10-20 mL), similar
a lo que ocurre en una infeccién in vivo. Se pueden obtener muestras facilmente, sin afectar apenas al
inoculo bacteriano. Ademas, es un sistema muy seguro, puesto que las bacterias estan unicamente en el
cartucho, lo que es muy importante cuando se manejan microorganismos peligrosos, como por ejemplo
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Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Franci-
sella tularensis o Yersinia pestis. Con el modelo de fibras huecas, se puede regular muy bien la cinética
de absorcion y la eliminacién del antibidtico y permite evaluar varios antibioticos, lo que permite detectar
interacciones entre farmacos y estudiar terapias de combinacion.

A pesar de las ventajas, el modelo de fibras huecas también tiene inconvenientes, entre los que se incluye
el alto coste, ya que los cartuchos son de un solo uso. Por ello, es importante hacer una correcta planifica-
cion y ejecucion de los experimentos. Otro inconveniente es que algunos farmacos, especialmente si son
lipdfilos, se pueden unir a la membrana, lo que dificulta su estudio.

Debido al tamafio de poro de las membranas, las B-lactamasas se quedan retenidas en el espacio ex-
tracapilar. En el caso de regimenes de dosificacion subterapéuticos con limitada o nula capacidad de
provocar la muerte bacteriana, las B-lactamasas se acumulan a lo largo del tiempo y pueden degradar
los B-lactamicos. Esto es moderadamente controlado por las proteasas bacterianas, que rompen las
B-lactamasas y puede ser mitigado con lavados de la suspension bacteriana antes de ser inoculada en el
cartucho. Por ello, la cuantificacion de [(-lactamasas en el ECS permitiria identificar las cepas hiperpro-
ductoras. Esto también es esencial en los estudios en los que se utilizan altos in6culos de cepas resis-
tentes de microorganismos altamente permeables, como Escherichia coli. Estas cepas pueden provocar
una rapida disminucion de la concentracion extracelular de los B-lactamicos debido a la actividad de las
B-lactamasas en el espacio periplasmico de las bacterias, algo que también ocurre con los anteriores
modelos

3.2.3. Disefio de experimentos con los modelos in vitro
Para disefiar los experimentos con estos modelos in vitro, hay que tener en cuenta las siguientes variables:

1. Seleccion de la cepa. La cepa utilizada en los modelos debe ser relevante teniendo en cuenta la
indicacion clinica y el objetivo del estudio. En un estudio PK/PD robusto se deberia incluir una cepa de
referencia (por ejemplo, ATCC), una cepa sensible y dos, menos sensibles. Entre estas Ultimas, podria
ser conveniente utilizar una cepa procedente de un paciente de UCI, que suelen tener valores de CMI
mas elevados dentro del rango de sensibilidad, asi como otra de un paciente ingresado en un servicio
que no sea la UCI. También es importante incluir cepas con diferentes mecanismos de resistencia.

2. Inéculo y frecuencia de mutacién. Para la seleccién del indculo inicial de bacterias se debe tener
en cuenta el objetivo del estudio y la indicacion clinica. Por ejemplo, en estudios de neumonia adquirida
en el hospital y asociada a ventilacion mecanica, se utiliza un inéculo elevado, de aproximadamente
108% UFC (equivalente a un volumen de 15 mL de una suspension bacteriana de 1073 UFC/mL). Tam-
bién hay que tener en cuenta la probabilidad de que aparezcan mutantes resistentes en funcion del
tamano del indculo.

3. Duracion de la terapia y prevencion de resistencias. Dependera del objetivo del estudio. Para
establecer los indices de eficacia PK/PD, la duracion de los experimentos de entre 1 y 3 dias suele ser
suficiente. Se suelen utilizar estudios mas largos en el caso de bacterias que se dividen lentamente.
La duracion debe ser suficiente para determinar la exposicion de antibidtico necesaria para conseguir
una reduccion en el numero de bacterias de 1-log, y 2-log, o bacteriostasis a las 24 horas y al final del
estudio. También hay que tener en cuenta la probabilidad de seleccién de mutantes resistentes.

4. Estabilidad de los antibiéticos. Es fundamental asegurar la estabilidad y la solubilidad de los
antimicrobianos en los medios y en las condiciones en las que se desarrollan los estudios. Muchos
antibioticos son hidrosolubles, pero otros tienen una solubilidad limitada en medios acuosos, por lo que
pueden precipitar. También es importante evitar la adsorcion a las superficies de los tubos, frascos,
membranas Yy filtros.
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5. Perfil de concentracion de antibioticos. Se debe tener en cuenta el perfil farmacocinético y la
union a proteinas plasmaticas del antibidtico en los pacientes para simular las concentraciones del
antibiético en el sistema (es importante simular las concentraciones de farmaco libre en plasma, o
idealmente, en el lugar de la infeccidén). Si un metabolito contribuye significativamente al efecto
antibacteriano, deben simularse las concentraciones del antibiético y del metabolito por separado y de
ambos juntos. En el caso de profarmacos, que son inactivos y/o rapidamente transformados en la
molécula activa, como es el caso de tedizolid, ceftarolina, o colistina, se debe evaluar el compuesto
activo, ya que la velocidad de transformacion a la molécula activa puede ser diferente in vitro e in vivo.
Para estudiar las combinacio-nes de antibidticos y obtener informacion sobre las interacciones que
puedan darse, deben ensayarse diferentes concentraciones de cada molécula por separado y en
combinacién, excepto si se sabe que una de las moléculas no tiene efecto antibacteriano. En el caso de
la combinacién de un B-lactamico con un inhibidor de B-lactamasas, es importante estudiar el (-
lactamico y el valor de la CMI frente a la cepa utilizada, junto con el inhibidor de B-lactamasas a la
concentracion adecuada. En este sentido, es muy importante hacer un buen disefio de los estudios
para minimizar el nimero de combinaciones a ensayar. Por ejemplo, en un reciente estudio, Sy SKB et
al. han evaluado aztreonam y avibactam a dos niveles de concentracién para cubrir el rango de
0,5-8.192 mg/L en incrementos del doble. Esto implica 16 niveles de concentracion de aztreonam para
cada concentracion de avibactam, lo que supone un total de 80 niveles. Sin embargo, aplicando un
disefio matricial, consiguieron reducir a 20 combinaciones, mas 7 niveles de concentracién de
avibactam solo, mas 5 niveles de aztreonam solo, mas dos controles (total 34). Estos estudios se
pueden abordar utilizando los modelos estaticos, pero son mucho mas dificiles de llevar a cabo en los
modelos dinamicos; de hecho, hay muy pocos estudios publicados sobre la com-binacion de
antibioticos utilizando modelos dinamicos.

6. Cuantificacion de la concentracion de antibiotico. La concentracion de farmaco en el sistema se
debe confirmar tomando muestras a diferentes tiempos y midiendo la concentracion.

7. Cuantificacion del inéculo bacteriano. Es necesaria para caracterizar el perfil de inhibicion del
crecimiento y la muerte bacteriana, asi como para detectar la aparicion de mutantes resistentes. Gene-
ralmente la muerte de las bacterias predominantes se mide contando las bacterias viables en agar libre
de antibidtico. Por el contrario, la cuantificacion de las bacterias menos sensibles se realiza en agar con
antibiotico.

3.2.4. Analisis de datos e interpretacion de los resultados

Existen diferentes modelos empiricos, semi-mecanisticos y mecanisticos basados en aproximaciones ma-
tematicas para analizar los datos obtenidos en los estudios PK/PD in vitro.

Los modelos empiricos generalmente analizan el numero de bacterias viables al final de la terapia o el
area bajo las curvas de muerte bacteriana durante diferentes intervalos de tiempo. Los modelos empiricos
son capaces de describir los perfiles de concentracion y de bacterias viables a lo largo del tiempo, pero
no tienen en cuenta informacion sobre los mecanismos de acciéon. En concreto, para la combinacién de
antibioticos, los modelos empiricos no son utiles para evaluar el efecto si los antibidticos actuan en lugares
diferentes o tienen mecanismos de accidn distintos, o si tienen diferentes grados de sinergia.

Los modelos semi-mecanisticos son modelos empiricos que tienen en cuenta los aspectos generales
del crecimiento bacteriano y el efecto de los antibiéticos, asi como la seleccion de resistencias y son fre-
cuentemente utilizados para tratar los datos experimentales obtenidos, tanto con modelos estaticos como
dinamicos. En la figura 8 se recoge, a modo de ejemplo, el esquema del modelo utilizado para describir el
efecto de ceftazidima/avibactam frente a P. aeruginosa.
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Figura 8. Representacion esquematica de un modelo que explica el efecto de la ceftazidima y avibactam
sobre el crecimiento y muerte de Pseudomonas aeruginosa en un sistema cerrado con una densidad bac-
teriana dependiente de la degradacion de ceftazidima.
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Los modelos mecanisticos tienen en cuenta el ciclo del crecimiento bacteriano, la sensibilidad, interaccio-
nes farmaco-receptor, y el mecanismo de accién. Este tipo de modelos utilizan conceptos de modelizacion
matematica en biologia y se han aplicado tanto a antibiéticos en monoterapia como en combinacion. En el
futuro, estos modelos permitiran incorporar informacion “émica” que describa las interacciones hospeda-
dor-microorganismo, proporcionaran informacion adicional que nos ayudara a entender mejor los mecanis-
mos que subyacen en un proceso infeccioso y a disefiar mejor las terapias de combinacion de antibidticos.
Existen numerosos estudios que aplican estos modelos a diferentes combinaciones de antibidticos, como
por ejemplo ceftazidima/avibactam, tigeciclina con meropenem, meropenem con tobramicina, aminogluco-
sidos con carbapenemas. Recientemente se ha publicado un estudio en el que se aplican estos modelos a
la combinacion de tres moléculas: colistina, ceftolozano y tazobactam.

Una vez desarrollado un determinado modelo y obtenidos los datos experimentales, el siguiente paso es la
optimizacion de los regimenes de dosificacion para incrementar la eficacia, reducir los efectos adversos y
la probabilidad de generacién de resistencias. Para ello, es fundamental tener en cuenta los cambios en el
perfil cinético de los antibidticos que se pueden dar en determinadas situaciones, por ejemplo, en el pacien-
te critico, en el paciente pediatrico, en el paciente obeso, etc. Desafortunadamente, todavia no esta per-
fectamente establecida la traslacion de los resultados obtenidos con estos modelos a la clinica. De hecho,
pocos estudios incluyen simulaciones para pacientes o recomendaciones de regimenes de dosificacion.
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3.3. NUEVOS METODOS CON POTENCIAL APLICACION AL ESTUDIO DE SINERGIAS
ANTIBIOTICAS

3.3.1. Consideraciones generales

Los métodos clasicos para la determinacion de sinergia antibidtica se basan en estudios del crecimiento
de la cepa incubada con los antibiéticos a estudiar, tanto en medio liquido (curva de muerte bacteriana,
técnica del tablero), como en medio sélido (difusion con tiras de gradiente de concentracion, doble difusion
con discos). En los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias con aplicacion en el campo de la
Microbiologia para el estudio de la actividad de los antibiéticos, basados en distintos principios como la mi-
crofluidica, la calorimetra, o la citometra de flujo. Estas metodologas se emplean con el fin de aumentar

la automatizacion y con ello el rendimiento, el tiempo de respuesta y la eficiencia a la hora de proporcionar
resultados. Su utilidad incluye el estudio tanto de la actividad de nuevos farmacos como de combinaciones
de antibioticos. Aunque su aplicacion se limita fundamentalmente al ambito de la investigacién, en un fu-
turo proximo es posible que pueda ser una realidad adaptada a los laboratorios de Microbiologia Clinica.

Estos métodos innovadores para abordar la sinergia antibiética podrian facilitar el establecimiento de una
técnica que se complementara con estudios clinicos para determinar la utilidad de las combinaciones en
pacientes concretos.

3.3.2. Microfluidica

Las plataformas basadas en la microfluidica permiten determinar la sensibilidad fenotpica a los anti-
bidticos mediante el uso de pequefios volumenes de reaccion, o que permite un manejo preciso, auto-
matizacion, acortamiento en el tiempo de respuesta y alto rendimiento. Estos métodos utilizan distintas
tecnologias como bolas magnéticas, hidrogeles o microarrays en formato de microchips, algunos de ellos
diseflados concretamente para trabajar con combinaciones de antibiéticos a distintas concentraciones.
Existe un microchip que incluye dos antimicrobianos colocados en angulo recto, donde se pueden estable-
cer gradientes ortogonales de concentracion de ambos compuestos mediante difusidn y que se enfrenta a
bacterias fijadas en un gel de agarosa (ver figura 9). La plataforma genera de forma automatica multiples
combinaciones con lo que se establece una matriz dosis-repuesta que permite calcular el indice Loewe.
Este indice es un valor que se obtiene al emplear el modelo matematico de referencia del mismo nombre
y que permite definir sinergia o antagonismo, comportamientos que dependeran del tipo de accién con-
junta de dos antibiéticos, con la condicion de que estos actuen sobre las mismas dianas bacterianas y no
de manera independiente. El modelo de Loewe se utiliza habitualmente en las plataformas basadas en la
microfluidica para definir el comportamiento de las asociaciones antibidticas.

La densidad celular se mide por un analisis de imagen en una escala de grises. Con este chip se puede
alcanzar el maximo crecimiento bacteriano en 7 horas a diferencia de las microplacas donde se necesita
un minimo de 16 horas. Como limitaciones, el sistema no permite el analisis bacteriano posterior y ade-
mas el crecimiento de las bacterias en el gel puede ser diferente del que se produce en medio liquido.
Asimismo, existe un sistema basado en microfluidica para el desarrollo de biopelculas bacterianas. Con-
siste en una placa con pocillos de entrada y salida de medio de cultivo unidos por microcanales donde se
desarrolla la biopelcula (ver figura 10). Estos canales se pueden observar al microscopio y se pueden te-
ir diferencialmente para cuantificar células vivas y muertas. El hecho de que sea un sistema dinamico, en

el que se controla el flujo de nutrientes y la temperatura, hace que se aproxime de una forma mas
exacta a un sistema in vivo que los sistemas de microplacas. Una vez formado el biofilm se pueden
ensayar tanto combinaciones antibidticas como monoterapias. Se han desarrollado biofiims de P.
aeruginosa, Staphylococcus aureus, E. coli e incluso biofilms polimicrobianos simulando la microbiota
bucal.
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Figura 9. Representacion esquematica de la plataforma en formato microchip que permite generar gra-
dientes de concentracion ortogonales del antibiotico Ay B en un cultivo bacteriano crecido en gel de aga-
rosa. (Adaptado de: Kim S et al. 2019)

Figura 10. Esquema de la placa de Bioflux en la que se pueden generar hasta 24 biopeliculas. (Adaptado
de: Benoit MR et al. 2010)

3.3.3. Citometria de flujo

El principio de la citometria de flujo consiste en transferir células en suspensién de manera individual a
través de una celda que es impactada por una o mas fuentes de luz monocromaticas, de manera que se
detecta la sefial dispersada y la emision de fluorescencia de cada elemento dentro de la suspension; de
este modo es posible caracterizar, separar y cuantificar las diferentes subpoblaciones celulares que se
engloban en un conjunto. Con esta técnica es posible obtener informacién sobre la sensibilidad bacteriana
a los antibidticos mediante el uso simultaneo de varios fluorocromos, que permiten la obtencion de distin-
tos parametros como potencial de membrana, tamafio celular, actividad enzimatica, actividad de bombas
de flujo, integridad de la membrana celular y concentracion bacteriana. La citometria de flujo puede, por
tanto, diferenciar las subpoblaciones dafadas por un antibiotico, asi como células viables, pero no cultiva-
bles que aun presentan metabolismo activo.

Existen varios estudios que han utilizado este sistema para determinar la actividad de combinaciones anti-
bidticas: en Enterobacterales productoras de carbapenemasas se comparo la actividad de la combinacion
de ertapenem con otra carbapenema (imipenem, meropenem, doripenem) mediante curvas de muerte
y citometria de flujo, obteniendo un analisis de resultados con esta ultima herramienta a las 2 horas de
incubacion.
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Vazquez-Muinoz R et al (2019) estudiaron la actividad de nanoparticulas de plata combinadas con distin-
tos antibidticos frente a grampositivos y gramnegativos. Mediante citometria de flujo se observé de qué
manera estas particulas son capaces de alterar la integridad de la membrana celular incrementando la
permeabilidad a antibiéticos con dianas intracelulares.

Asimismo, esta técnica se ha utilizado para el estudio de combinaciones de antifungicos, como anidula-
fungina con anfotericina B y azoles frente a distintas especies de Candida. Con un marcador para detectar
metabolismo y uno de potencial de membrana, se demostré un buen acuerdo comparado con el método
de sinergia del tablero.

3.3.4. Calorimetra

La calorimetria permite detectar los cambios térmicos causados por reacciones quimicas o eventos fisi-
cos. La microcalorimetria es una técnica muy sensible que permite determinar minimos cambios de calor
en pequenos volumenes de muestra. Aplicada a la Microbiologia, permite detectar de forma precisa el
calor producido relacionado con el crecimiento y el metabolismo bacteriano. La microcalorimetria isotér-
mica mide el calor de una reaccién a temperatura constante. El cultivo bacteriano se inocula en ampo-
llas selladas que permiten alcanzar una temperatura constante. Tiene una alta sensibilidad, permite la
monitorizacion a tiempo real del flujo de calor y obtener resultados en menos de 10 horas. Los estudios
microcalorimétricos permiten, por tanto, conocer la evolucion del metabolismo bacteriano en presencia de
diferentes antibiéticos y/o combinaciones y determinar la concentracién minima inhibitoria calorimétrica
(concentracion mas baja que permite inhibir la produccion de calor metabdlico). También permite estudiar
la actividad metabdlica de micobacterias, protozoos, Schistosoma spp. y hongos. Asimismo, tiene una
gran aplicabilidad para determinar el efecto de los antibiéticos sobre un biofilm bacteriano, formado a partir
de un cultivo en presencia de bolas porosas de cristal, antes de ser sometido a la accion antibidtica.
Se ha estudiado el efecto de fosfomicina, ciprofloxacino, gentamicina y sus combinaciones frente a
biofilms de P. aeruginosa y E. coli, la actividad de distintos antibiéticos y combinaciones frente a bioflms
de Abiotrophia defectiva y Granulicatella elegans y biofilms de Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pyogenes y Streptococcus oralis. En todos ellos se observaron buenas concordancias cuando se
compararon con métodos tradicionales de cultivo.

3.3.5. Otras tecnologas: bioimpresoras

La tecnologia que utiliza bioimpresoras de inyeccion permite desarrollar el método del tablero para esta-
blecer sinergias de forma automatica. Esta tecnologia incrementa la eficacia y la exactitud de la técnica,
ya que permite dispensar pequeios volumenes de forma precisa en una microplaca de dilucidon que puede
contener hasta 384 pocillos

Las bioimpresoras HP-D300 adaptadas utilizan casetes en los que se pueden dispensar hasta 8 diferen-
tes soluciones de stock de antibiéticos, a partir de las cuales se pueden disefar sinergias en el formato y
concentraciones deseadas. Gracias a este sistema se evitan los errores manuales, calculos y diluciones
laboriosas que conlleva el método del tablero. El software del sistema calcula y dispensa los volumenes
apropiados y hace posible que se puedan evaluar numerosas combinaciones al mismo tiempo. Se han
establecido sinergias para Enterobacterales productoras de carbapenemasas con 56 parejas de combina-
ciones antibidticas, asi como combinaciones dobles y triples frente a Legionella pneumophila.

En definitiva, todos estos sistemas descritos permiten acelerar el tiempo de respuesta y aumentar el ren-
dimiento a la hora de determinar sinergias antibioticas, proporcionando de esta forma una rapida repuesta
a una demanda clinica. La Microbiologia Clinica se adapta asi a las nuevas necesidades y de la mano del
desarrollo de novedosas tecnologias logra obtener resultados mas rapidos y, por tanto, de mayor utilidad
para los pacientes.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Este procedimiento describe el método del tablero (checkerboard test) para evaluar la actividad in vitro de
dos antibioticos combinados a distintas concentraciones frente a un microorganismo, mediante su realiza-
cién por la técnica de microdilucion.

2. FUNDAMENTO

El método del tablero (checkerboard test) determina, a un tiempo fijo, la actividad in vitro de dos antibioticos
en combinacion y permite establecer si dicha combinacion es mas activa que cualquiera de los dos antibio-
ticos utilizados de forma individual. Las interacciones in vitro de dos antibioticos se calculan a través de una
formula algebraica y se interpretan como sinérgicas, indiferentes o antagénicas dependiendo de si la activi-
dad antibacteriana de la combinacidn es mayor, equivalente o menor que la suma de actividades por sepa-
rado. Estas interacciones pueden representarse ademas a través de graficos denominados isobologramas.
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Garcia Rodriguez JA (Coordinador). Picazo JJ (Editor). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC). 2000.

2. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 4th Edition. Leber AL, Ed. Synergism testing: broth microdi-
lution checkerboard and broth microdilution methods. 5.16. ASM Washington Press. 2016.

3. Eliopoulos GM, Moellering RC, Jr. Antimicrobial combinations. En: Lorian V. (Ed.). Antibiotics in
laboratory medicine. 42 edicion. Williams and Wilkins. Baltimore. 1991. pp. 432-492.

4. MUESTRAS

Colonias aisladas (3-5 colonias) de morfologia similar crecidas en medio de cultivo liquido basico no selec-
tivo durante toda la noche.

En el caso de cepas congeladas, liofilizadas, o conservadas en medios de transporte sera necesario, al
menos, dos subcultivos previos de las mismas.

Las cepas de control ATCC seran seleccionadas de acuerdo a los antibidticos que vayan a ser probados en
la combinacién como control de las CMIs individuales.

5. REACTIVOS Y MEDIOS

* Medio de cultivo liquido Mueller Hinton (MH) con concentracion ajustada de cationes, alicuotado en volu-
menes apropiados (por ejemplo, tubos de 5 ml). Guardar a 2-8°C.

* Diluyentes para preparar la solucion stock de antibidticos. Guardar a 2-8°C.

* Agua destilada en alicuotas de 25 ml en tubos con tapén. Guardar a 25°C.

* Preparar las placas de microdilucion conteniendo 100 ul de solucion de antibidtico por pocillo. Guardar a
-70°C

« Placa de cultivo (dependera del microorganismo en estudio). Guardar a 2-8°C.

* Tubos de 5 ml con solucién salina estéril.
)
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6. APARATOS Y MATERIAL

* Placas de microdilucion con pocillos de fondo en U de 96 pocillos (12 x 8).
 Tapas o film transparente para cerrar las placas de microdilucion.

* Bandejas para disponer del in6culo o placas de Petri estériles.

* Puntas de micropipeta de 50 y 100 pl.

* Asas calibradas de 10 pl.

* Hisopos estériles.

* Tubos de 5 ml, 10 ml o 50 ml.

 Gradillas para tubos.

* Pipetas de 1, 5y 10 ml.

* Pipetas multicanal que dispensen 50 y 100 pl.

» Turbidimetro o escala para ajustar el indculo a la escala 0,5 McFarland.

* Balanza de precisién para pesar antibioticos.

* Agitador tipo Vortex.

» Congelador de -70°C.

* Estufa de 35 £ 2 °C (puede ser necesario CO, para algunos microorganismos).

7. PROCEDIMIENTO

Para la preparacion del medio de cultivo, de la solucién de antibidtico y las concentraciones intermedias de
los antibidticos, los tiempos y condiciones de incubacion, las cepas utilizadas como control de calidad, la
preparacion del inodculo y la adopcidn de los puntos de corte se seguiran las recomendaciones del EUCAST
o del CLSI.

7.1 PREPARACION DE LAS PLACAS DE MICRODILUCION
7.1.1 Planificar las concentraciones finales de antibiético del panel (ver figura 1).

* Determinar la CMI (mg/l) de cada uno de los dos antibidticos individualmente.

» Una vez conocida la CMI de cada antibidtico, incluir en el panel del tablero al menos las concentraciones
entre 1/16 y 8 veces la CMI.

» Se preparara un panel por microorganismo.

7.1.2 Preparar la solucién stock de antibiético y las soluciones intermedias para el
tablero (ver tabla 1)

* Una vez disuelto el antibidtico a partir de la sustancia pura valorada, se realizaran las diluciones apro-
piadas para conseguir las concentraciones intermedias deseadas. El volumen que se dispensara en los
pocillos sera de 50 yl de cada antibidtico a estudiar (antibidticos Ay B).
» Para preparar las concentraciones intermedias de antibiético hay que tener en cuenta que tienen que ser
2x (al doble) de la concentracion final deseada porque al afadir cada antibidtico las concentraciones de
estos se diluiran a la mitad.
* Preparar suficientes alicuotas de solucion intermedia de antibidtico para rellenar los pocillos de las filas X
(abscisas) e Y (ordenadas).
o Ejemplo: antibiético A: piperacilina 512 mg/L: 12 pocillos x 50 ul= 0,6 ml de piperacilina a 1024 mg/I
o Ejemplo: antibiético B: amicacina 64 mg/L: 12 pocillos x 50 ul= 0,6 ml de amicacina a 128 mg/I

3 ]
34 ;e|mc




DOCUMENTO TECNICO

PNT- CA-01

Servicio / Unidad de Microbiologia Técnica del tablero (checkerboard test) mediante

HOSPIal.......oveoeveeeeee e microdilucion Edicion N° 01 | Pagina 4 de 10

7.1.3 Dispensar las soluciones de antibiético en el panel (volumen final 100 ul por pocillo)

* Una vez preparadas las soluciones intermedias de antibiotico siguiendo el esquema de la tabla 1, dispen-
sar cada antibidtico a su concentracién adecuada en los pocillos correspondientes segun las siguientes
recomendaciones:
* Dispensar el antibidtico A (ejemplo, piperacilina) con la pipeta multicanal de la siguiente manera:
o Anadir 50 ul del antibidtico A (1/16 CMI) en todos los pocillos de la columna 2: A2, B2, C2, D2, E2, F2,
G2, H2.
o Anadir 50 pl del antibidtico A (1/8 CMI) en todos los pocillos de la columna 3: A3, B3, C3, D3, E3, F3,
G3, H3.
o Anadir 50 pl del antibiético A (1/4 CMI, 2 CMI, CMI, 2x CMI, 4x CMI, 8 x CMI...) en todos los pocillos
de la columna 4,5,6,7,8,9... respectivamente como anteriormente.
o Dejar libre de antibiotico el pocillo H12.
* Dispensar el antibidtico B (ejemplo, amicacina) con la pipeta multicanal de la siguiente manera:
o Anadir 50 pl del antibiodtico B (1/16 CMI) en todos los pocillos de la fila 2: B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7,
B8, B9, B10, B11 y B12.
o Anadir 50 ul del antibiético B (1/8 CMI) en todos los pocillos de la fila 3: C1-C12.
o Anadir 50 pl del antibiético B (1/4 CMI, ¥z CMI, CMI, 2x CMI, 4x CMI) en todos los pocillos de la fila
4,5,6,7,8, respectivamente, como anteriormente.
o Dejar libre de antibiotico el pocillo H12.
» Afadir 50 pl de medio de cultivo en la fila 1 (A2-A12) y columna 1 (B1-H1).
» Anadir 100 pl de medio de cultivo en los pocillos A1y H12 (pocillos sin antibiotico).
* Cerrar las placas con tapa o film y guardarlas en bolsas de plastico selladas a 70°C durante un maximo
de 6 meses.
» La determinacion se podra realizar en el momento, por lo que no se requerira conservar las placas prepa-
radas.

7.2. PREPARACION DEL INOCULO

 Utilizando un asa estéril, se toman 3-5 colonias de la misma morfologia y se transfieren a un tubo con 5
ml de caldo MH.
* Incubar hasta alcanzar una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de McFarland. Esta suspension equi-
vale a aproximadamente 1-2 x 108 UFC/ml. Ajustar la turbidez en un turbidimetro. El inéculo se puede
realizar logrando dicha turbidez al suspender directamente las colonias necesarias a partir de las colonias.
* A partir de este punto se procedera de la siguiente manera:

o Diluir 1/10 en agua destilada estéril para obtener una concentracion de 1-2 x 107 UFC/ml.

o AAadir 100 ul de inéculo a cada pocillo (1-2 x 10¢ UFC/ml) y como el volumen final de pocillo sera de

200 pl, el inéculo final sera aprox. 4-5 x 105 UFC/ml.

7.3. INOCULACION E INCUBACION
* Volcar todo el contenido del tubo con el indculo ya diluido en una placa de Petri estéril.
* Inocular la placa de microdilucion con una pipeta multicanal o pipeta manual dispensando 100 pl de in6culo

en todos los pocillos excepto en el pocillo de control H12.
* Inocular 10 pl en una placa de cultivo como control de crecimiento (la recomendada para cada tipo de mi-

croorganismo).
)
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* Tapar las placas de microdilucion e incubarlas en una estufa de 35°C + 2°C durante 16-20 h (a la atmdsfera
requerida por cada tipo de microorganismo).

7.4. LECTURA DE LAS PLACAS DE MICRODILUCION

* Examinar las placas de agar en las que se ha hecho el control de pureza del indculo. Si el cultivo es puro,
continuar con la lectura.

* Examinar el pocillo de control de crecimiento (pocillo A1).

» Examinar el pocillo de control del medio de cultivo (control estéril o control negativo) (pocillo H12).

» Leer la CMI del antibidtico A y la CMI del antibiético B en la fila Ay en la columna 1, respectivamente.

* Leer la CMI de la combinacién de los antibidticos Ay B y rellenar la plantilla de la figura 2 Ay 2 B.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
Calcular la CIF (concentracion inhibitoria fraccional) para cada antibiético de la siguiente manera:
e CIF del antibiético A: CMI del antibiético A en combinacion con el B
CMI del antibidtico A

e CIF del antibiotico B: CMI del antibidtico B en combina con el A
CMI del antibiotico B

Calcular el indice de la concentracion inhibitoria fraccional, ICIF, para cada combinacion de la siguiente
manera:
* >CIF (ICIF)=CIFA+CIF B

Interpretacion de los resultados:

> CIF = 0,5: la combinacion es sinérgica
>CIF > 0,5 - < 4: la combinacion es indiferente
> CIF > 4: la combinacién es antagonica

Algunos autores incluyen el concepto de efecto aditivo si la Y CIF=1. Este concepto ha sido practicamente
abandonado porque la obtencién de dicho valor podria deberse a limitaciones propias de la técnica.

Informe de resultados:

* Informar las CMIs (mg/l) de los dos antibidticos individualmente frente al microorganismo estudiado y su
categorizacion (sensible, sensible con dosis incrementada, resistente)
* Informar la actividad de la combinacion de los dos antibioticos y su interaccion utilizando un formato similar
al siguiente:

o Informar el tipo de interaccion observada (segun el valor de CIF: sinergia, antagonismo, etc).

o Informar a qué concentracion de cada antibiético (mg/l) se ha producido dicha interaccion.

* RESPONSABILIDADES

Deben estar detalladas en el manual general de organizacién del laboratorio de Microbiologia y en las
fichas de descripcidn de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal
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técnico cualificado con un entrenamiento especifico. La supervision de la técnica y de los resultados emiti-
dos debera realizarla el Facultativo Especialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

* El tratamiento de pacientes graves con combinacion de antibidticos es muy frecuente y esta indicado en
la practica habitual. Los tratamientos combinados son la mayoria de las veces empiricos y estan basados
en los resultados de estudios clinicos previos.

 Las ventajas de combinar antibidticos es aumentar su espectro, mejorar la actividad en caso de efecto
sinérgico y disminuir el desarrollo de resistencias bacterianas.

* Las desventajas de combinar antibidticos es que pueda existir un efecto antagdnico que retrase o impida
el tratamiento eficaz.

» Este método in vitro esta disefiado para estudiar la combinacion de dos antibiéticos. Aunque pueden es-
tudiarse mas de dos, los calculos resultan complejos y de dificil extrapolacion.

* Algunos autores difieren en la interpretacion de resultados. Es importante indicar qué recomendaciones
se han seguido para la realizacién de la técnica y la interpretacion de los resultados.

» Se puede calcular la concentracion bactericida si se subcultivan los 100 ul de cada pocillo sin crecimiento
visible, tanto a partir de la CMI para los antibiéticos individualmente como de la combinacién (en placas de
cultivo recomendado para cada tipo de microorganismo). Los valores obtenidos corresponderan a la activi-
dad bactericida (concentracion minima bactericida, CMB) y a la concentracion bactericida fraccional (CBF).

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

* El método del tablero no esta estandarizado. Los puntos de corte estan definidos para los antibidticos indi-
viduales, pero no para las combinaciones. Por ello los tipos de interaccion se definen en base a los valores
del indice CIF.

* La lectura de los resultados es a punto final transcurrido el tiempo establecido de incubacion, esto implica
definir crecimiento o ausencia de crecimiento siendo por lo tanto un método estatico.

* Si no se determina también la actividad bactericida de la combinacion (algo que se realiza de manera
infrecuente), los resultados aportan solamente datos de inhibicion.

* Por su disefio y metodologia la utilizacién de este método no puede predecir el comportamiento en bio-
peliculas.

* Las interacciones que se producen in vitro y su significacion clinica pueden ser inciertas ya que este méto-
do no tiene en cuenta las fluctuaciones de la concentracion antibiética en el organismo (la farmacocinética)
ni la actividad del compuesto activo en el lugar de accién (la farmacodinamica).

12. BIBLIOGRAFIA

1. Eliopoulos GM, Eliopoulos CT. Antibiotic combinations: should they be tested? Clin Microbiol Rev. 1988; 1:139-56.
2. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 4th Edition. Leber AL, Ed. Synergism testing: broth microdilution
checkerboard and broth microdilution methods. 5.16. ASM Washington Press. 2016.

3. Rahal JJ, Jr. Antibiotic combinations: the clinical relevance of synergy and antagonism. Medicine. 1978; 57:179-
195.

4. Veram P. Methods for determining bactericidal activity and antimicrobial interactions: synergy testing, time-kill
curves, and population analysis. En: Schwalbe R, L Steele-Moore & AC Goodwin. (Eds.). Antimicrobial Susceptibility
Testing Protocols. CRC Press. Taylor and Francis Group. 2007. pp. 275-298.
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Figura 1. Ejemplo de preparacion de la placa de microdilucién con los antibiéticos A (piperacilina) y B (amicacina). Pocillo A1, control de crecimiento; pocillo H12,
control negativo (estéril).

Abreviaturas del ejemplo: Piperacilina (PP) 0,5: (0,5 pg/l de piperacilina); amicacina (AK) 1: (1 pg/l de amicacina), etc. AB: antibidtico.

(Modificado de: Clinical Microbiology Procedures Handbook. 4th Edition. Leber AL, Ed. Synergism testing: broth microdilution checkerboard and broth microdilution
methods. 5.16. ASM Washington Press. 2016).

Al A2 A3 Ad A5 Ab AT A A9 AlD All Al2
No ATB PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PP & PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B& BY B10 Bl B12
AK 1 AK 1+ AK 1+ AK 1 + AK 1+ AK 1+ AK 1+ AK 1+ AK 1+ AK 1+ AK 1+ AK 1+
PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PP 8 PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
Cl C2 C3 C4 ] 6 C7 C8 C9 Clo Cl1 Cl2
AK 2 AK 2 + AK 2 + AK 2+ AK 2+ AK 2+ AK 2+ AK 2+ AK 2+ AK 2+ AK 2+ AK 2+
PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PPS PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
D1 D2 D3 D4 D5 Do D7 D8 D2 D10 D11 (0]
AK 4 AK 4 + AK 4 + AK 4 + AK 4 + AK 4 + AK 4+ AK 4+ AK 4 + AR 4+ AK 4+ AK 4 +
PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PPR PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 Ell El2
AK 8 AK B + AK S + AK B + AK & + AK 8+ AK 8+ AK 8+ AK B+ AK 8+ AK B+ AKE +
PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PP B PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
Fl F2 F3 F4 F5 F6 F1 F8 F9 F10 Fll Fi2
AK 16 AK 16 + AK 16+ AK 16+ AK 16+ AK 16+ AK 16+ AK 16 + AK 16+ AK 16+ AK 16 + AK 16+
PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PP & PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
Gl G2 G3 G4 G5 Gty G7 GE G9 Glo Gl G2
AK 32 AK 32 % AK 32 + AK 32 + AK 32 % AK 32 + AK 32 4 AK 32 & AK 32 4+ AK 32 4 AK 32 & AK 32 4
PP 0.5 PP 1 PP 2 PP 4 PP 8 PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256 PP 512
H1 H2 H3 H4 H5 Hb HT HE HY HI1O HI11 HI12
AK 64 AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + AK 64 + No ATB
PP 0.5 PP 1 PP2 PP 4 PP & PP 16 PP 32 PP 64 PP 128 PP 256

o
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Tabla 1. Preparacion de soluciones de antibiético en un tablero.

Se indican los pasos a seguir para preparar las soluciones de antibiético en un tablero en el que se combi-
nan dos antibidticos. El medio de cultivo (caldo MH) se combina con 1 ml de la solucion antibiética original.
La concentracion intermedia tiene que prepararse dos veces mas concentrada que la deseada en el pocillo

del panel.
Solucién Concentracion
Conc. Medio de
Paso antibiotica intermedia
(mgll) cultivo (ml)
original de trabajo (mg/l)
Antibidtico A
1 10.240 Stock 9 1.024
2 1.024 Paso 1 1 512
3 1.024 Paso 1 3 256
4 1.024 Paso 1 7 128
5 128 Paso 4 1 64
6 128 Paso 4 3 32
7 128 Paso 4 7 16
8 16 Paso 7 1 8
9 16 Paso 7 3 4
10 16 Paso 7 7 2
1 2 Paso 10 1 1
Antibiotico B
1 1.280 Stock 9 128
2 128 Paso 1 1 64
3 128 Paso 1 3 32
4 128 Paso 1 7 16
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Figura 2 A. Ejemplo de sinergia. Antibiotico A, piperacilina (PP); antibidtico B, amicacina (AK). Microorga-
nismo: P. aeruginosa. Inéculo final 4,5 X 10° UFC/mI. El crecimiento esta representado por el sombreado.
Abreviaturas: SIN: sinergia; IND: indiferencia.

A2 A3 | A4 | A5 | A6 | A7 A8 A9 A10 | A11 | A12
AO5 | A1 | A2 | A4 | A8 | A16 | A32 | A64 | A128 | A256 | A512
CMI A
B1 B1 IND
C1 B2 IND
D1 B4 SIN | SIN
E1 B8 SIN | SIN
F1 B16 IND | IND | IND
G1 B32/CMIB
H1 B64
A (Piperacilina) B (Amicacina) >CIF Interpretacion

Poc. Conc. CIFA Conc. CIF B
A10 128 CMlde A 0 CMIl de A CMIl de A CMIl de A

B10 128 1 1 0,03 1,03 IND
C9 6 0,5 2 0,06 0,56 IND
D8 3 0,25 4 0,125 0,375 SIN
D7 1 0,125 4 0,125 0,25 SIN
E6 8 0,06 8 0,25 0,31 SIN
E5 4 0,03 8 0,25 0,28 SIN
F4 2 0,016 16 0,5 0,516 IND
F3 1 0.008 16 0.5 0.508 IND
F2 0.5 0.004 16 0.5 0.504 IND

G1 0 CMlideB 32 CMl de B CMl de B CMl de B

Poc.: pocillo; Conc.: concentracion; CIF A: Concentracion inhibitoria fraccional antibiotico A;
CIF B: Concentracion inhibitoria fraccional antibiético B; > CIF: CIF A + CIF B
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Figura 2 B. Ejemplo de antagonismo. Antibiético A, piperacilina (PP); antibidtico B, amicacina (AK). Microor-
ganismo: P. aeruginosa. Inéculo final: 4.5 X 105 UFC/mI. El crecimiento esta representado por el sombrea-
do. Abreviaturas: IND: indiferencia; ANT: antagonismo

A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12
A0.5 A1 A2 A4 A8 A16 A32 | A64 | A128 | A256 | A512
O CMI A
ANT
B1 B1
ANT
C1 B2
ANT
D1 B4
ANT
E1 B8
IND IND IND
F1 B16
IND IND | IND | IND | IND
G1 B32| CMIB
H1 B64
A (Piperacilina) B (Amicacina) >CIF Interpretacion
Poc. Conc. CIF A Conc. CIFB
A10 128 CMl de A 0 CMideA CMideA CMideA
B12 512 4 1 0,03 4,03 ANT
C12 512 4 2 0,06 4,06 ANT
D10 128 1 4 0,125 1,125 IND
E10 128 1 8 0,25 1,25 IND
F9 64 0,5 16 0,5 1 IND
F8 32 0,25 16 0,5 0,75 IND
F7 16 0,125 16 0,5 0,625 IND
G6 8 0,06 32 1 1.06 IND
G5 4 0,03 32 1 1,03 IND
G4 2 0,015 32 1 1,015 IND
G3 1 0,008 32 1 1,008 IND
G2 0.5 0,004 32 1 1,004 IND

G1 CMideB CMldeB 32 CMlideB CMlideB CMlideB

Poc.: pocillo; Conc.: concentracion; CIF A: Concentracion inhibitoria fraccional antibiotico A; CIF
B: Concentracion inhibitoria fraccional antibiético B; > CIF: CIF A + CIF B.
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1. PROPSITO Y ALCANCE

El propdsito de este documento es describir las etapas esenciales del procedimiento para el estudio de la
actividad combinada de antimicrobianos mediante el empleo de curvas de muerte. No existen recomenda-
ciones estandar para el estudio de sinergia mediante esta técnica, sin embargo, las curvas con asociacio-
nes se realizan sobre la base del método empleado cuando se evaltan antibidticos individualmente, pero
con la adaptacién de determinados parametros propios de una combinacion.

2. FUNDAMENTO

Mediante el uso de curvas de muerte se puede determinar el efecto de la actividad combinada de dos (inclu-
so tres) antibidticos, definir la actividad bactericida o poner de manifiesto otros comportamientos posibles
de una asociacion, si bien, por su trascendencia clinica, pueden resumirse principalmente en sinergia o
antagonismo.

Inicialmente se haran las curvas de muerte para cada antibiotico individual segun lo establecido en la
norma, documentos y recomendaciones consensuados (ver apartado de documentos de consulta y
de bibliografia de este PNT-CA-02 y Figuras 1Ay B). Tras valorar el comportamiento de cada
compuesto, y segun el valor de la CMI y de la CMB de cada uno de ellos, se estableceran las
concentraciones (multiplos y submultiplos) de cada CMI a las que se realizaran las curvas con la
combinacion, asi como los tiempos a los que se efectuaran los recuentos de indculo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1.Canton R, Elias Sanchez J, Gomez-Lus ML, Martinez Martinez L, Rodriguez-Avial C, Vila J. Métodos
especiales para el estudio de la sensibilidad a los antibioticos. 12. Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Garcia Rodriguez JA (Coordinador). Picazo JJ (Editor). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC). 2000.

2. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 4th Edition. Time-kill assay. 5.14.2. Leber AL Ed. ASM Wash-
ington Press. 2016.

3. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 4th Edition. Time-kill assay for determining synergy. 5.14.3.
Leber AL Ed. ASM Washington Press. 2016.

4. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Methods for determining bactericidal activity of
antimicrobial agents; Approved guideline. NCCLS Document M26-A. Wayne. PA, 1999.

5. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Methods for antimicrobial susceptibility tests for
bacteria that grow aerobically. Third edition; Approved standard. NCCLS document M7-A3, Vol. 13, No.
25.1993. NCCLS, Villanova, PA.

6. Pillai SK, Moellering RC, Jr, Eliopoulos GM. 2005. Antimicrobial combinations, p 365—440. In Lorian V
(ed), Antibiotics in Laboratory Medicine, 5th ed. Lippincott Williams & Wilkins Co., Philadelphia, PA.

7. Veram P. Methods for determining bactericidal activity and antimicrobial interactions: synergy testing,
time-kill curves, and population analysis. En: Schwalbe R, L Steele-Moore & AC Goodwin. (Eds.). Antimicro-
bial Susceptibility Testing Protocols. CRC Press. Taylor and Francis Group. 2007. pp. 275-98.

4. MUESTRAS
Inéculo directo: se suspenden en solucion salina colonias aisladas (4-5), de morfologia similar, de un cul-

tivo puro del microorganismo, de 18-20 horas de incubacion. Si las curvas se van a realizar de un cultivo
congelado, este debera ser subcultivado previamente dos veces antes de la realizacion de la técnica.
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Inéculo a partir de caldo: cultivo en caldo Mueller-Hinton en fase semi-logaritmica de crecimiento (turbi-
dez apenas visible que requerira una medicidon y control previo para ajustar esta condicién). Dada la relativa
dificultad de ajustar este tipo de inéculo, es mas habitual el uso del inéculo directo.

5. REACTIVOS Y MEDIOS

* Placas de agar sangre o del medio de cultivo necesario para el adecuado crecimiento del microorganismo
en estudio.

* Medio liquido de Mueller-Hinton (MH) con concentracién ajustada de cationes. Los microorganismos exi-
gentes requieren otros medios con suplementos especificos.

* Disolvente necesario para la reconstitucion de los antibidticos a estudiar.

* Diluciones stock de los antibidticos: concentraciones segun rangos de CMIs a estudiar. Preparacion en el
dia de trabajo o conservada a -70°C.

* Solucion salina (0,9%) estéril para efectuar las diluciones de las alicuotas para el recuento de UFC/ml.
Generalmente se utilizan tubos con tapa y con 0,9 ml.

6. APARATOS Y MATERIAL

* Tubos estériles de cristal con tapa (25 x 150 mm u otros).

» Matraces estériles de cristal (100-200 ml, u otros) con tapa (o papel de aluminio para tapar) .
* Agitador tipo Vortex.

» Turbidimetro o estandares de 0,5 y 1 McFarland.

* Micropipetas de 100 ul con puntas desechables.

» Asas de siembra desechables.

* Dispositivos de incubacion; estufa 35 + 2°C; otros, ejemplo: incubador de COs-.

7. PROCEDIMIENTO
7.1. CONSIDERACIONES PREVIAS

El estudio de la actividad combinada de antimicrobianos mediante el analisis de curvas de muerte es un
procedimiento laborioso que debe hacerse, al menos, por duplicado, ya que existen numerosos factores
técnicos y metodoldgicos que pueden condicionar los resultados.

Previamente a la realizacion de las curvas de muerte con combinaciones de antibioticos se debe conocer
con precision el valor de la CMI de cada compuesto y en este caso esta indicado utilizar el método de
ma-crodilucién (ver documento de consulta n° 4 de este PNT-CA-02). Dicha CMI se realizara en paralelo
con las cepas de control ATCC adecuadas para cada caso.

Una vez conocida la CMI, se haran las curvas de muerte para cada antibidtico por separado a diferentes
multiplos y submultiplos del valor de la CMI. Para determinados casos se puede elegir la concentracién de
antimicrobiano que se alcanza en tejidos o la concentracion maxima en sangre (Cmax). Para la realizacion
de las curvas de muerte para un solo antibidtico referirse a los documentos de consulta n° 4, 6 y 7
indicados en este PNT-CA-02.
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7.2 REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE CURVAS DE MUERTE CON COMBINACIONES ANTIBIO-
TICAS

7.2.1. Preparacion de las soluciones antibiéticas de trabajo para la combinacion y agregado de
cada solucion en los tubos seguin las concentraciones finales.

Desde el punto de vista metodoldgico, las curvas de muerte con combinaciones de antibidticos se realizan
exactamente de la misma forma que aquellas que solo llevan un Unico compuesto, pero teniendo en cuenta,
en el momento de los calculos previos, las concentraciones finales que se requieren de cada uno de los
antibidticos.

Las curvas de muerte se pueden realizar en tubos o en matraces, en ambos casos de cristal, para evitar
que las bacterias se adhieran a las paredes a lo largo de la incubacion. Es mas frecuente realizarlas en
tubos que contengan un volumen final de 10 ml de caldo MH, en los que estaran contenidos los antibidticos
a combinar a sus correspondientes concentraciones finales y el indculo bacteriano. Se haran tantos tubos
como concentraciones se decidan probar, siempre referidas al valor de la CMI de la cepa en estudio o,
eventualmente, utilizando el valor de la Cmax de cada compuesto. También se procesara un tubo con 10 ml
de caldo MH con el in6culo y sin antibiéticos (control de crecimiento) y un tubo con 10 ml de caldo MH sin
antibioticos y sin indéculo (control de esterilidad).

i) Inicialmente se prepara una solucion stock (en caldo MH) de cada uno de los antibioticos, 100 veces mas
concentrada que el valor final buscado en la combinacion.

i) A partir de esa dilucién stock se obtendran, mediante diluciones, las soluciones que una vez dispensadas
en los tubos correspondientes (100 ul de cada antibidtico), permitiran tener las concentraciones elegidas
para cada tubo de la curva: 1XCMI, 2xCMI, 4xCMI y, eventualmente, 1/2 CMI, 1/4 CMI.

iii) A cada tubo con 9,7 ml de caldo MH (excepto el de control de indculo y el de control de esterilidad) se
afadiran 100 pl de la solucién 100 veces mas concentrada de cada uno de los dos antibidticos de la combi-
nacion que, en el volumen final (10 ml), permita tener las concentraciones elegidas y citadas previamente:
1xCMI, 2xCMlI, etc.

7.2.2. Preparacion del inéculo e inoculacién de los tubos de las curvas.

El inéculo se preparara a partir de una suspension directa de colonias o de un cultivo previo en caldo MH,
en ambos casos de cultivo en placa de agar de 18-20 horas de incubacién. El inéculo se ajustara en solu-
cion salina o en MH a una turbidez equivalente al 1 de la escala McFarland (3 x 108 UFC/mL) y a continua-
Cion se realizara una dilucion 1:5 en caldo MH (6 x 107 UFC/ml); al anadir 0,1 ml (100 pl) de esta dilucién en
cada tubo de la curva con 9,9 ml de MH (ya contiene los dos antibiéticos afiadidos en volumenes de 100 pl
cada uno (ver 7.2.1. iii) (excepto al tubo de control de esterilidad), la concentracién final del indculo sera de
aprox. 6 x 10° UFC/mL. Mezclar suavemente.

«» No se deben estudiar las sinergias antibidticas por curvas de muerte en aquellos microorganismos que
no crecen adecuadamente en medio liquido.

7.2.3. Incubacion

i) Antes de proceder a la incubacién de todos los tubos, se toma una alicuota de 100 pl del tubo de control
de indculo en el momento del inicio de las determinaciones para realizar el recuento correspondiente al
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tiempo=0 (tiempo cero), introduciendo dicho volumen en un tubo (usualmente del tipo eppendorf, con 0,9
ml de solucidn salina) y realizando diluciones sucesivas que permitan efectuar el recuento posterior de co-
lonias. Este recuento se hara en las placas de agar sobre las que se habran extendido y estriado, a su
vez, 100 ul de cada dilucién. Realizar este recuento por duplicado.(ver figuras 1B y 2)

i) Incubar de inmediato todos los tubos a 35 + 2°C. Si se trabaja con volumenes finales de mas de 10 ml,
ya sea en tubos o en matraces, estos deberan incubarse con agitacion.

iiil)En el momento de la siguiente toma de muestras para recuento (por ejemplo, 2 h) se retiran los tubos
de la estufa (excepto del tubo de control de esterilidad), se agitan suavemente (mediante movimientos
giratorios) y de cada uno de ellos se toman 100 pl para realizar las diluciones seriadas y el consiguiente
cultivo en placa. Realizar todos los recuentos por duplicado (ver figura 2 B). Los tubos se reincuban de
inmediato.

iv)Se repite el paso iii a las horas establecidas previamente (por ejemplo, 4-8-[12] y 24 h).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

i) A las 24 horas de incubacion, se leen las placas y se realizan los recuentos de colonias. Los correspon-
dientes a los ultimos subcultivos pueden requerir algunas horas mas para una correcta visualizacion de las
colonias.

i) Confirmar la esterilidad del tubo destinado a tal fin.

iii) Confirmar, mediante el recuento de colonias de las placas de recuento que corresponden, que el indculo
inicial (t=0) se corresponde con la densidad bacteriana requerida: aproximadamente 6x10°% UFC/m.

iv) Hacer el recuento de colonias de cada tiempo y anotar los datos obtenidos (al igual que el del tiempo
inicial) en una hoja disefiada para tal fin (ver figura 2). Consignar el valor promedio de UFC/ml que haya en
las placas que muestren entre 30 y 300 colonias.

v) Realizar las conversiones pertinentes del recuento teniendo en cuenta todas las diluciones realizadas
con el fin de que el valor final de UFC esté referido a 1 ml.

vi) Convertir el numero de UFC/ml en un valor expresado como logqo.

vii) Graficar logso UFC/ml en el eje de las ordenadas y el tiempo (en h) en el eje de las abscisas.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar detalladas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las
fichas de descripcion de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal téc-
nico cualificado con un entrenamiento especifico. La supervision de la técnica y de los resultados emitidos
debera realizarla el Facultativo Especialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Las curvas de muerte para determinar sinergia mediante el uso de combinaciones de antibiéticos consti-
tuyen una técnica laboriosa; sin embargo, permiten estudiar la dindmica de la sinergia o del
antagonismo mediante el unico método in vitro que evalua la tasa y el grado de muerte de un indculo
bacteriano. Este método se emplea sobre todo en casos de infecciones graves (meningitis, endocarditis,
osteomielitis) en las que se objetiva que el tratamiento, instaurado en muchos casos de forma empirica,
no resulta eficaz, incluso en el caso en que cabria esperar una respuesta favorable de acuerdo a los
parametros de sensibilidad in vitro del microorganismo implicado.
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11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- En la realizacion de curvas de muerte, particularmente con combinaciones de antibidticos, hay que tener
en cuenta numerosos factores técnicos, asi como realizar un calculo riguroso de diluciones antibioticas,
in6culo y recuentos de colonias.

- El método de sinergia no esta estandarizado y se realiza en base a recomendaciones consensuadas en
la literatura.

- Por cada antibidtico incluido en la combinacion sera necesario realizar previamente una curva de muerte
para el compuesto individual por lo que en el mismo estudio de sinergia es factible evaluar un niumero limi-
tado de combinaciones.

- Las determinaciones se deben realizar por duplicado.
- Las sinergias obtenidas in vitro pueden no predecir las sinergias obtenidas in vivo.
12. BIBLIOGRAFIA

1. Bremmer DN, Bauer KA, Pouch SM, Thomas K, Smith D, Goff DA, Pancholi P, Balada-Llasat JM. Correlation of
checkerboard synergy testing with time-kill analysis and clinical outcomes of extensively drug-resistant Acinetobac-
ter baumannii respiratory infections. Antimicrob Agents Chemother. 2016; 60:6892-95.

2. Tangdén T, Hickman RA, Forsberg P, Lagerback P, Giske CG, Cars O. Evaluation of double- and triple-antibio-
tic combinations for VIM- and NDM-producing Klebsiella pneumoniae by in vitro time-kill experiments. Antimicrob
Agents Chemother. 2014; 58:1757-62.
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Figura 1 A. Preparacioén del inéculo para una curva de muerte.
(Modificado de: documento de consulta n° 2 de este PNT-CA-02)
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Figura 1 B. Curva de muerte: esquema de dilucion para el recuento de
colonias.(Modificado de: documento de consulta n® 2 de este PNT-CA-02).
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Figura 2. Ejemplo de hoja de trabajo para consignar los resultados obtenidos durante la realizacion de las curvas de muerte con combinacion
de antibioticos. (Modificado de: documento de consulta n® 3 de este PNT-CA-02).

UFC en las placas de recuento correspondientes a cada dilucién de

::';z:i':i';?;z: Tiempo la combinacion A+B (0,1 ml, por duplicado) UFC Logro UFC
(ug/ml) (h) 10" 102 10° 10+ 10% 10% 107 10% Promedio A UFC/ml Promedio A UFC/ml
Hg UFC/ml | (Control vs. A+B) | UFC/ml | (Control vs. A+B)
Control inéculo 0
Control inéculo 2
Control inéculo 4
Control inéculo 8
Control inéculo 24

1xCMI A + 1xCMI B 2

1xCMI A + 1xCMI B 4

1xCMI A + 1xCMI B 8

1xCMI A + 1xCMI B 24

Y
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Figura 2. Continuacion

2xCMI A + 2xCMI B 2
2xCMI A + 2xCMI B 4
2xCMI A + 2xCMI B 8

2xCMI A + 2xCMI B 24

4xCMI A + 4xCMI B 2
4xCMI A + 4xCMI B 4
4xCMI A + 4xCMI B 8

4xCMI A + 4xCMI B 24

NOTA: en el ejemplo mostrado se ha eliminado el recuento en el tiempo inicial (t=0) de los tubos con antibiéticos y se ha realizado un unico
recuento a partir del tubo destinado al control de inéculo. Asimismo, se ha asumido que ambos antibidticos se han combinado, simultanea-
mente, a las mismas concentraciones de sus respectivas CMIs, por ejemplo.: 1XCMI-1xCMI, 2xCMI-2xCMI-4xCMI-4xCMI.

Fecha
Numero del aislado ---------------——-—-
Identificaciéon
CMI (pg/ml) antibiético A ------------
CMI (pg/ml) antibiético B ------------

o
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito de este documento es describir las distintas modalidades para el estudio de la actividad combi-
nada de antimicrobianos mediante el empleo de tiras de gradiente de concentracién (TG). No existen reco-
mendaciones estandar para estas técnicas, sin embargo, la amplia experiencia publicada, la facilidad para
su realizacion en el laboratorio de Microbiologia debido a su sencillez y el grado aceptable de concordancia
con otros métodos (curvas de muerte, método del tablero), avalan su utilizacion.

2. FUNDAMENTO

Mediante el uso de las TG se puede determinar el efecto de la actividad combinada de dos antibioticos vy,
aunque se trata de una técnica que mide el grado de inhibicién (no de muerte) de un determinado in6culo
bacteriano, permite poner de manifiesto los comportamientos de mayor trascendencia clinica como son la
sinergia o el antagonismo.

Existen diferentes modalidades de esta técnica, que en todos los casos permiten obtener un perfil de la
actividad de la combinacion que contribuye a orientar la terapia in vivo basandose en el hecho de que todo
tratamiento combinado busca lograr, esencialmente, un efecto sinérgico. De todos modos, aun no se dispo-
ne de trabajos que correlacionen los resultados obtenidos mediante estas técnicas in vitro con el éxito o el
fracaso de los tratamientos clinicos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Avery LM, Nicolau DP. Feasibility of routine synergy testing using antibiotic gradient diffusion strips in the
clinical laboratory. J Antimicrob Chemother 2018; 73:2264-5.

2. White RI, Burgess DS, Manduru M, Bosso JA. Comparison of three different in vitro methods of detecting
synergy: time Kkill, checkerboard, and Etest. Antimicrob Agents Chemother. 1996; 40:1914-8.

4. MUESTRAS

Inéculo bacteriano: colonias aisladas (4-5), de morfologia similar, de un cultivo puro del microorganismo,
de 18-20 horas de incubacion en placas de agar. Si las determinaciones se van a realizar de un cultivo
congelado, este debera ser subcultivado previamente dos veces antes de la realizacién de la técnica. 4.2.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

* Placas de agar Mueller Hinton o, eventualmente, de un medio adecuado para el crecimiento del microor-
ganismo en estudio.

+ Solucién salina (0,9%) estéril para efectuar las diluciones requeridas para el ajuste de la densidad del
in6culo a depositar en las placas de agar.

» Tiras de gradiente de concentracion de los diferentes antimicrobianos.

6. APARATOS Y MATERIAL

» Asas de siembra desechables
* Vortex.

e Turbidimetro.

* Torundas secas.
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* Pinzas o aplicadores de TG.
» Estufa 35 + 2°C. Jarra con atmésfera de CO: (si se requiere).

7. PROCEDIMIENTO
7.1. CONSIDERACIONES PREVIAS

El estudio de la actividad combinada de antimicrobianos mediante el uso de TG debe hacerse, al menos,
por duplicado, ya que las elipses de inhibicion pueden presentar zonas difusas o colonias en su interior que
requirieran una estimacion rigurosa en el momento de la lectura de la CMI para definir correctamente la
interaccion que ha tenido lugar.

En todos los casos, el inéculo que se emplea para la realizacion de las determinaciones, tanto para cono-
cer las CMIs de los compuestos individuales como en las distintas técnicas para estudiar la sinergia, es el
que corresponde a una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de McFarland (1-2x10% UFC/ml).

7.2. DESCRIPCION DE LOS PROCEDIMIENTOS DE SINERGIA CON COMBINACIONES ANTIBIOTICAS
MEDIANTE EL USO DE TIRAS DE GRADIENTE DE CONCENTRACION (TG).

7.2.1. Método de TG cruzadas en angulo recto

i) El primer paso consiste en realizar la determinacion de la CMI con la TG para cada antibiético individual.
Una vez conocido el valor de ambas CMIls, se inocula una placa de agar MH con el indculo ajustado al 0,5
de la escala de McFarland, las TG se cruzan en angulo recto (90°) en el punto que corresponde a la CMI
de cada compuesto. Si una de las CMIs excede el rango de concentracion de una de las tiras, la otra tira se
cruzara a la altura de la maxima concentracion de la primera. Tras la incubacion pertinente (18-20 horas,
35 + 2°C) se leen nuevamente ambas CMIs vy, si ha habido cambio con respecto a los valores iniciales, se
podra consignar el tipo de interaccion ocurrida: sinergia o antagonismo calculando la concentracion inhibi-
toria fraccional (CIF) y el ICIF (indice de la concentracién inhibitoria fraccional). Eventualmente, podria no
observarse ningun cambio y se asumiria indiferencia (ver figuras 1 Ay 1 B).

Los calculos a realizar para definir la interacciéon son:

CIF del antibiotico A: CMI del antibidtico A en combinacion con el B
CMI del antibidtico A

CIF del antibiotico B: CMI del antibidtico B en combinacién con el antibidtico A
CMI del antibidtico B

ICIF (indice de la concentracion inhibitoria fraccional) = > CIF= CIF A + CIF B

i) Una segunda técnica es una variacion del método anterior que ha sido publicada recientemente (Motos
A et al, 2019): en este caso las TG se cruzan en angulo recto en los valores que corresponden a las res-
pectivas concentraciones clinicas que cada antibidtico alcanza en el estado estacionario (Css, de las
siglas en inglés) segun los regimenes de dosificacion recomendados. Esta aproximacion tiene dos
ventajas con respecto a la descrita en el punto anterior, ya que no requiere del paso previo de conocer la
CMI (24 horas a partir de tener el asilado) y se realiza considerando las concentraciones clinicamente
representativas de aquellas que se alcanzan tras la exposicion in vivo a las dosis estandar (ver figura 1 C).
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7.2.2. Método de la proporcion fija

En esta técnica se inocula una placa de agar MH con un inéculo estandarizado y sobre esta se coloca la TG
del antibidtico Ay lo mas separada posible, se coloca la tira del antibiético B. Se incuba la placa a tempera-
tura ambiente durante 1 hora de manera que ambos antibiéticos difundan en el medio. A la hora, se retiran
ambas tiras con cuidado (con ayuda de unas pinzas) y se desechan. A continuacién, se coloca una nueva
TG del antibidtico A exactamente sobre la impronta dejada por B y una nueva tira de B sobre la impronta
dejada por Ay se incuban las placas 18-20 h a 35 £ 2°C. Es necesario también poner una TG del antibiotico
Ay otra del B por separado para determinar las CMIs individuales de cada antibiético. Teniendo en cuenta
los valores de las CMlIs individuales y los correspondientes valores obtenidos tras realizar la combinacion,
se hacen los calculos del IFCI (ver figura 2).

7.2.3. Método de la proporcion CMI:CMI

Inicialmente se determinan las CMIs del antibi6tico A y del antibiético B mediante la técnica de la TG. Al
dia siguiente, sobre una nueva placa de medio MH inoculada, se colocan las TG del antibidtico Ay del B
y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente para que difundan ambos antibidticos. Transcurrida la
hora, se retiran las tiras, se desechan y se hace una marca a la altura del valor de cada CMI, ya conocidas
previamente. A continuacion, una nueva TG de B se coloca sobre la impronta dejada por A pero a la altura
de la marca de la CMI de Ay lo mismo se hace con la TG de A con respecto a la impronta dejada por B,
colocandola a la altura de la marca de la CMI de B. La placa se incuba 18-20 h a 35 + 2°C. Transcurrido ese
tiempo se leen las elipses de inhibicidn resultantes, se calcula el IFCI y se interpreta el tipo de respuesta
debida a la combinacion (ver figura 3).

7.2.4. Método en placas con antibiético incorporado en el agar

Sobre placas inoculadas con el microorganismo y que contienen incorporadas concentraciones subinhibi-
torias del antibiotico A (por ejemplo, 0,25 x CMI, 0,5 x CMI) se coloca la TG del antibiético B. Lo mismo se
realiza sobre placas inoculadas pero que no contienen antibiético A. Tras la incubacién habitual (18-20 h
a 35 £ 2°C), el comportamiento de la combinacion se considerara sinérgico si hay una reduccién de mas
de tres diluciones en aquellas placas que contienen el antibidtico A incorporado en el medio (ver figura 4).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

i) Las condiciones para la lectura estan definidas en el apartado que describe cada uno de los métodos.
i) En general, el tiempo que conlleva el empleo de estas técnicas es de 3 dias, desde que se dispone del
cultivo bacteriano puro.

Dia 1: determinacion de las CMIs, mediante las TG, de los antibiéticos a combinar.
Dia 2: lectura de las CMlIs y realizacion del método de sinergia que se elija.
Dia 3: lectura de los valores de CMI para ambos antibidticos en la combinacion, calculo del ICIF.

En el caso del método de la proporcion fija (7.2.2.) en el dia 1 se pueden determinar las CMIs de cada anti-

microbiano individualmente y realizar el método de sinergia en el mismo dia y, por tanto, se pueden obtener
los datos de las CMIs individuales y de la combinacion de ambos el dia 2.
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Los comportamientos que se pueden definir para la combinacion a partir del valor de ICIF son:

- Sinergia: < 0,5
- Indiferencia (ausencia de interaccion): > 0,5-<4
- Antagonismo: > 4

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar detalladas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las
fichas de descripcion de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal téc-
nico cualificado con un entrenamiento especifico. La supervisiéon de la técnica y de los resultados emitidos
debera realizarla el Facultativo Especialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La técnica de TG para la determinacién del comportamiento in vifro de una combinacién de dos antibidticos
es sencilla y con un grado adecuado de reproducibilidad. Esta indicado por los diferentes autores que las
determinaciones se realicen por duplicado.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Una limitacion de esta técnica es que no se pueden combinar mas de dos antibiéticos simultaneamente, si
bien esta situacion es comun a todos los métodos de determinacién de sinergia in vitro, aunque teéricamen-
te, es factible combinar tres antibidticos en las curvas de muerte y en el método del tablero.

En aquellos casos en los que la CMI de uno de los compuestos es mayor que el valor mas alto de la TG,
el calculo del ICIF puede resultar menos exacto y conducir a una interpretacion errénea de la interaccion.
Algunos autores indican que, en estos casos, el valor que le asignan a esa CMI es el correspondiente al
valor inmediato superior en la escala (una dilucion doble). Por ejemplo, si el limite de concentracién (ug/ml)
de la tira es 32 y el resultado es >32, se considera un valor de CMI de 64 para la realizacion de los calculos
de ICIF.

En el método de las TG cruzadas en angulo recto, un antagonismo débil podria no detectarse si ese valor
quedara definido por el comportamiento de ambos antibidticos justo en el punto en que ambas tiras se
cruzan.

El calculo del ICIF se ha definido para la técnica del tablero, en la que se utilizan diluciones dobles de cada
antibiotico y este mismo indice se utiliza en los estudios de sinergia con TG, que incluyen concentraciones
intermedias del antibidtico. Si el valor de CMI en la combinacion decrece en un rango de >0,5-1, hay autores
que definen este valor como adicién en vez de indiferencia, que es el concepto consensuado en la mayoria
de los trabajos y en el que estarian incluidos los valores de dicho rango. Por ejemplo: ICF A=0,5/0,75=0,66;
ICF B=0,047/1= 0,047; ICIF= 0,71.

El uso de las TG de colistina (polimixina E) ha sido desaconsejado debido a numerosos fallos en la inter-

pretacion de la sensibilidad. El grado de correlacion entre las CMIs obtenidas por las TG y el método de
referencia de microdilucién en caldo es bajo y podria, por tanto, dar resultados equivocos en los estudios
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de combinaciones con TG en las que este antibidtico formara parte de las mismas. De todos modos, para
una aproximacion inicial, no se desestima su posible utilizacion.
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Figura 1 A. Método de TG cruzadas en angulo recto

CMI A

CMIAy CMI B
solos
CMIAen
combinacién
conB
CMI B CMI B en
combinacion

conA

Adaptado de Laishram S et af. 2017
Figura 1 B. Método de TG cruzadas en angulo recto

Aislado: E. cofi productor de metalo-carbapenemasa
CMI fosfomicina (FOS): 2 pg/ml (A) M de B
CMI aztreonam (AT): 32 pg/ml {(no mostrado) [B . —/.’. ]
CIF FOS: 0,38/2=0,19

CIFCZA: 6/32=0,19  XCIF {ICIF)=0,38: sinergia (B)

CMIDEAYB
EN COMBINACION

Traducido deWhite Rl ef &l 1996

Avery ML efal 2019
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Figura 1 C. Sinergia con tiras cruzadas en angulo recto en el valor de las CMIs y en el valor de lag Css
(concentraciones en estado estacionario)

Aislado: P aeruginosa

CMis (pg/ml): tobramicina (TM): 1, levofloxacino (LE). 24, meropenem (MP): >32

CCS (mg/L) TM: 6, LE: 3, MP: 16

ICIF: indice de la concentracion inhibitoria fraccional

A1 (Cssy. ICIF MP-TM: 0,51 B1 (Css). ICIF MPLE: 0,44
A2 (CMis). ICIF MP-TM: 0,80 (CMis). ICIF MP-LE: 0,27
A1y A2 indiferencia B1 y B2: sinergia

A

Adapltado de Motos A et al. 2019
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Figura 2. Método de la proporcion fija

Aislado: Klebsiella pneumoniae
CMI polimixina B {(PO). 1,5 pg/ml
CMI meropenem (MP): 32 pg/ml
CIF PO: 1,5/1,5=1

CIF MP: 0,032/32= 0,0001

ICIF (ICIF)= 1: indiferencia

Adaptado de Pankey GA ef & 2013
Figura 3. Metodo de la proporcion CMI:CMI- Adaptado de Pankey GA et al. 2013

Inoculacién de la placa de
Mueller Hinton con el
microorganismo en estudio

Colacacién de las nuevas

Incubacién de la placa
tiras de MP y PO

durante 1 hora
(Temperatura ambiente)

|
l

CMI meropenem (MP): 32 pg/ml
CMI polimixina B (PO): 1,5 pg/ml

Colocar la tira de MP sobre la

Real | Reti P h impronta de PO de manera que la —_—
ealizar una marca en | irar y desechar CM| de MP coincida con la marca
: CMI de MP+PO= 6 ug/ml
agar ala alturg de la CMIs las tiras de la CMI de PO y viceversa CMI PO+MP= Opég
conocidas R
Z CIF= 0,5 sinergia
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Figura 4. Método en placas con antibiotico incorporado en el agar
a) b)

CMI de vancomicina para la cepa de Acinefobacter baumannii AB14 (OXA-23) en medio sin
antibictico, a) y en medio con 0,5 p/ml de colistina, b)

Gordon NC et al. 2010
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