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2 RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa ha sido considerada por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) de importancia para la
investigacion de nuevos antibidticos. Revisamos la susceptibilidad in vitro y la produccién de carbapenemasas a ceftolozano-
tazobactam (C-T) y ceftazidima-avibactam (CZA), en P. aeruginosa no susceptible a carbapenémicos.Se recolectaron aislados
clinicos de P, aeruginosa resistentes a carbapenémicos. La susceptibilidad a C-T y CZA se determind mediante el método de
Kirby-Bauer, ademas, se utilizd la técnica de inhibicion de carbapenémicos modificada. Cuarenta y siete de 330 cepas (14,2%)
fueron resistentes a carbapenémicos (> 90% fueron multidrogo-resistentes [MDR]), 30 (63,8%) fueron susceptibles a CZAy 12
(25,2%) a C-T. Se detectaron carbapenemasas en 11 de 37 cepas (29,7%) y metalo-B-lactamasas (MBL) en diez. Las cepas de P
aeruginosa resistentes a carbapenémicos fueron MDR con susceptibilidad a C-Ty CZA de menos del 80%.
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Palabras Claves:

@ ABSTRACT

World Health Organization (WHO) had considered the importance of Pseudomonas
aeruginosa for the investigation of new antibiotics. We reviewed the in vitro susceptibility
and the production of carbapenemases of ceftolozane-tazobactam (C-T) and ceftazidime-
avibactam (CZA), to P, aeruginosa not susceptible to carbapenems.

Pseudomonas aeruginosa;
carbapenemasas; ceftolozano-
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avibactam. Clinicalisolates of P. aeruginosa resistant to carbapenems were collected. Susceptibility
to CGT and CZA was determined by Kirby-Bauer method additionally we used the modified
carbapenem inhibition technique.

Keywords: Forty-seven out of 330 strains (14,2%) were resistant to carbapenems (>90%

Pseudomonas aeruginosa;
carbapenemases; ceftolozane-
tazobactam; ceftazidime-
avibactam

multidrug-resistant [MDR]), 30 (63,8%) were susceptible to CZA, and 12 (25,2%) to C-T.
Carbapenemases were detected In 11 out of 37 strains (29,7%), and metallo-B-lactamases
(MBL) in ten.

Strains of carbapenem-resistant P aeruginosa were MDR and susceptibility to C-T and
CZA of less than 80%.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los microorganismos
gram-negativos clinicamente mas relevantes aislados en el
laboratorio de microbiologia. Este microorganismo provoca
un gran nimero de infecciones y tiene una importante
capacidad de adaptacién, propagacion y persistencia en
el medio ambiente. Ademas, P. aeruginosa es uno de los
patégenos “ESKAPE” (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacterbaumannii,
P aeruginosa y especies de Enterobacter), destacando su
impacto en las infecciones hospitalarias y su capacidad para
“evadir” a la actividad de los antibidticos. Sin embargo, la
caracteristica mas preocupante es la resistencia intrinseca
y la facilidad con la que P aeruginosa desarrolla nuevos
mecanismos de resistencia a los antibioticos, incluso a los
carbapenémicos, que son los antibiéticos mas utilizados en
el tratamiento de este tipo de infecciones. En consecuencia,
en los dltimos afios, se han descrito cada vez mas cepas
resistentes a mdltiples farmacos o multidrogo-resistentes
(MDR), incluida la resistencia a los carbapenémicos. (1)

Hay cuatro mecanismos principales de resistencia de
P aeruginosa a carbapenémicos:, i) sobreproduccion de
bombas de expulsion, ii) sobreproduccion de B-lactamasa
AmpC, iii) reduccion de la expresion de OprDy iv) produccidn
de carbapenemasas; (2) de estas se describen las clase A
(KPC y SME), B metalo-B-lactamasa (MBL) y D oxacilinasas.
(3) Aunque la prevalencia de cepas productoras de MBL ha
aumentado en todo el mundo, los mecanismos intrinsecos
de resistencia a los carbapenémicos son los mas frecuentes,
destacando la presencia de alteraciones en la OprD. (4)

P aeruginosa puede adquirir resistencia a través de
mutaciones cromosoémicas y la adquisicion de genes
resistentes a los antibidticos, (1) éste microorganismo tiene
uno de los genomas bacterianos mas grandes y posee una
variedad significativa de genes adquiridos por transferencia
horizontal, que a menudo se encuentran dentro de integrones
y elementos genéticos moviles como transposones,
secuencias de insercion, islas gendmicas, fagos, plasmidos y
elementos integradores y elementos conjugativos (1).

Dada esa complejidad, se han desarrollado cepas
resistentes, extensamente resistentes a farmacos (XDR) y
pan-drogorresistentes (PDR). A su vez, esto ha provocado un
incremento de la morbilidad y la mortalidad a causa de este
agente microbiano en todo el mundo. (1)

P aeruginosa es considerada por la OMS como un
microorganismo de vital importancia para el desarrollo
de nuevos antibiéticos [5]. Por esta razén, han surgido
antimicrobianos como ceftolozano-tazobactam (C-T) vy
ceftazidima-avibactam (CZA) entre otros. (5-7)

En el presente estudio se revisé la susceptibilidad in
vitro a estos nuevos antibidticos de cepas aisladas de P
aeruginosa no susceptibles a los carbapenémicos y se
determiné la produccion de carbapenemasas.
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MATERIAL Y METODOS

En la ciudad de Monterrey, México, el Sistema TecSalud
incluye dos hospitales docentes privados de tercer nivel de
atencion, elHospital San José TecSaludy el Hospital Zambrano
Hellién, ambos hospitales cuentan con una dotacion de 400
camas. El Sistema TecSalud cuenta con un laboratorio central
de microbiologia, donde se registraron asilamientos clinicos
no duplicados de P, aeruginosa resistentes a carbapenémicos
entre septiembre de 2017 hasta octubre de 2018.

Para la identificacion del género y especie de las
bacterias, se utilizd espectrometria de masas, MALDI-TOF
(Bruker Daltonics Inc., Billerica, Massachusetts). Mientras
que para las pruebas de susceptibilidad, se utilizé el sistema
automatico BD Phoenix (BD Diagnostics, Sparks, Maryland).
De acuerdo con las directrices del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), se considerd que una cepa no era
susceptible a imipenem y/o meropenem si la concentracion
minima inhibitoria (MIC) era 24 ug / mL. (8)

El nivel de resistencia de las cepas de P aeruginosa se
clasificé segln el consenso de 2011 del Centro Europeo para
la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC) y los
Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades de
EE. UU. (CDC) para MDR, XDR 'y PDR. (9)

La susceptibilidad a CG-T'y CZA se determind mediante el
método de difusion en disco de Kirby-Bauer; mientras que; la
presencia de carbapenemasas, se realizé a través del método
de inhibicién de carbapenems modificado (MICm) segtn el
CLSI'y recomendado por Workneh, y col. (8,10) Aquellas cepas
con fenotipo resistentes fueron evaluadas mediante la prueba
Xpert Carba-R - Cepheid, aprobada por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). (11)

RESULTADOS

El laboratorio de microbiologia entrega cada afo a
los servicios de los hospitales del TecSalud la informacion
sobre prevalencia de microorganismos aislados vy las
susceptibilidades encontradas, en los gérmenes aislados
de pacientes hospitalizados. En el periodo estudiado de 14
meses entre los afios 2017 y 2018; de los microorganismos
gram-negativos aislados (2060), E. coli predominé con 618
aislamientos clinicos, representando el 30% de los gram-
negativos, seguido por P aeruginosa, con 330 aislamientos
representando 16% de los aislamientos gram-negativos,
destacandose resistencia a carbapenenémicos en mas del
30%, sobre todo en cepas relativas a infecciones asociadas a
la atencién en las Unidades de Cuidados Intensivos.
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Tabla l.
Susceptibilidad de aislamientos clinicos de P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos (N = 330).

P. aeruginosa # de cepas Porcentaje
Susceptible a Carbapenémicos 283 85.8
No susceptibles a Carbapenémicos 47 14.2
Total 330 100

De las 330 cepas no duplicadas de P aeruginosa que
se aislaron, de pacientes hospitalizados y ambulatorios, un
14,2% (47/330) no fueron susceptibles a los carbapenémicos
(Tabla 1), un 70,2% (33/47) de estas cepas resistentes
fueron consideradas XDR y 21,3% (10/47) MDR (Tabla II).
Por otro lado, un 63,8% (30/47) de las cepas resistentes a
carbapenémicos fueron susceptibles a C-T (25,5%) y a CZA un
25,5% (12/47) (Tabla II).

Tabla ll.

Comportamiento de la resistencia de cepas de P aeruginosa
drogo-resistente (N = 47).

Cepas de P. aeruginosa N (%)

Susceptible a C-T 12 (25.5%)

No susceptible 5 (10.6%)

XDR 33 (70.2%)
MDR 10 (21.3%)

S6lo a carbapenémicos 4 ( 8.5%)

Susceptible a C-T 12 (25.5%)

Susceptible a CZA 30 (63.8%)

C-T: Ceftolozane-Tazobactam
CZA: Ceftazidime-Avibactam
XDR Drogo-resistencia extendida

MDR Mutidrogo-resistencia

De las 47 cepas resistentes a carbapenémicos, sélo se
pudieron analizar 37/47, (78,7%), para lo que se utilizé MICm
(Tabla 1l), 29,7% (11/37) fueron fenotipicamente positivas
para la produccién de carbapenemasas y 27% (10/37) para
metalobetalactamasas (MBL). En las 37 cepas analizadas con
MICm, se hizo la confirmacion con Cepheid Xpert Carba-R,
10 produjeron MBL, 6 con MBL tipo imipenemasa (IMP), dos
fueron del tipo codificado por integrones de Verona (VIM) y
otras dos del tipo (KPC) de K. pneumoniae.
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Tabla lll.

Cepas analizadas en éste estudio con el método modificado de
inhibicion de carbapenémicos (MICm), (8-10) (N = 37). Aquellas
cepas con fenotipos resistentes fueron evaluadas mediante la
prueba Xpert Carba-R — Cepheid. (11)

Cepas de P. aeruginosa N (%)

No productoras de carbapenemasas 26 (70.3%)

Productoras de carbapenemasas 11 (29.7%)

No productoras de Metalo-betalactamasas (MBL) 27 (73 %)

Productoras de Metalo-betalactamasas (MBL) 10 (27%)

De las cepas analizadas con MICm, 75,6% (28/37), fueron
resistentes a C-T, (17/28 no producian carbapenemasas) y
37.8% (14/37) fueron resistentes a CZA (3/14 no producian
carbapenemasas) (Tabla IV).

Tabla IV.
Comportamiento de la resistencia selectiva a C-T (75,6%) y a CZA, de
las cepas de P. aeruginosa analizadas con MICm (N = 37).

Cepas de P. aeruginosa N %

Resistentes a C-T 28 75.6%
® No productoras de carbapenemasas 17

Resistentes a CZA 14 37.8%
® No productoras de carbapenemasas 3

MICm: Método modificado de inhibicién de carbapenémicos
C-T: Ceftolozane-Tazobactam
CZA: Ceftazidime-Avibactam

DISCUSION

C-Ty CZA son los antibi6ticos betalactamicos disponibles
mas potentes. Entre sus mdltiples cualidades se incluye
una rapida accion bactericida, incluso contra bacterias
multirresistentes, lo que los hace atractivos para el
tratamiento de infecciones graves y nosocomiales como las
causadas por P aeruginosa. (12,13)

Imipenem aparecio a mediados de la década de 1980
y meropenem una década después. Ambos antibi6ticos
se consideran relativamente intercambiables, a diferencia
de ertapenem otro carbapenémico, que no es (til contra P
aeruginosa. (14)

En pocos afos, P. aeruginosa ha desarrollado resistencia
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a estos antibidticos. Asi, en Europa en 2002, la resistencia
al imipenem fue del 19%, aumentando al 30% en 2007. En
América del Norte y Asia, la resistencia varia entre el 15 y el
30%. (14-17)

En 2018, se publico el informe Red-PUCRA de 14
hospitales en México, que demostrd resistencia de P
aeruginosa al meropenem en mas del 33% de los casos.
(19) En otro informe nacional, basado en la vigilancia en 47
hospitales en 20 estados de México, se encontrd que hasta
el 40% de P. aeruginosa es resistente a los carbapenémicos.
(20) Esta proporcion es similar a la que se obtuvo cuando se
seleccionaron las cepas causantes de infeccion nosocomial
en los hospitales involucrados en este estudio. Por otro lado,
el porcentaje de resistencia en pacientes ambulatorios fue
menor (14,2%).

En el estudio actual, el porcentaje de resistencia en las
cepas aisladas fue muy alto. Segln la clasificacion utilizada,
solo el 9% de las cepas no se consideraron MDR o XDR.
Todos los aislamientos fueron susceptibles a la colistina, por
lo que no se notificaron organismos PDR, predominando las
cepas XDR (9).

En el afio 2017, el CDC notificé alrededor de 32,600 casos
de pacientes hospitalizados con un estimado de 2,700
muertes. (21) En Italia, el 37,2% de los aislados clinicos de
P aeruginosa fueron MDR, (22) resultados inferiores a los
reportados en el presente estudio, ya que en este caso
sélo se seleccionaron cepas de P aeruginosa resistente a
carbapenémicos.

La susceptibilidad in vitro demostrada en este estudio
a CT (25,5%) y a CZA (63,8%) en cepas de P. P aeruginosa
es inferior respectivamente al 85y al 90% de lo reportado
en otros informes. (6,20-22) Haidar y col. y Pfaller y col,,
informaron porcentajes ligeramente mas bajos en cepas no
sensibles al meropenem. (23, 24) Lo anterior se explica por la
baja prevalencia de cepas productoras de carbapenémicos,
especialmente MBL. En ltalia, Giani y col. (22), utilizaron
la resistencia a C-T como indicador de la produccién de
carbapenemasas, encontrando que de 935 aislamientos, 48
de las cepas de P aeruginosa producian carbapenemasas,
(5,1%) en general y 3% MBL. Nasser y col. encontraron una
prevalencia del 69,4% de B-lactamicos de amplio espectro
y del 42,9% de MBL en P aeruginosa no susceptible a
cefalosporinas de amplio espectro (25). En México, los
informes publicados varian entre un 3,4% a 32,5% (26,27),
resultados similares al presente informe.

Tanto CT como CZA son modificaciones quimicas o
funcionales de antibiéticos que se han utilizado durante
muchos afos, a los que las bacterias se han adaptado y
desarrollado mecanismos de resistencia. Se han mejorado
para anular mecanismos de resistencia especificos con
patrones de distribucion geogréfica, que pueden cambiar
con el tiempo.

En este informe se encontr6 una alta tasa de MBL, lo que
explica la baja susceptibilidad a CZA ya que solo tres (8%)
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de las cepas resistentes no produjeron carbapenemasas.
Por otro lado, para la C-T probablemente otros mecanismos
distintos a la MBL deben estar presentes porque 17 de las
cepas resistentes (46%) no produjeron MBL. (23,28)

En P aeruginosa, la pérdida de la porina OprD es el
mecanismo mas comun de resistencia al imipenem, que no
confiere resistencia a la ceftazidima. Sin embargo, en las
cepas estudiadas, mas del 80% no fueron susceptibles a esta
dltima, lo que, de acuerdo con Valenza y col., nos permite
utilizarlo como marcador fenotipico para detectar MBL. (29)

Finalmente, las pautas britanicas recomiendan tratar las
infecciones bacterianas gramnegativas MDR con antibidticos
que sean efectivos en al menos el 80% de las veces en
que sean prescritos. Si bien las infecciones causadas en el
mismo sitio y por las mismas bacterias que no sean MDR,
deben recibir un tratamiento diferente al que se deba utilizar
para las infecciones por cepas MDR. Ademas en dichas
pautas no recomiendan el uso de C-T para infecciones
causadas por P aeruginosa productora de AmpC, MBL /
BLEE o carbapenemasas. La CZA no debe utilizarse para
los productores de MBL. (30) Sobre el uso de CTY CZA
en presencia de metalobetalactamasa independiente del
género bacteriano, sélo seria indicado en presencia de serin-
carbapenemasas tipo KPC y OXA; no tiene actividad frente a
las carbapenemasas de clase B (metalobetalactamasas). La
combinacién de ambas restablece la actividad amenazada
del betalactdmico ocasionada por la emergencia vy
expansion, en diferentes especies de Enterobacteriaceae,
con serinabetalactamasas que hidrolizan a la ceftazidima.
La excelente actividad in vitro frente a enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido,
betalactamasas de clase C o carbapenemasas tipos KPC y
OXA-48, hace de CZA un recurso con elevado potencial para
el tratamiento de infecciones por enterobacterias MDR. De
igual forma, la actividad de CZA frente a P. aeruginosa es muy
superior a la de la mayorfa de los betalactamicos disponibles,
siendo solo comparable a la de C-T.

CONCLUSIONES

Este estudio mostré que aproximadamente el 14% de las
cepas aisladas de P aeruginosa no eran susceptibles a los
carbapenémicos y mas del 90% de estas cepas fueron MDR.
La susceptibilidad identificada a C-Ty a CZA es mucho menor
que el 80% recomendado por las guias para el tratamiento
empirico de infecciones causadas por cepas de P. Aeruginosa
MDR. A su vez, se detect6 una alta tasa de produccion de
carbapenemasas, la mayoria correspondiente a MBL, la
existencia de cepas resistentes debido a la produccién de
metalobetalactamasas y otros mecanismos poco frecuentes
obliga a la prudencia en su posicionamiento para uso clinico.
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