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Resumen

Las infecciones causadas por bacilos gramnegativos multirresistentes se han visto incrementadas a nivel
mundial en los ultimos afios, causando un grave problema de salud publica. La OMS en 2017 incluyé en la
lista de patégenos prioritarios las cepas productoras de carbapenemasas, enzimas capaces de hidrolizar
los antibidticos carbapémicos. Los bacilos gramnegativos productores de metalo-p-lactamasas (MBL), un
tipo de carbapenemasa, hidrolizan todos los B-lactamicos, a excepcion del aztreonam. Sin embargo, la
frecuente asociacién de las MBL a otros tipos de B-lactamasas hace que el aztreonam rara vez sea efectivo
in vitro. Por tanto, es un antibiotico que actualmente, en monoterapia, no estd recomendado en las guias
clinicas para tratar las infecciones causadas por estos microorganismos, suponiendo un gran reto
terapéutico debido a la falta de antibiéticos activos. Las alternativas terapéuticas para tratar de forma
empirica que existen se limitan al uso de cefiderocol (amplio espectro), o a la combinacién de aztreonam
con avibactam (recientemente aprobado y sin comercializar), llevandonos a estudiar otras opciones
terapéuticas. En este sentido, el objetivo del presente trabajo es evaluar la eficacia de la combinacion de
aztreonam y ceftazidima/avibactam, dos antibioticos ya comercializados y en uso, en infecciones causadas
por bacterias productoras de MBL. Se realiz6 el estudio de sinergia de aztreonam y ceftazidima/avibactam
en 45 cepas de bacilos gramnegativos multirresistentes procedentes de infecciones y colonizaciones,
recogidas desde febrero de 2020 hasta mayo de 2024 en el Area Sanitaria de Guadalajara. El test de
sinergia se realizé mediante el método de proporcion fija usando tiras de gradiente de concentracion.
Nuestros resultados muestran un efecto sinérgico de ambos antibiéticos frente a enterobacterias, por lo que
se podria emplear como tratamiento empirico y como alternativa al cefiderocol; sin embargo,
en Pseudomonas spp. este efecto sinérgico es menor, por lo que su uso no estaria justificado en nuestro
medio.
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Introduccién

Las infecciones causadas por cepas de bacilos gramnegativos (BGN) multirresistentes se han visto
incrementadas en los ultimos afios, lo cual supone un grave problema en cuanto a términos de salud publica.
Estas infecciones suelen ser graves y tener un peor prondstico en comparacion con aquellas causadas por
microorganismos sensibles [1, 2]. Cada afio se producen mas de 2,8 millones de infecciones resistentes a
los antibidticos en EE. UU., y mas de 35.000 personas mueren como resultado [3]. Las cifras se estiman
similares en Europa, con 33.000 muertes al afio causadas por bacterias multirresistentes [4].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha calificado la resistencia antimicrobiana como un problema
sanitario urgente. Se estima que, si no se toman medidas para evitarlo, en el afio 2050 el nimero de muertes
mundiales anuales aumentara a 10 millones de personas, superando el cancer. [5].

El aumento de estas resistencias, sumado a la disminucién, como consecuencia de ello, del nimero de
opciones terapéuticas frente a dichas resistencias, hace que sea dificil encontrar un tratamiento eficaz [2,
6].

Las principales resistencias de estos organismos frente a los antibidticos son producidas por enzimas -
lactamasas, siendo las mas importantes: B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas de tipo
AmpC cromosomicas o plasmidicas (clase C), y carbapenemasas (resistentes a la mayoria de B-lactamicos,
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incluyendo carbapenémicos) [7]. Los carbapenémicos son antibioticos B-lactamicos capaces de unirse a las
proteinas de union de penicilinas (o penicillin-binding proteins, PBPs) e inhibir la sintesis de pared celular
bacteriana [8]. La resistencia a este tipo de antibidticos puede deberse a enzimas como carbapenemasas o
alteraciones en la permeabilidad de la pared por mutaciones en porinas o en bombas de expulsion activa

[9].

Dentro del grupo de las carbapenemasas encontramos dos tipos, las que presentan una serina en su centro
activo, que pertenecen a la clase A (KPC) y clase D (OXA-48); y las que contienen un ion de zinc, también
llamadas metalo-B-lactamasas (MBL) o de clase B. En este tltimo grupo se incluyen IMP, NDM y VIM
[10-12].

Las enzimas tipo VIM (Verona Integron-encoded Metallo-f-lactamase) fueron las primeras
carbapenemasas identificadas en Verona, Italia. Actualmente se sabe que el gen que la codifica (blaVIM)
se encuentra en integrones de clase I formando casetes de genes, generalmente alojados en transposones
junto con mas genes adicionales que codifican resistencia a diferentes tipos de antibidticos. Estos
transposones movilizan los integrones hasta plasmidos, transmitiendo asi sus genes de manera horizontal
[1,7].

Las enzimas tipo NDM (New Delhi Metallo-f-lactamase) se aislaron por primera vez en un paciente sueco
de origen indio que habia sido previamente hospitalizado en Nueva Delhi. Desde entonces se ha diseminado
rapidamente, y se han encontrado 12 variantes. Los b/laNDM se transportan principalmente en plasmidos
conjugativos de diferentes tamanos. El origen del gen blaNDM es desconocido, pero al contrario que la
anterior, no esta relacionada con estructuras similares a integrones. Estas cepas frecuentemente coproducen
otras B-lactamasas como AmpC plasmidicas, BLEE y carbapenemasas adicionales (tipo VIM, OXA-48), u
otros tipos de resistencia a otros antimicrobianos [1, 7, 13].

Las enzimas tipo IMP (imipenemasas) fueron las primeras MBLs codificadas por un plasmido que se
detectaron, y actualmente, hay mas de 40 variantes. De igual manera que en el caso de blaVIM, blaIMP se
encuentra como un casete genético integrado en integrones de clase 1 y clase III, éstos ultimos suelen
localizarse en transposones y en plasmidos conjugativos. Ademas, se puede expresar junto con otras
estructuras que confieren diferentes tipos de resistencias [7].

Las causas de la rapida expansion de bacterias productoras de carbapenemasas pueden tener un origen
multifactorial. Los viajes a zonas endémicas con una elevada prevalencia de estas carbapenemasas, y un
mal uso de los antibidticos carbapenémicos juegan un papel importante en esta expansion. En este ultimo
caso, el tratamiento inadecuado con carbapenémicos puede aumentar la presion selectiva de las bacterias
aumentando su diseminacion. Frente a esta preocupante expansion, la OMS publicé en 2017 la primera lista
de “patogenos prioritarios” resistentes a antibidticos, que incluyen 12 familias de bacterias peligrosas para
la salud humana. Esta lista, actualizada recientemente en 2024, incluye a las enterobacterias productoras de
carbapenemasas dentro del grupo de prioridad critica [14, 15].

Actualmente, frente a las pocas opciones terapéuticas que nos dejan estas cepas multirresistentes, han salido
al mercado nuevos tipos de antibidticos, como el cefiderocol, el cual es una cefalosporina de ultima
generacion efectiva frente a la mayoria de f-lactamasas y que presenta un amplio espectro de accion [16].
Sin embargo, este antimicrobiano también se estd viendo afectado por algunas cepas productoras de
carbapenemasas, como las NDM [17]. Este hecho, podria disminuir el arsenal terapéutico del que
disponemos para tratar infecciones causadas por estos microorganismos.

Puesto que el abuso de los antibidticos influye altamente en la presion selectiva haciendo que se propaguen
las cepas multirresistentes, se estan estudiando otras posibilidades. Una de ellas es la terapia combinada de
aztreonam, el cual es un antibidtico de espectro reducido; con avibactam, que es un inhibidor de B-
lactamasas que no posee un anillo f-lactamico, y que, por tanto, es efectivo frente a las metalo-p-lactamasas.
Esta combinacion ha sido recientemente aprobada por la Agencia Europea del Medicamento (EMA); sin
embargo, su comercializacion y distribucion puede verse alargada en el tiempo hasta llegar a los hospitales,
donde tanto los tramites como su aprobacion por la Comision de Infecciones de cada hospital puede
demorar su uso.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es estudiar la sinergia de dos farmacos ya comercializados y
en uso actualmente en los hospitales, el aztreonam y la ceftazidima/avibactam en bacilos gramnegativos
productores de metalo-p-lactamasas.

Material y métodos

En la presente investigacion, se emplearon 45 cepas de bacterias multirresistentes que se incluyeron en un
estudio observacional y retrospectivo. Se incluyeron 33 enterobacterias pertenecientes a distintos géneros
y especies, y 12 del género Pseudomonas (tabla 1). Todas ellas son bacilos gramnegativos que presentaron



Efecto sinérgico de ATM y CZA en MBL

alglin tipo de metalo-B-lactamasa, ya bien sea VIM, IMP o NDM, aislados de infecciones o colonizaciones
de pacientes, recogidas desde el mes de febrero de 2020 hasta mayo de 2024.

FAMILIA Prot P - abili
hIORGA_‘\—_ELLACE‘.&E Forels sp. Foleus miraduis
Klebsiella oxytoca
Klebsiella sp.
Klebsiella preumoniae
ORDEN Enterobacter cloacae
SRR ObaCTEINT EY FAMILIA Enterobacter sp.
ENTEROBACTERIACEAE Enterobacter hormaechel
Escherichia sp. Escherichia coli
Citrobacter sp. Citrobacter freundii
Pseudomonas putida
ORDEN FAMILIA P
PSEUDOMONADALES | PSEUDOMONADACEAE AR .
Pseudomonas aeruginosa

Tabla 1.- Clasificacion de las bacterias empleadas en el presente estudio.

Descongelacion de las muestras

Para la conservacion de las cepas de estudio, se emplearon tubos criogénicos que se congelan a -80°C. De
esta manera, previamente a la realizacion del experimento, fue necesario descongelar las cepas que eran de
nuestro interés. Para ello, sacamos 2 bolas y las frotamos sobre un medio de cultivo Agar Sangre, el cual
es un medio enriquecido no selectivo. Estas placas se cultivaron durante 18-24h a 35-37°C hasta su
crecimiento.

Figura 1.- (A). Tubos para congelacion. (B). Placa de agar sangre con el indculo descongelado,
extendido y crecido.

Identificacion

En primer lugar, las cepas crecidas en cultivo puro se identificaron con espectrometria de masas de alto
vacio (MALDI-TOF), el cual presenta un detector (TOF) acoplado a la fuente de MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization). Este equipo tiene integrado un software de analisis de espectros que indica
tanto el género como la especie de la bacteria presente en la muestra.

A continuacion, se realizd ensayo de inmunocromatografia NG-Test Carba-5 (NG-Biotech) para la
deteccion de las carbapenemasas KPC, OXA-48, VIM, IMP y NDM en una colonia bacteriana procedente
de cada cultivo puro.

Sinergias y estudio de la sensibilidad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad frente a antimicrobianos se realiz6 y determiné mediante tiras de gradiente de
concentracion (ATM 0,016-256 mg/L: Etest; Liofilchem y CZA 0,016-256/4 ng/mL: Etest; bioMérieux).
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La sinergia se estudio por el método de la proporcion fija con superposicion de tiras de gradiente de
concentracion siguiendo el procedimiento PNT-CA-03 de la SEIMC.

Para ello, en primer lugar se inocul6 una placa de agar Miiller-Hinton con un indculo estandarizado ajustado
a 0,5 en la escala de McFarland, lo que equivale a 1,5x108UFC/mL. Este es un indice que mide la turbidez
de una suspension bacteriana, de manera que no haya un exceso ni un déficit de bacterias.

Una vez hecho el indculo, se colocd la tira del antibidtico aztreonam (ATM) y lo mas separada posible, la
tira del antibidtico ceftazidima/avibactam (CZA). Se hicieron por duplicado por cada muestra, ya que una
placa fue para determinar las concentraciones minimas inhibitorias de cada antibidtico individualmente, y
en la otra se realiz6 la sinergia. Se incubo la placa a 35-37°C, la primera durante 18-20h, y la segunda 1
hora para que los antibioticos difundieran por el agar.

Tras este tiempo, se retiraron ambas tiras de las placas sobre las que se realizd el test de sinergia (no las
placas control) con ayuda de unas pinzas y se desecharon, de manera que sobre la impronta dejada por las
tiras, se colocaron nuevas tiras. Sobre la impronta del antibiotico ATM se colocod una tira de CZA, y
viceversa, sobre la impronta de CZA se coloc6 una tira de ATM. Se dejaron incubar nuevamente las placas
durante 18-20h a 35-37%.

e

Figura 2.- Método de la proporcion fija

Andlisis de los resultados

Tras las horas de incubacion necesarias, se leyeron las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de
todas las placas. La CMI es la concentraciéon minima de un antibidtico necesaria para que inhiba el
crecimiento bacteriano. Con este dato, se calculd la concentracion inhibitoria fraccional (CIF) que compara
la CMI de la sinergia respecto a las CMIs individuales de cada antibidtico en ambas combinaciones. El
sumatorio de ambos CIF da como resultado el indice de la concentracion inhibitoria fraccional (ICIF).

Figura 3.- Muestra con valores de ICIF que refieren efecto sinérgico.

La obtencion de valores de ICIF por debajo de 0,5 se considerd efecto sinérgico, los valores entre 0,5 y 4
se consider¢ efecto indiferente, y la obtencion de valores por encima de 4 se considero efecto antagonista

[6].
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Resultados

Los BGN-MBL empleados en el estudio fueron mayoritariamente causantes de infecciones: un 26,7%
(12/45) procedian de muestras respiratorias; un 15,5% (7/45) de orinas; un 11,1% (5/45) de piel y partes
blandas, un 6,7% (3/45) de muestras intraabdominales, un 2,2% (1/45) fueron hemocultivos y otras
muestras 6,7% (3/45). Y un 31,1% (14/45) fueron aislados procedentes de colonizaciones, tanto faringeas
como rectales.

Como se muestra en el grafico 1, del total de bacilos gramnegativos portadores de metalo-p-lactamasas
(BGN-MBL), el 68.9% (31/45) resultaron ser VIM; el 6,7% (3/45) fueron NDM; el 6,7% (3/45) , IMP; y
un 17.8% presentaron dos tipos diferentes de carbapenemasas, de los cuales un 6,7% (3/45) fueron NDM
+ OXA-48, otro 6,7% (3/45) eran VIM + OXA-48; el 2,2% (1/45) eran VIM + KPC y un 2,2% (1/45)
fueron NDM + KPC.

Metalo-B-lactamasas

VIM + KPC

} 0f

NDM + KPC

)

VIM + OXA-48

NDM + OXA-48

IMP

NDM
VIM

oo

Grafico 1.- Distribucion de las cepas portadoras de metalo-f-lactamasas estudiadas.

En la Tabla 2 se pueden observar la distribucion de las distintas carbapenemasas en funcion de si son
Enterobacterales o Pseudomonadales.

ENTEROBACTERALES PSEUDOMONADALES
N? aislados (%) N° aislados (%)

VIM 22 (66,7) 9(75)

NDM 391 0(0)

IMP 1(3) 2(16,7)

NDM + OXA-48 3(9.1) 0(0)

VIM + OXA-48 3(9.1) 0(0)

NDM + KPC 13(3) 0(0)

VIM + KPC 0(0) 1(8.3)

Total = 33 (100) 12 (100)

Tabla 2.- Distribucion de las carbapenemasas en funcion del orden taxonémico al que pertenecen las
cepas portadoras.

De las 45 muestras estudiadas, 25 de ellas resultaron tener un efecto sinérgico positivo, un 55,6% del total,
frente a las 20 muestras con un efecto indiferente, que representarian un 44,4%.

Puesto que se encontraron diferencias importantes respecto al orden al que pertenecian los aislados, se
dividieron en dos grupos: Enterobacterales y Pseudomonadales (Grafico 2). De esta manera, en el orden
Enterobacterales encontramos 22 muestras con un efecto sinérgico (48,9%) y 11 muestras que mostraron
un efecto indiferente (24,4%) frente al total de aislados en los dos grupos. Del orden Pseudomonadales
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solamente 3 aislados mostraron sinergia entre ambos antibidticos (6,7%), frente a las 9 muestras que
presentaron un efecto indiferente (20%). Cabe destacar que ninguna tuvo un efecto antagénico (0%).

[ Pseudomonadales [l Enterobacterales

25

15

10

N® aislados

Efecto sinérgico Efecto indiferente Efecto antagénico

Grafico 2.- Resultados de los estudios de sinergia de la combinacion de aztreonam (ATM) y
ceftazidima/avibactam (CZA) en Enterobacterales y Pseudomonales.

Enterobacterales
Pseudomonadales

B Efecto sinérgico Efecto indiferente [l Efecto antagénico

B Efecto sinérgico Efecto indiferente [l Efecto antagénice
000% 80,00%
€0,00% 60,00%
40,00% 40,00%
20,00% 20,00%
0,00% 0,00%

Grafico 3.- (A). Comparacion de los efectos producidos por la combinacion de aztreonam (ATM) y
ceftazidima/avibactam (CZA) en Enterobacterales. (B). Comparacion de los efectos producidos por la
combinacion de aztreonam (ATM) y ceftazidima/avibactam (CZA) en Pseudomonadales.

Con respecto al total en cada orden (Grafico 3), veriamos que dentro del grupo de las enterobacterias el
66,7% presentan un efecto sinérgico positivo, mientras que solo el 33,3% tienen un efecto indiferente.
Mientras que en Pseudomonas spp. solamente el 25% tienen efecto sinérgico frente al 75% que tienen
efecto indiferente.

Discusion
Las resistencias pueden expresarse en una amplia variedad de microorganismos existentes en la naturaleza,
aunque, en concreto las bacterias gramnegativas son las mas propensas a mostrar multiples resistencias a

un elevado niimero de antibidticos [15]. Dentro de estos distintos tipos de resistencias, podemos encontrar
la produccion de MBL, enzimas que hidrolizan una gran parte de los antibidticos B-lactdmicos existentes.

Hay tres tipos principales de MBL: VIM, NDM e IMP que difieren en su estructura quimica. Los
microorganismos portadores de estas enzimas son faciles de identificar y los procedimientos para
determinar la sensibilidad a los antimicrobianos y detectar los tipos de resistencias estan estandarizados y
son altamente fiables [15].

En condiciones ideales, las MBL son inhibidas por quelantes de zinc (como el EDTA) y aztreonam [7],
pero no son inhibidas por acido clavulanico y similares, como si que ocurre en otras clases de B-lactamasas.
Sin embargo, estas carbapenemasas a menudo presentan otros tipos de enzimas como las BLEE, lo que les
confiere resistencia también a aztreonam, por lo que no es recomendable usarlo en monoterapia, ni como
terapia empirica frente a la sospecha de infecciones causadas por estos microorganismos [1, 7, 13, 17].

El cefiderocol es un potente antibidtico recientemente comercializado que es efectivo frente a estas
carbapenemasas. Sin embargo, ya se estan empezando a detectar resistencias en algunas cepas [17], y su
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uso debe ser mas restringido y reservarse con el fin de evitar el aumento de éstas. Es razonable, por lo tanto,
emplear una combinacion de farmacos alternativa para el tratamiento empirico de las infecciones por estos
bacilos gramnegativos multirresistentes en individuos con infecciones graves [2].

El aislamiento de bacterias en tejidos o zonas habitualmente estériles implica infeccion. Por el contrario, su
aislamiento en lugares no estériles, como heridas o muestras respiratorias, requieren de un estudio clinico
para la colonizacion de la infeccion [2]. En nuestro estudio, hemos tenido en cuenta ambos grupos,
separandolos en funcion del tipo de muestra.

Un gran porcentaje de las cepas estudiadas mostraron un efecto sinérgico, frente a un menor niimero que
resultaron tener un efecto indiferente. Una parte de las cepas que no mostraron efecto sinérgico presentaban
previamente bajas CMlIs al aztreonam, de manera que al afiadir avibactam y calcular el ICIF de la
combinacion, no habia una disminucion destacada de CMI y no aportaba ningin efecto sinérgico
significativo, resultando en un efecto indiferente. El aztreonam por si solo es estable en presencia de MLB,
pero es muy frecuente que ademas presenten otros tipos de f-lactamasas como las BLEE [17-18], y no hay
evidencia cientifica que avale el uso de aztreonam en monoterapia para el tratamiento de estas infecciones
[19].

El grupo de los Pseudomonadales, presenta una resistencia basal debida a la escasa permeabilidad de su
membrana externa (mucho menor que la de las enterobacterias), ademds expresa varios sistemas de
expulsion activa que eliminan los antimicrobianos que logran entrar en el microorganismo, también produce
distintos tipos de B-lactamasas, entre ellas la de tipo AmpC cromosémica, otras adquiridas como las del
grupo PSE, OXA y BLEE (menos frecuentes que en enterobacterias), y carbapenemasas, en especial las de
clase B estudiadas, como VIM y IMP [2, 17].

A pesar de los resultados obtenidos, la terapia combinada de ATM con CZA podria ser empleada como
tratamiento empirico frente a Enterobacterias gramnegativas. Sin embargo, debido a las multiples
resistencias habituales en los BGN pertenecientes al género Pseudomonas, no se recomendaria su uso como
terapia empirica. De acuerdo a esto, estimamos que 22 de los pacientes de los cuales se aislaron las
muestras, se podrian haber beneficiado de este tratamiento.

Nuestro analisis se trata de un estudio in vifro, que de acuerdo a otros estudios, ha demostrado una alta
actividad antimicrobiana del ATM combinado con CZA en cepas de Enterobacterales productoras de MBL,
mientras que en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, no mostraron interacciones sinérgicas. Ademas,
en las series de casos publicados, las enterobacterias productoras de MBL fueron resistentes a ATM y CZA
solos, pero susceptibles a su combinacion. En el caso de P. aeruginosa fue resistente en ambos casos debido
a mecanismos de resistencia distintos a metalo-f-lactamasas. En estos casos, aparentemente no se
observaron efectos adversos frente a este tratamiento [17, 20, 21].

En otros estudios in vivo se ha demostrado la eficacia de la combinacion de ambos compuestos, llevando a
una mejoria y recuperacion rapidas desde el momento de la administracion de la terapia [22]. Ademas se
encontrd una disminucion del riesgo de mortalidad y fallo clinico en pacientes tratados con CZA/ATM
comparado con aquellos pacientes que recibieron otros tratamientos [6, 21].

En nuestra investigacion encontramos algunas limitaciones que deben ser consideradas para futuros
estudios. Entre ellas destacan el nimero reducido de muestras, ya que eran las disponibles hasta el
momento. Ademas, seria interesante detectar de manera genotipica la presencia de otros tipos de f-
lactamasas, ya que se ha demostrado que influye de manera significativa en la eficacia del tratamiento
combinado.

Conclusiones

En el presente trabajo, se evidencia la gran opcion terapéutica del uso de aztreonam en combinacién con
ceftazidima/avibactam como tratamiento empirico frente a enterobacterias. Por el contrario, no resulta tan
efectivo en el caso de Pseudomonas spp.

El uso de esta combinacion puede ser una buena alternativa para evitar el abuso de cefiderocol, de manera
que éste se reserve como antibidtico de ultima linea.
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