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RESUMEN

En la actualidad, el aumento de las resistencias antibiéticas representa un desafio a nivel
global para la salud publica, destacando entre ellas las Enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa productoras de carbapenemasas que confieren resistencia a gran parte de los
antibidticos disponibles. En estos casos y, en particular, en las metalobetalactamasas
(carbapenemasas de clase B), las escasas opciones terapéuticas provocan que no sea
siempre suficiente el tratamiento en monoterapia. Por lo que el estudio del efecto sinérgico
entre diversos antibiéticos cobra especial relevancia. La sinergia se da cuando dos
antibidticos interactiuan positivamente potenciando su efecto antimicrobiano. Son
numerosos los métodos para estudiar el efecto sinérgico entre dos antibiodticos. El objetivo de
este trabajo es evaluar la concordancia y rendimiento de cuatro métodos para el demostrar in
vitro el efecto sinérgico entre Ceftazidima-Avibactam y Aztreonam en cepas de
Enterobacteriasy Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas de clase B. Para
ello se utilizaron cepas criopreservadas de Pseudomonas aeruginosa y diversas especies de
Enterobacterias aisladas de pacientes en el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. Estas se analizaron, a partir de colonia bacteriana aislada, por
cuatro métodos: , concretamente: el método de referencia de tiras E-test cruzadas (TC) y
calculo del iCIF; resensibilizacién de Aztreonam (ATM) mediante tiras E-test paralelas (TP);
método de disco de ATM junto a tira E-test de CZA para observar el aumento de halo de ATM
y/o la D invertida (TD); y el método de elucidon en medio Cerebro-Corazén con discos de CZAy
ATM (ED), determinando por MALDI-TOF la ausencia o presencia de crecimiento bacteriano
con base en el resultado de la identificacion.

PALABRAS CLAVE

Resistencia antibidtica, sinergia, bacterias gramnegativas, aztreonam, ceftazidima/avibactam
y metalo B-lactamasas.



RESUM

En l'actualitat, 'augment de les resistencies antibiotiques representa un desafiament a nivell
global per a la salut publica, destacant entre elles els Enterobacteris i Pseudomonas
aeruginosa productores de carbapenemasas que conferixen resisténcia a gran part dels
antibiotics disponibles. En estos casos i, en particular, en les metalobetalactamasas
(carbapenemasas de classe B), les escasses opcions terapeutiques provoquen que no siga
sempre suficient el tractament en monoterapia. Es per aixo que l'estudi de l'efecte sinergic
entre diversos antibiotics és important. La sinergia es dona quan dos antibiotics interactuen
positivament potenciant el seu efecte antimicrobia. Sén nombrosos els metodes per a
estudiar l'efecte sinergic entre dos antibiotics. L'objectiu d'este treball és avaluar la
concordanca i rendiment de quatre metodes per al demostrar in vitro l'efecte sinergic entre
ceftazidima-avibactam i aztreonam en ceps d'Enterobacteris i Pseudomonas aeruginosa
productores de carbapenemasas de classe B. Per a aix0 es van utilitzar aillats criopreservats
de Pseudomonas aeruginosa i diverses especies d'Enterobacteris de pacients en el Servici
de Microbiologia de 'Hospital Clinic Universitari de Valencia. Estes es van analitzar, per
quatre metodes: el metode de referencia, de tires E-test creuades (TC), tires E-test paral:leles
(TP); metode de disc de ATM al costat de tira E-test de CZA per a observar l'augment d'halo de
ATM /o la D invertida; i el metode d'elucié al mig CC amb discos de CZA i ATM (ED),
determinant per MALDI-TOF l'abseéncia o presencia de creixement bacteria amb base en el
resultat de la identificacio.
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SUMMARY

Nowadays, the increase in antibiotic resistance represents a worlwide challenge for public
health, emphasizing on Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa, which are
producers of carbapenemases (class B) that provide them resistence to the vast majority of
the available antibiotics. In this cases, and particularly, in metallobelactamases (B class), the
lack of efficient therapeutics options makes impossible to treat diseases by using one
antibiotic. That is why the study of the synergistic effect between different antibiotics is so
important. This effect is produced when two antibiotics interact positively enhacing their
antimicrobial effect. There are a lot of methods to study this effect. The aim of this projectis
to evaluate the concordance and the efficiency of four methods in order to prove the
synergistic effect between Cefatazidima- Avibactam and Aztreonam in strains of
Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa. In order to do it, Pseudomonas
aeruginosa and several species of Enterobacteriaceae’ s cryopreserved strains isolated from
patients at the Microbiology Department of the Hospital Clinico Universitario de Valencia
were used. These strains were analyzed by four methods: the crossed E-test strips method,
parallel E-test strips; ATM disk method plus CZA E-test strips to observe the increase of ATM
halo and the inverted D and the elution method in CC medium with CZA and ATM disks using
MALDI- TOF to chech the presence or absence of bacterial growth.

KEY WORDS

Optimization; synergism; antibiotic resistance; metallobelactamases; Aztreonam and
Ceftazidime/Avibactam.
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1 INDICE DE ABREVIATURAS.

ATM - Aztreonam.

BES - Brazil Extended-Spectrum.

BEL - B-lactamase Extended of Belgium

BLEE - B-lactamasa de Espectro Extendido.

BGNNF -Bacterias Gramnegativas no Fermentadoras.
CLSI- Clinical and Laboratory Standards Institute.
CMI - Concentracion Minima Inhibitoria.

Caldo CC - Caldo Cerebro-Corazén

CZA-AVI - Ceftazidima/avibactam.

ED - Elucidn con disco.

ENTB - Enterobacterias.

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
FDA - Food and Drug Administration.

GES- Guiana Extended-Spectrum.

iCIF - indice de concentracién inhibitoria fraccional.
IMP - Imipenemasa.

ITU - Infecciones del tracto urinario.

KPC - Klebsiella Pneumoniae Carbapenemasa.
MALDI-TOF - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight.
NDM - New Delhi Metalo B -lactamasa.

MBL - Metalo B-lactamasas.

OMS - Organizacion Mundial de la Salud.

PBP - Penicilin-Binding Protein.

PER - Pseudomonas Extended Resistance.

PCR - Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

dgRT-PCR - Real-time quantitive reverse transcription PCR.
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SFO - Sulphhydryl Fold Oxidase.

TC - Tiras Cruzadas.

TD - Tira-Disco.

TLA - Tlahuica B -lactamasa.

TP - Tiras Paralelas.

VEB - Vietnamese Extended-Spectrum B -lactamasa.
VIM - Verona Integron-encoded Metalo B-lactamasa.
VPN - Valor Predictivo Negativo.

VPP - Valor Predictivo Positivo.



2 INTRODUCCION.

2.1 Microbiologiay procesos infecciosos.

Las enfermedades infecciosas son patologias causadas por lainvasién y multiplicacion en los
tejidos del organismo a causa de un patégeno. Las caracteristicas de esta dependen de
factores como las propiedades del microorganismo, la cantidad del inéculo y factores
dependientes del huésped como la respuesta inmunitaria.

En la mayoria de los casos, estas infecciones estan causadas por microorganismo que forman
parte del microbioma del ser humano, donde colonizan regiones, como el tracto intestinal y
genitourinario, la piel, las vias respiratorias, entre otras. Aqui, lLos microorganismos mantienen
relaciones de simbiosis con el huésped, sin embargo, cuando existe una alteracion en el
equilibrio huésped-microorganismo se produce una infeccién (Palomo et al., 2010).

Alinicio de los aflos XX estas enfermedades suponian las primeras causas de muerte entre la
poblacion. En la actualidad estas enfermedades son mucho menos mortales, sobre todo en
los paises desarrollados. Sin embargo, a pesar de la disminuciéon de la mortalidad, siguen
suponiendo un importante problema de salud debido a la reaparicion de enfermedades que
se creian controladas, asi como también, el surgimiento de nuevas cepas de microorganismos
resistentes a los agentes antimicrobianos disponibles en la actualidad. Las bacterias que mas
preocupan en la actualidad son aquellas que se encuentran en la lista de patdégenos de alta
prioridad publicada por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en el 2024, en la cual se
encuentran 15 familias de patdgenos resistentes a antibidticos, como las enterobacterias o
las Pseudomonas spp. (World Health Organization, 2024).

Para el control de estas enfermedades es imprescindible las campanas activas de
vacunacion, junto con la mejora de las practicas sanitarias, el uso correcto de agentes
antimicrobianos, asi como también la comprensién de los procesos de la enfermedad y una
de las ciencias que se encargan de ello es la microbiologia (Madigan, 2015).

La microbiologia es una ciencia aplicada encargada del estudio de los microorganismos y
cémo funcionan. Y concretamente, dentro de este campo de estudio la microbiologia clinica
es una disciplina interpretativa que se encarga del diagndstico de las enfermedades
infecciosas, siendo principalmente causadas por virus, bacterias, hongos y parasitos; asi
como también los agentes antimicrobianos potencialmente efectivos para estas. Para dicho
diagnostico es esencial el aislamiento e identificacion de los patdgenos causantes.
Anteriormente, para dicha identificacion, se utilizaban métodos basados en rasgos
fenotipicos o propiedades bioquimicas, que resultabas costosos y complejos, lo que
dificultaba la correcta identificacion de los microorganismos. Es por ello, que a lo largo de los
ultimos anos han surgido tecnologias novedosas entre las que destacan la espectrometria de
masas, MALDI- TOF y los métodos moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que han transformado el campo de la microbiologia clinica por su elevada sensibilidad
y rapidez.

En el contexto de las infecciones bacterianas y flngicas, uno de los objetivos fundamentales
de la microbiologia clinica tras el aislamiento e identificacion del agente causal del proceso
infeccioso, es evaluar la susceptibilidad a determinados antimicrobianos con el objetivo de
determinar las opciones terapéuticas 6ptimas para dicha infeccién.



Para estos estudios de susceptibilidad antimicrobiana se emplean diferentes métodos entre
las que destacan las técnicas de disco-difusion, la difusion con tiras de gradiente de E-testy
la microdilucién en caldo.

Finalmente, es fundamental la estrecha colaboracion y la comunicacion entre microbiologo y
meédico acerca del diagndstico microbioldgico para que se realice de forma rapiday directa de
modo que lainstauracion de la terapia para el paciente se inicie de forma precoz, lo que puede
tener un impacto directo en la evolucidn clinica del paciente, la estancia hospitalaria y los
costes asociados. Para ello en la gran mayoria de los hospitales emplean sistemas
informaticos que facilitan al médico realizar un seguimiento de la muestra, a la vez que
permita al laboratorio obtener toda la informacidn del paciente para que el estudio de la
enfermedad sea lo mas personalizado posible. Para ello, es esencial una colaboracion
estrecha entre el médico y el laboratorio (MUhlhauser &amp; Rivas, 2014).

2.2 Caracteristicas microbiolégicas de los microorganismos.

Los microorganismos son seres microscopicos unicelulares o multicelulares que se
encuentran en la gran mayoria de los ecosistemas de nuestro planeta. En este grupo se
incluyen las bacterias, virus, hongos y parasitos.

Centrandonos en las bacterias, estas son seres procariotas unicelulares con una gran
diversidad morfolégica que pueden encontrarse como parte de nuestro microbiota o bien
puede ser patogénicas causando enfermedades. En cuanto a la morfologia, las mas comunes
son las bacterias con forma redondeada (cocos), cilindrica (bacilos), en forma de racimo de
uva (estreptococos), en forma de cadena (estafilococos) o en forma de espiral (vibrios). A nivel
estructural, al ser células procariotas, no tienen organulos y tampoco tienen un nucleo sino
que tienen un nucleoide, que contiene el DNA circular libre en el citoplasma. Ademas tienen
una pared celular comun a todas las bacterias, pero cuya composiciény estructura varia entre
especies. En la superficie celular, estas pueden tener flagelos, que son filamentos proteicos
propios de las bacterias méviles como los bacilos; o fimbrias, que son también filamentos
proteicos de menor tamafio que intervienen en la adhesidon celular. Ademas, algunas
bacterias tienen una capsula que se encuentra rodeando a la pared celular compuesta de
polisacarido que dificulta su fagocitosis (Baron, 1996).

En cuanto a su clasificacion, estas pueden dividirse en dos grandes grupos: la grampositivas
y las gramnegativas. Esta distincidn se basa en la reaccion a la tincion de Gram debido a las
diferencias en la estructura de la pared celular (Figura 1y 2); en el cual las grampositivas se
tinen de morado mientras que las negativas se tifien de rosa/rojo. Esto es asi porque primero,
tras fijar la muestra en un portaobjetos, se tifie con cristal violeta seguido de yodo para formar
el complejo con el colorante. Posteriormente se decolora la muestra con alcohol o acetona,
de manera que el complejo permanece en las bacterias grampositivas. Sin embargo, se pierde
el colorante de los gramnegativos. Estos microorganismos retienen el colorante safranina que
es el que les da el aspecto rojo/rosa (Murray et al., 2020).



[ - ” P4 - .~
‘I.‘:’:. 2 \\\.:' £
L7 TN = 48 ' g o
5 -t ~ 1N 5 {. -
-~ -~
W R R
o e .
A siego%ors ) . *
sy, = £ \’ LY
- -
g, PP A O B R
~ S s
b - 0 = i
be 1 R A \.,f ) o~ :h\\ ¥ 1
- ’\ o',‘,- -
. g \
~s Vs e - A \ g T
S e
- 3 N - 3 ” -

Figura 2. Imagen al microscopio dptico de Streptococcus pnemoniae tefiida con tinciéon de gram.

La pared celular de ambas clases esta compuesta por peptidoglicano formada por varias
cadenas de 10 a 65 residuos de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, las cuales se
entrecruzan por puentes peptidicos, por la accion de unas enzimas denominadas Proteinas
fijadoras de penicilina (PBP). Sin embargo, existen diferencias respecto a la cantidad de
peptidoglicano entre ambas clases. Respecto a la pared celular de las grampositivas, esta es
mucho mas gruesa y estd compuesta mayormente por este peptidoglicano y polimeros como
los acidos teicoicos, que se unen covalentemente a este peptidoglicano. Mientras que la
pared celular de la gramnegativas esta formada por dos capas, una capa fina de
peptidoglicano y una membrana externa mas gruesa compuesta por lipopolisacaridos (LPS).
Los LPS aportan resistencia a las gramnegativas y ademads son los responsables de la
toxicidad para los animales; como es el caso de la Salmonella spp. o la Escherichia spp., que
son enterobacterias que producen problemas gastrointestinales como consecuencia de la
toxicidad de este lipopolisacarido, concretamente al lipido A (Madigan, 2015).

En este trabajo nos vamos a centrar en dos grupos de bacterias: las bacterias gramnegativas
no fermentadoras (BGNNF) y las enterobacterias (ENTB).

En cuanto a las primeras, estas son un grupo de bacterias aerobias estrictas que se
encuentran ampliamente distribuidas sobre todo en ambientes humedos. Son agentes
patégenos frecuentes de infecciones nosocomiales y patégenos oportunistas en pacientes
inmunodeprimidos y sometidos a tratamientos invasivos. Este grupo puede causar una gran
variedad de infecciones, como infecciones del sistema nervioso, del tracto urinario, otitis,
artritis séptica, infectan heridas quirurgicas, Ulceras, entre otras. Ademas representan el 15%
de todos los aislamientos en los laboratorios de microbiologia. Un género para destacar es la
Pseudomonas spp., que contiene mas de 140 especies, la mayoria de las cuales son
sapréfitas. De entre sus especies, la mas relevante a nivel hospitalario e infeccioso es la



Pseudomonas aeruginosa (Figura 3) que conforma un alto porcentaje de las infecciones
oportunistas (Baron, 1996).

Figura 3. Imagen coloreada de microscopia electrénica de barrido de células de Pseudomonas aeruginosa.

En cuanto a las enterobacterias, son un grupo de bacterias anaerobias facultativas,
fermentadoras, mayormente bacilos, que forman parte de la familia Enterobacteriaceaey que
se encuentran formando parte de la microbiota de humanos y animales. La mayoria de las
especies de esta familia son mdviles y algunas estan capsuladas. Algunas de las especies de
esta familia son patdégenas causando mayormente problemas gastrointestinales asi como
también infecciones del tracto respiratorio, urinario o sistémicas. Entre las ENTB mas
comunes en los procesos infecciosos destacan Escherichia spp. y Klebsiella spp.

La Klebsiella spp. es un enterobacteria inmdvil y capsulado. Este género se subdivide
principalmente en dos complejos de especies, Klebsiella oxytoca y Klebsiella pneumoniae
(Figura 4), en la cual nos centraremos. Esta ultima es una bacteria oportunista conocida por
su diversidad de genes de resistencias a las sustancias antimicrobianas y es causante de una
gran variedad de infecciones siendo la mas destacada la neumonia nosocomial,
especialmente en pacientes con sistemas inmunolégicos comprometidos, enfermedades
crénicas o que hayan recibido tratamiento con antibiéticos de amplio espectro (Bridel et al.,
2021).

Figura 4. Imagen coloreada de Microscopia electrénica de barrido de células de Klebisella pneuomonia.



Escherichia spp. es una enterobacteria anaerobia facultativa y mévil. De este género destaca
Escherichia coli (Figura 5), que forma parte de la microbiota intestinal; sin embargo, al
incorporar factores de virulencia codificados en plasmidos o ADN de bacteriéfagos, se vuelven
virulentas causando enfermedades, como la gastroenteritis, meningitis o ITU. Todas las cepas
causantes de gastroenteritis se dividen en cinco grupos: enterotoxigénica, enteropatégena,
enteroagregativa, productora de toxina Shiga y enteroinvasiva; de las cuales los tres primeros
provocan una diarrea secretora que afecta al intestino delgado mientras que los dos ultimo
afectan al intestino grueso (Murray et al., 2020).

Figura 5. Imagen coloreada de microscopia electrénica de barrido de células de E. coli O157:H7.

2.3 Antibidticos.

Un antibidtico es una sustancia quimica producida por un ser vivo o derivado sintético, que
mata o impide el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles. Estos se
clasifican segun su mecanismo de accidn, estructura molecular y su espectro de actividad
antimicrobiana.

Existen diferentes clases de antibidticos seglin su mecanismo de accion pero en este estudio
nos vamos a centrar en los inhibidores de la sintesis de la pared celular, entre los cuales la
mayoria de los antibiéticos activos son los B-lactamicos. Estos antibiéticos constituyen una
extensa familia de antibidticos que pueden ser de origen natural o bien de semisintético, cuya
funcién es inhibir el ensamblaje de la pared celular actuando sobre las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP). Todos estos antibiéticos se caracterizan por la presencia de un anillo B-
lactamico, cuya composicion varia segun el antibiético. De este gran grupo de antibidticos
distinguimos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos e inhibidores
de B -lactamasas (Murray et al., 2020).

2.3.1 Penicilina.

Centrandonos en el primer grupo de antibidticos, la penicilina, esta se puede obtener de forma
sintética o bien de forma natural, a partir del cultivo del hongo Penicillum chrysogenum; del
cual se obtiene el anillo B-lactamico que es fusionado con un anillo tiazolidinico (acido 6-
aminopenicilanico).

La forma de administracion puede ser por via oral o por administracién intravenosa.



Las penicilinas de primera generacién son las naturales, entre las cuales distinguimos la
penicilina G y la penicilina V. Las primeras son inactivadas por el acido gastrico por ello se
administran de forma intravenosa, mientras que las segundas son mas resistentes al acido
gastrico y se administra de forma oral. Estos antibidticos son activos frente a las grampositivas
y los cocos gramnegativos, sin embargo tienen actividad limitada o escasa contra los
estafilococos y bacilos gramnegativos.

Las penicilinas semisintéticas resistentes a la penicilinasa, entre las cuales distinguimos la
meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina y dicloxacilina, estan en desuso debido al
desarrollo de resistencias causado por estafilococo. Su espectro de actividad es similar a las
penicilinas de primera generacion, excepto que estas son activas frente a estafilococo.

Respecto a las penicilinas de amplio espectro, distinguimos la amplicilina (la primera que se
obtuvo) y la amoxicilina. Estas presentan actividad contra cocos grampositivos similar a la de
las penicilinas naturales y contra algunos bacilos gramnegativos, concretamente especies
de Escherichia, Proteus y Haemophilus (Murray et al., 2020)

2.3.2 Cefalosporinasy cefamicinas.

Las cefalosporinas y cefamicinas son antibidticos B- lactamicos derivados del acido 7-
aminocefalosporanico similares a la penicilina, obtenidos a partir del hongo Cephalosporium,
que presentan un espectro antibacteriano extendido, junto con una mayor actividad frente a
las bacterias gramnegativas y con una amplia resistencia a abundantes B- lactamasas. La
diferencia entre ambos grupos de antibiéticos radica en el anillo dihidrotiazinico, las
cefamcinas presentan oxigeno en lugar de azufre (como es el caso de las cefalosporinas), lo
que la hace mas estables a la hidrdlisis de las B-lactamasas (Murray et al., 2020).

Podemos distinguir diferentes generaciones de las cefalosporinas:

Las cefalosporinas de primera generacién (cefalexina,cefazolina) son antibiéticos de corto
espectro con actividad frente a un nimero restringido de bacterias gramnegativas; las cuales
son Escherichia coli, Klebsiella 'y Proteus mirabilis. Estas pueden ser administradas de forma
oral y parenteral y son una buena opcidn terapéutica para tratar infecciones causadas por
especies uropatégenas comunitarias susceptibles a estos antibidticos. Las cefalosporinas de
segunda generacion (cefuroxima, cefoxitina) son antibiéticos de amplio espectro con una
actividad similar a los antibidticos de primera generacion incluyendo ademas Enterobacter,
Citrobacter, Serratia, Haemophilus influenzae, Bacteroides fragilis y algunas especies de
Proteus. Las cefalosporinas de tercera generacion (cefixima, cefotaxima, ceftazidima, ...) son
antibidticos de amplio espectro, mayoritariamente usados en la actualidad, que presentan
una elevada actividad frente Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzaey Pseudomona
aeruginosa (ceftazidima y cefoperazona). Los antibidticos de cuarta generaciéon (cefepime)
son antibiéticos de espectro extendido los cuales presentan una actividad similar a los
antibidticos de tercera generacion. A diferencia de las de tercera generacién, presentan una
elevada estabilidad a las B- lactamasas tanto cromosdémicas como plasmidicas; asi como
también, baja capacidad de inducir la producciéon de B- lactamasas cromosdmicas. Estos
antibidticos son de gran importancia puesto que presentan una alternativa terapéutica para el
tratamiento de bacterias gramnegativas resistentes a las cefalosporinas de tercera
generacion.



Cabe destacar que todas las generaciones son activos frente a cocos grampositivos sensibles
a oxacilina (Mella M et al., 2001).

2.3.3 Monobactamicos.

Se tratan de antibidticos monociclicos de corto espectro, lo cual supone una ventaja puesto
que esto permite tratar de manera especifica infecciones sin alterar el microbioma normal del
paciente. El primer monobactamico que se comercializé fue el aztreonam, obtenido a partir
de Chromobacterium violaceum; y es activo unicamente frente a enterobacterias aerobiasy
Pseudomona aeruginosa. Actualmente es el Unico que se emplea para uso terapéutico.

Al inicio este antibidtico era estable a la hidrdlisis por todas las B-lactamasas, sin embargo
como consecuencia de la apariciéon de las BLEEs y la serina carbapenemasas lo hace menos
efectivo por si solo frente a las bacterias productoras de B-lactamasas multirresistentes. Sin
embargo, al ser resistente a la hidrélisis por las MBLs, lo hace un buen candidato para tratar,
junto con inhibidores de B-lactamasas, las infecciones causadas por estas bacterias
multirresistentes (Bush & Bradford, 2016).

2.3.4 Carbapenémicos.

Son antibiéticos B-lactamicos de amplio espectro, ampliamente prescritos en la practica
médica que tienen actividad frente a un gran ndimero de microorganismos. El primer
carbapenémico que se empled para uso terapéutico fue el imipenem, el cual suele usarse
para tratar infecciones causadas por bacterias grampositivas, gramnegativas, tanto aerobias
y anaerobias, excepto los estafilococos resistentes a oxicilina, enterobacterias resistentes a
B-lactamicos y algunas especies tales como Burkholderia, Stenotrophomonas maltophilia y
algunas Pseudomonas (Murray et al., 2020).

Actualmente existen otros carbapenémicos para uso terapéutico, que son el meropenem,
ertapenem y doripenem, los cuales en general tienen actividad frente a los mismos
microorganismos. Estos tres frente al imipenem destacan por una mayor estabilidad quimica,
permitiendo que tengan una mayor vida utily como consecuencia tiempos de administracion
mas largos (Bush & Bradford, 2016).

En cuanto a su actividad antibacteriana, existen ciertas diferencias respecto a su eficienciay
potencia frente a ciertos grupos de bacterias. El meropenem es mucho mas potente que el
imipenem contra enterobacterias pero es menos activo frente a bacterias grampositivas y
Acinetobacter baumannii. El ertapenem, a diferencia a los otros antibidticos, este no presenta
actividad frente Pseudomona aeruginosa y tiene CMI muy bajos en enterobacterias.
Doripenem tiene las menores CMI frente a Pseudomona aeruginosa y ademas es menos
susceptible a la hidrélisis por carbapenemasas (Papp-Wallace et al., 2011).

Cabe destacar que todos son resistentes a la mayoria de las B-lactamasas, excepto a las
carbapenemasas.



2.3.5 B -lactamicos asociados a inhibidores de B-lactamasas.

Los inhibidores de las B-lactamasas, se tratan de antibioticos B-lactamicos formados por un
anillo B-lactamico, que surgieron como consecuencia de la aparicion de B-lactamasas. Estos
inhibidores por si solos tienen poca actividad antibacteriana es por ello por lo que se
encuentran combinados con otros antibidticos B-lactamicos, y actuan uniéndose
irreversiblemente a las B-lactamasas inactivandolas, permitiendo asi que el antibidtico
asociado actue sobre la pared celular.

Distinguimos tres inhibidores de B-lactamasas con uso clinico, que son el acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam, los cuales se unen a penicilinas y cefalosporinas. Las
combinaciones mas comunes son la ampicilina-sulbactam, amoxicilina/acido clavulanico,
ticarcilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam, ceftazidima/avibactam, de entre estas
destacan piperacilina/tazobactam y la ceftazidima/avibactam, que presentan una mayor
actividad (Murray et al., 2020).

2.4 Estudio de sensibilidad antibidtica.

La determinacion de la sensibilidad antimicrobiana es de vitalimportancia en la microbiologia
clinica para conocer la adquisicidn de resistencias por diferentes microorganismos, asi como
también para poder predecir el éxito o el fracaso de las terapias antimicrobianas. Estos
estudios, son pruebas in vitro que pretenden predecir el comportamiento de las bacterias in
vivo frente determinados antibidticos. Diferentes técnicas son empleadas actualmente, entre
las cuales destacan aquellas basadas en cultivos, inmunocromatografia, técnicas
moleculares y espectroscopia de masas, entre otras.

Respecto a las primeras se basan en la presencia o ausencia de crecimiento de un aislado
bacteriano cultivado en presencia de un antibiético para determinar su resistencia a este.
Estas tecnologias ofrecen datos cualitativos (resistente, sensible o sensible a exposicion
incrementada) ademas de datos cuantitativos en forma de Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI), que es la concentraciéon mas baja (en mg/L) de antibidtico que inhibe el crecimiento de
una determinada cepa bacteriana (Maugeri et al., 2018)

Estas técnicas de cultivo, podemos clasificarlas en manuales (difusidon en agar, difusidn en
disco, prueba de gradiente o microdilucion) y automaticas. Respecto a la difusion en agar, esta
es realizada en placas Petri con agar Mueller-Hinton suplementado con una determinada
dilucién de antibiético en la cual se pueden testar el crecimiento o la ausencia de este, de
hasta 36 indculos por placa. Respecto a la difusién en disco, esta también se realiza en una
placa con agar Mueller-Hinton en la cual se disponen en su superficie discos de papel
impregnados con determinado antibiodtico, alrededor del cual aparecen un halo de inhibicién
que se mide para determinar la resistencia o sensibilidad. Elinconveniente de esta técnica es
que solo nos ofrece datos cualitativos, no nos aporta los datos de la CMI. Respecto a la prueba
de gradiente esta es similar a la anterior sin embargo si que ofrece el valor concreto de la CMI.
Respecto a las microdiluciones, en estas se testan diferentes concentraciones de antibiético
en diluciones seriadas del indculo de manera que midiendo la turbidez podemos saber si ha
habido crecimiento y su CMI. Esta metodologia se ha automatizado para aportar facilidad en
la incubacion e interpretacion de los resultados. Entre estos sistemas de microdilucién
automatizados destaca el sistema MicroScan WalkAway (Maugeri et al., 2018).
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Los resultados de halos de inhibicién o CMI obtenidos en el estudio de sensibilidad son
utilizados para la interpretacion del antibiético como resistente, sensible o sensible a
exposicion incrementada. Para ellos los laboratorios de Microbiologia utilizan los puntos de
corte estandarizados establecidos por comités internacionales como nacionales, entre los
que destacan European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) y Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).

En cuanto alas técnicas moleculares, estas se basan enla PCRy la gRT-PCR. En ambos casos,
el primer paso es la extraccion de ADN bacteriano para ello se debe lisar la célula, eliminar las
proteinas y otros restos celulares que contaminen la muestra. Posteriormente, se le afiade
alcohol para precipitar el ADN y una vez finalizado este paso el ADN se lava y se disuelve en
una solucién tampdn para llevar a cabo la PCR (Figueroa et al., 2007).

En cuanto a la PCR, esta se emplea para la deteccion de genes de las B-lactamasas y
carbapenemasas en la familia Enterobacteriaceae, mediante la hibridaciéon de los amplicones
obtenidos mediante esta técnica. Esta técnica tiene una gran sensibilidad y especificidad sin
embargo su principal inconveniente es que en algunos casos la presencia de estos genes no
implica su expresion.

En cuanto alagRT-PCR, esta se emplea para detectar el crecimiento de bacterias en presencia
de determinados antibidticos, mediante la deteccidn de regiones génicas altamente
conservadas. El principal inconveniente de esta técnica se encuentra en la no limitacién de
dicho estudio a las células viables, puesto que esto lleva a una sobreestimacion de células
viables dando lugar a falsos positivos (Maugeri et al., 2018).

En cuanto a las técnicas de espectroscopia de masas, como el MALDI-TOF, esta técnica se
puede emplear también para el estudio de susceptibilidad a los antimicrobianos mediante la
interpretaciéon del espectro obtenido. Este método se ha empleado para detectar
carbapenemasas en bacterias gramnegativas, incubando aislados de estas junto con
carbapenémicos, concretamente ertapenem (Maugeri et al., 2018). Este enfoque se ha usado
también para detectar BLEEs y AmpCs en enterobacterias, anadiendo a aislados de
enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacién, inhibidores de las B-
lactamasas y cefalosporinas; estudiando también su sinergismo (Correa-Martinez et al.,
2019).

Sin embargo esta técnica no es del todo precisa puesto que no detecta otros mecanismos de
resistencia, como las alteraciones en las porinas o la regulacidén positiva de las bombas de
flujo (Maugeri et al., 2018).

Por ultimo, respecto a las técnicas inmunocromatograficas, estas son ampliamente usadas
en laboratorios debido a sus evidentes ventajas, siendo estas su econdémico precio, su
sencillez y la rapidez, puesto que en 20 minutos se pueden obtener los resultados. Esta
técnica se basa en la migracion de la muestra por capilaridad sobre una membrana de
nitrocelulosa detectando las enzimas bacterianas responsables de la hidrélisis de los
antibiéticos como resultado de la unién de dichos antigenos al anticuerpo fijado. Actualmente
se han comercializado dos inmunocromatograficas capaces de detectar carbapenemasas
tipo OXA-48 y KPC con una sensibilidad y especificidad muy elevada, casi del 100% (March-
Rosselld, 2017).
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2.5 Resistencias antibidticas a B- lactamasas.

El surgimiento de los antibidticos supuso una revolucion en la medicina moderna permitiendo
erradicar algunas enfermedades, asi como también llevar a cabo numerosas operaciones
quirdrgicas que antes eran impensables debido al riesgo de infeccion. Esto permitié como
consecuencia, aumentar la esperanza de vida de la poblacion. Sin embargo la adquisicion de
resistencias a los antibidticos actuales esta dificultando el avance terapéutico siendo este
uno de los problemas de salud mas graves en la actualidad y en el futuro mas préoximo
(Huemer et al., 2020).

La resistencia antibidtica es la capacidad de los microrganismos de crecer a altas
concentraciones de un antibidtico. Esta capacidad puede ser intrinseca a este o puede ser
adquirida mediane transferencia horizontal o mutaciones genéticas como consecuencia de la
seleccidn positiva (Munita & Arias, 2016).

Concretamente, centrandonos en la resistencia adquirida por las bacterias frente a los
antibidticos B-lactamicos, como consecuencia de alteraciones genéticas, los tres
mecanismos principales son: la disminucién de la concentracién del antibiético en la diana
de la pared celular, alteraciones en la unién del antibidtico a las proteinas fijadoras de
penicilina o por la accidn de B-lactamasas.

El primer mecanismo es debido a unos poros que se encuentran en la membrana externa que
permite la penetracién de los antibidticos B-lactdmicos a través de la pared celular. Estos
poros estan compuestos por porinas, los cambios en estas pueden cambiar el tamano del
orificio del poro o la carga de estos canales provocando la exclusion del antibidtico. Ademas,
un flujo o bombeo de salida activo del antibiético puede disminuir la concentracion de
antibidtico en la célula.

El segundo mecanismo puede estar debido a la sobreexpresidon de las proteinas fijadoras de
penicilina, la aparicion de nuevas proteinas fijadoras de penicilina (resistencia a meticilina
en Staphylococcus aureus ), la modificacién de proteinas fijadoras de penicilina existentes
por recombinacién (resistencia a penicilina en Streptococcus pneumoniae ) o una mutaciéon
puntual (resistencia a penicilina en Enterococcus faecium).

Centrandonos en este ultimo, las B-lactamasas son el mecanismo principal de las bacterias
gramnegativas que inactivan los antibidticos B-lactdmicos hidrolizando el anillo B-lactamico.
Distinguimos mas de 200 B-lactamasas, las cuales se clasifican en cuatro clases: A, B,CyD
basadas en la identidad de la secuencia aminoacidica. Las de la clase A, C y D son serina-
proteasas debido a la presencia del aminoacido serina en el sitio activo; mientras que la B son
metaloproteasas puesto que su sitio activo contiene una o dos moléculas de Zinc (Munita &
Arias, 2016).

Clase A: BLEE (B -lactamasas de espectro extendido).
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Las BLEE, las cuales se encuentran codificadas en los plasmidos, confieren resistencia a las
penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generaciény al aztreonam;
sin embargo, son sensibles a los carbapenémicos, cefamicinas e inhibidas por inhibidores de
B-lactamasas como el acido clavulanico. Ademas suelen presentar resistencias a otros
antibacterianos como aminoglucdsidos, cotrimoxazol y quinolonas, debido a que los genes
que codifican para las BLEE se transmiten junto a otros genes que otorgan resistencia a otros
antibidticos (Cercenado et al., 2020).

Dentro de esta clase, los tres grupos principales TEM, SHV y CTX-M y otras menos frecuentes
como son PER, GES, VEB, BES, BEL, TLAy SFO. Las BLEE TEMy SHV son derivadas de TEM-1,
TEM-2 y SHV-1 de menor espectro de hidrdlisis; mientras que las BLEE CTX-M son derivadas
de enzimas cromosodmicas de Kluyvera spp. (Astocondor-Salazar, 2018).

Estas se encuentran mayoritariamente en diferentes especies de Enterobacteriaceae,
mayormente en Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae, causando brotes epidémicos tanto
hospitalarios como comunitarios (Gobernado, 2005).

Su prevalencia ha ido aumentando con el paso de los anos, destacando sobre todo las BLEE
de tipo CTX-M casi sustituyendo a los tipos TEM y SHV (Cercenado et al., 2020).

Mayoritariamente se han detectado en pacientes con enfermedades previas e
inmunodeprimidos a los cuales se le han administrado durante largos periodos de tiempo
antibidticos como cefalosporinas o quinolonas. Las infecciones causadas por estas bacterias
son mayormente urinarias, neumonia o meningitis, aunque también pueden encontrarse
como bacterias colonizadoras con elevado riesgo de transmisién (Gobernado, 2005).

La deteccion de estas en el laboratorio se ha basado en su mayoria en la actividad inhibitoria
del acido clavulanico, mediante la técnica de difusidon con disco, o bien mediante la técnica
de difusidn en gradiente con tiras de cefalosporinas/acido clavulanico. (Cercenado et al.,
2020). Actualmente, con la aparicion de las técnicas inmunocromatograficas, ha permitido la
deteccion de esta clase de B-lactamasas de forma rapiday con una elevada sensibilidad.

CLASE B: MBL (Metalo B -lactamasas).

Dentro de este gran grupo, se subdividen en tres subclases: B1, B2y B3, de las cuales las
enzimas que pertenecen a la subclase B1y B3 presentan en su sitio activo dos iones de zincy
un amplio espectro de actividad actuando sobre penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenémicos. Sin embargo las enzimas que pertenecen a la subclase B2 presentan en su
sitio activo un ion de zinc activo y actividad sobre las cefalosporinas Unicamente. (Wu et al.,
2019). Comun a ambas subclases, estas son resistentes al acido clavulanico, sulbactam,
tazobactam y avibactam, asi como también por las sulfonas del acido penicilanico y los
diazabiciclooctanos (Boyd et al., 2020).

Se han encontrado numerosas enzimas de diferentes subclases pero en su mayoria las MBL
pertenecen a la subclase B1; de las cuales las mas comunes e importantes son: IMP
(imipenemasa), VIM (metalo-B-lactamasa codificada por integrones de Verona) y NDM
(metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi) (Wu et al., 2019).
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Estas se encuentran codificadas en pldsmidos y mayormente presentes en numerosas
Enterobacteriales, Acinetobacter baumanni y Pseudomona aeruginosa, y tienen actividad
frente a todos los antibidticos B-lactamicos excepto a los monobactamicos, como es el caso
del aztreonam. Ademas, estas bacterias presentan adicionalmente resistencia a otros
antibiéticos como aminoglucésidos o fluoroquinolonas, debido a que los genes que codifican
para la resistencia frente a estos antibidticos se expresan en conjunto (Boyd et al., 2020).

Aunque cabe destacar que se han encontrado, en el caso de NDM, incongruencias respecto a
la resistencia in vivo e in vitro frente a las carbapenémicos, siendo in vitro las bacterias
productoras de esta MBL menos resistentes a los carbapenémicos in vitro. Esto se cree que
pueda ser debido a que las pruebas de sensibilidad antibidtica se llevan a cabo en medios
ricos en zinc, sin embargo esto no ocurre en el huésped in vivo. Esta privaciéon del ion zinc en
el huésped interfiere en el correcto plegamiento y en la actividad catalitica del enzima, asi
como también promueve la degradacion del enzima en el periplasma. Sin embargo, esto no
ocurre con el resto MBL.

Por el contrario, las enzimas que pertenecen a la subclase B2 y B3 estan codificadas
cromosdmicamente, como es el caso de L1 Stenotrophomonas maltophilia o Sfh-1 de Serratia
fonticol. Sin embargo, existen algunas excepciones como es el caso de la enzima AlIM-1
de Pseudomonas aeruginosa codificada por un gen insertado procedente de Klebsiella
pneumoniae (Boyd et al., 2020).

Las MBL son inhibidas por quelantes metalicos como EDTA y acido dipicolinico (Astocondor-
Salazar, 2018).

CLASE C: AmpC

Las AmpC o cefalosporinasas hidrolizan las penicilinas, monobactamicos y cefalosporinas de
primera y segunda generacioén, y en menor medida a las de tercera generacion; sin embargo,
no tienen actividad frente a las de cuarta generacion y carbapenémicos. Estas son inhibidas
por el aztreonam, cloxacilinay el &cido bordnico y derivados (Cercenado et al., 2020).

La produccién de las AmpC puede darse por tres mecanismos: resistencia cromosdémica
inducible (presente en algunas bacterias como Enterobacter cloacae, Pseudomonas
aeruginosa, Citrobacter freundii), resistencia cromosdémica no inducible (presente en algunas
bacterias como Escherichia coli, Acinetobacter baumannii) o resistencia plasmidica (presente
en algunas bacterias como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella) (Tamma et
al., 2019).

En el caso de la primera, las AmpC cromosémica inducible, la expresiéon del gen de AmpC es
bajo, por el contrario como consecuencia de la exposiciéon a un inductor, como son los -
lactamicos, se derreprimen sobreexpresando AmpC. Es por ello por lo que deben evitarse los
B-lactamicos como tratamiento para evitar la derrepresion de AmpC inducibles. La
derrepresion puede ser total o parcial.
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En el caso de las AmpC cromosdmicas no inducibles, los niveles basales de expresién son
bajos pero como consecuencia a una mutacién en atenuadores o promotores, los genes que
codifican para estas enzimas se encuentran sobreexpresados. Por ultimo, la resistencia
plasmidica es adquirida por transferencia horizontal de genes cromosdémicos de otras
bacterias (Tamma et al., 2019). De este ultimo grupo, se clasifican en seis familias: CIT
(derivada de Citrobacter freundii), DHA (derivada de Morganella morganii), ACC (derivada de
Hafnia alvei), FOX (derivada de Aeromonas media), MOX (derivadas de Aeromonas caviae),
EBC (derivada de Enterobacter cloacae) (Cercenado et al., 2020).

Clase D: OXA.

Estas B-lactamasas, codificada en plasmidos, tienen actividad frente a aminopenicilinas,
carboxipenicilinas, ureidopenicilinas y ademas una resistencia menor a amoxicilina/acido
clavulanico, ampicilina/sulbactam y piperacilina/tazobactam. Asimismo, estas B-lactamicos
estan caracterizadas por una sensibilidad reducida frente a cefepime, que sumado a la
inhibicion que sufren por el acido clavulanico, se observa sinergia entre estos dos antibiéticos
(caracteristico de OXA-1) (Navarro et al., 2011).

Cabe destacar que algunas variantes también son capaces de hidrolizar carbapenémicos
como son OXA-23y la OXA-58, entre otras (Cercenado et al., 2020).

Destaca la OXA-48, productora de carbapenemasas debido a su elevada mortalidad como
también por sus escasas opciones terapéuticas. Los brotes de esta carbapenemasa suelen
estar producidos por Klebsiella pneumoniae, aunque también se han detectado en otras
cepas, tales como Enterobacter cloacae y Escherichia coli (Galan-Sanchez et al., 2012).

2.6 Estudio de sinergismo.

La administracién de varios antibidticos como tratamiento es una practica cada vez mas
extendida cuyo fin es el tratamiento de infecciones graves causadas por patégenos
multirresistentes, disminuciéon del tiempo de tratamiento y de la dosis de ambos tratamientos
evitando la toxicidad de estos. Es por ello, que el estudio de las interacciones entre
antibidticos es de gran importancia.

Los antibidticos, in vitro, pueden interactuar de diferentes maneras:

Sinergia, interaccion positiva en el que la actividad de ambos antibiéticos juntos es
potenciada, siendo mucho mayor que la actividad de ambos por separado. Esta no debe
confundirse con la adicién, en el que la actividad de ambos antibiéticos en conjunto es el
sumatorio de la actividad de los antibidticos por separado, sin ser potenciada. Al contrario, el
antagonismo, es una interaccidn negativa en el cual la actividad de ambos antibiéticos en
conjunto es menor que la esperada por separado. Y por ultimo, la indiferencia, cuya actividad
de ambos antibiéticos en conjunto es la actividad del antibiético mas activo.
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Existen diferentes métodos para evaluar la interaccidon entre antibidticos, ellos son: los
métodos tradicionales (en los cuales nos vamos a centrar), métodos farmacocinéticos y otras
técnicas con potencial aplicacién, como la citometria de flujo (Cercenado et al., 2020).

2.6.1 Método tradicional.

Existen diferentes métodos tradicionales para el estudio de sinergias, entre ellos destacamos:
el método del tablero, las curvas de letalidad, los métodos de gradiente y los de dilucion.

El método del tablero estudia la actividad in vitro de la combinacion de dos antibidticos a
diferentes concentraciones, que se encuentran dentro de un rango establecido a partir de la
CMLI. Para ello se emplean placas (microtitulacion), tubos (macrotitulacion) o placas de agar
en el que en cada pocillo/tubo contiene una determinada dilucién. Estas diluciones seriadas
se realizan de la siguiente manera, una misma fila de una placa tiene la misma dilucién para
el antibidtico Ay una misma columna tiene la misma dilucién para el antibiotico B, obteniendo
asi en cada pocillo combinaciones Unicas de ambas concentraciones (Figura 6) (Cercenado
etal., 2020).

Figura 6. Representacién del método del tablero.

De este método se obtiene tanto la CMI de los antibiéticos como la relacidn de la interaccion
entre ambos antibidticos. Sin embargo, esta técnica no es del todo adecuada puesto que no
estd estandarizaday es muy costosa. Ademas, las CMIs que se usan como referencia no estan
validadas por EUCAST y CLSI para combinaciones de antibiéticos.

Respecto a la segunda, las curvas de letalidad miden la cinética de muerte bacteriana
estudiado en un periodo de tiempo, normalmente 24 horas (Figura 7). Para ello se toman
alicuotas del inéculo y se siembran en un medio sélido, finalmente pasadas las 24 horas se
hace un recuento de las colonias que quedan viables tras su exposicién a una determinada
concentraciéon de antibiético (CMI). Esta técnica permite observar la dindmica de muertey la
interaccidon entre ambos antibidticos; sin embargo tiene ciertas limitaciones para la
extrapolacién de los resultados in vitro a in vivo (Cercenado et al., 2020).
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Figura 7. Representacion de una curva de muerte de un microorganismo frente a una combinacién de
antibidticos con actividad sinérgica.

Ambas técnicas son tediosas y costosas en tiempo es por ello las técnicas mas empleadas en
los laboratorios de microbiologia son las tiras de gradiente y los métodos basados en dilucion,
a pesar de que estos métodos no estan estandarizados, numerosos articulos publicados
determinan el proceso arealizar. Estos métodos son mas rapidosy sencillos que los anteriores
o que hace que se hayan instaurado en la rutina de trabajo en los laboratorios de microbiologia
(Cercenado et al., 2020).

2.6.1.1 Método tiras de gradiente.

Estas tiras son soportes de plastico no poroso o de papel impregnados con un antibidtico con
una escala de 15 diluciones seriadas que permite determinar la CMI de cada antibiético
(Figura 8).

Figura 8. Imagen de una tiras de gradiente.

Existen diferentes métodos basados en las tiras de gradiente, entre los que destacan el
método de tiras cruzadas (TC), el método de las tiras paralelas (TP) y el método tira-disco (TD).

17



El primero de ellos es el mas estandarizado, ya que permite, a partir de sus resultados, el
calculo del indice de concentracion inhibitoria fraccional (iCIF) mediante el cual podemos
clasificar la interaccion de los dos antibiéticos evaluados en 4 categorias: sinergia, adicion,
indiferencia y antagonismo. Para ello, es necesario conocer las CMIs por separado de cada
antibidtico y las CMIs de la interaccién de ambos antibiéticos. Para conocer estas, se cruzan
las dos tiras de gradiente en el punto de la CMI de cada antibidtico obtenida por separado
(Figura 9) (Cercenado et al., 2020).

CMIAy CMI B
solos

CMI Aen
combinacion
conB
cmB CMIBen
combinacion
conA

Hope Zone

Figura 9. Representacion de método de tiras cruzadas (TC).

El halo de inhibicién producto de la combinacion de ambos antibiéticos se denomina Hope
Zone y nos determina las nuevas CMls para cada antibidtico. A partir de estos resultados se
puede calcular este indice iCIF en el que un valor de 0,5 indica sinergia, de 0,6-1 adicién, de
1,1-4 indiferenciay superior a 4 antagonismo (Cercenado et al., 2020).

CIFTOTAL=iCIF=CIFA+ CIFB=(A/CMI A) + (B/CMI B)
Formula 1. Calculo del indice de concentracién inhibitoria fraccional.

El problema de esta técnica es que requiere un minimo de 48h para conocer el resultado. Por
ello han surgido métodos como las tiras paralelas y el método de la tira-disco que, pese a no
estar estandarizados, nos permiten conocer el resultado en 24h.

El método de las TP se basa en poner en contacto las tiras de gradiente de los dos antibidticos
para observar si mediante su interaccién existe una resensibilizacién de alguno de ellos (Figura
10). Esto ocurre si hay una disminucién de 3 diluciones en la CMI con respecto a las que tenia
ese antibidtico en solitario. Para ello es necesario conocer previamente la CMI de ambos
antibidticos por separado (Cercenado et al., 2020).
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Figura 10. Representacion de método de tiras paralelas (TP).

Por otro lado, en el método de la TD, la interaccion se realiza utilizando una tira de gradiente
de uno de los antibidticos y dos discos del otro. Uno de estos se encuentra en contacto con la
tira de gradiente a una distancia de 1,5 cm y el otro alejado de ella (Figura 11). El efecto
sinérgico se puede visualizar desde un punto de vista cualitativo con la presencia de un halo
de inhibicion en forma de D invertida entre la tira de gradiente de un antibiotico y el disco del
otro antibidtico que estd en contacto o desde el punto de vista cuantitativo mediante el
incremento de >5 mm del halo de inhibicidon entre el disco que no esta en contacto con la tira
de gradiente y el que si (Taha et al., 2023).
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Figura 11. Representacién de método de tira-disco (TD).

2.6.1.2 Métodos basados en dilucion.

Esta novedosa técnica es actualmente de las mds empleadas en los laboratorios de
microbiologia permitiendo el estudio multiple de antibacterianos, debido a su sencillezy a su
adaptabilidad a numerosos estudios; sin embargo, presenta importantes limitaciones tales
como la falta de estandarizacién y la informacién que aporta, siendo esta técnica
semicuantitativa ya que no ofrece informacién sobre la CMI (Navarro & Mirelis, 2007).

Para este método se preparan cuatro tubos con 2 ml caldo Mueller-Hinton o caldo cerebro-
corazén (CC) junto con 12 pl de una suspensién bacteriana de 0,5 McFarland, a los que se les
afiaden una combinacién diferente de discos de antibidticos (Figura 12):
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- Tubo control: sin antibiético

- Tuboreaccion: antibidtico A + antibiético B
- Tubo antibiético A

- Tubo antibidtico B

La determinacion del efecto sinérgico se realiza de forma visual si existe crecimiento en todos
los tubos excepto en el tubo reaccion, aunque también se puede determinar la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano mediante la identificacion bacteriana por espectrometria
de masas MALDI-TOF MS o la medida de la turbidez determinada por los estandares de
McFarland.

Recientemente, el CLSI ha propuesto un método provisional en su edicidon de 2024 para la
deteccion del efecto sinérgico entre ceftazidima/avibactam (CZA-AVI) y aztreonam (ATM),
opcion terapéutica utilizada en las infecciones producidas por bacterias productoras de
metalo B-lactamasas. En este, determinan que se deben preparar 4 tubos con 12 yl de una
suspension bacteriana (0,5 McFarland) y 2 ml del caldo Mueller-Hinton, en el cual a un tubo
se le afiade solo CZA-AVI, a otro solo ATM, a otros ambos discos de antibidticos y al ultimo no
se le anade nada puesto que es el control de crecimiento. Para observar el efecto del
sinergismo, se testa con el MALDI-TOF la presencia de la cepa bacteriana que se esta
evaluando. En el caso de que haya sinergismo en todos los tubos seria posible la identificacién
correcta de dicha cepa mientras que en el tubo en el cual ambos antibidticos estan presentes
no deberia ser posible su identificacién (Bakthavatchalam et al., 2022).

Control  CZAalone AT alone  CZA +AT Control  CZA alone ATalone CZA+AT

Figura 12. Representacion del método de elucién con disco (ED).

2.6.2 Ceftazidima/avibactamy aztreonam.

El objetivo de la combinacién de ambos antibiéticos como posible tratamiento de bacterias
productoras de metalo B-lactamasas es debido al espectro de actividad de estos.

El aztreonam, el cual es estable a la hidrélisis por las metalo B-lactamasas, seria en principio
un buen tratamiento frente a bacterias productoras de metalo B-lactamasas. Sin embargo,
muchas de estas bacterias también son productoras de serinas B-lactamasas de clase Ay C,
alas cuales el aztreonam es susceptible de hidrdlisis; siendo este antibidtico ineficiente como
monoterapia (Wilhelm et al., 2023). Por otro lado, el avibactam tiene un amplio espectro de
actividad frente a las B-lactamasas de clase A, D y C, pero no presenta actividad frente a las
metalo B-lactamasas. Es por ello que, la combinacién de ambos antibidticos, aztreonam con
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ceftazidima/avibactam seria una buena opcién de tratamiento para las infecciones causadas
por bacterias productoras de metalo B-lactamasas, destacando el orden Enterobacterales y
Stenotrophomona maltophilia (Wenzler et al., 2017).

Cabe destacar que esta combinacidon solo presenta utilidad clinica frente infecciones
causadas por enterobacterias que expresan metalo B-lactamasas. Sin embargo, en el caso de
infecciones causadas por P. aeruginosa productoras de metalo B-lactamasas esta
combinacion puede ser menos efectiva como consecuencia del mecanismo de resistencias
por bombas de eflujo y la hiperexpresiéon de B-lactamasas ampC frente al aztreonam,
disminuyendo su efectividad (Bakthavatchalam et al., 2022).

Se havisto que la ceftazidima no tiene un efecto adicionalin vitro e in vivo en esta combinacién
de antibidticos, por lo que recientemente ha sido aprobado por la FDA el nuevo antibiético
aztreonam/avibactam (AZA). (Vlaspolder et al., 2023) EUCAST ya ha establecido puntos de
corte de interpretacion de sensibilidad/resistencia para realizar mediante tiras de gradiente,
pero solo para Enterobacterias por el momento (4 mg/L).

3 OBIJETIVOS.

El objetivo de este trabajo es analizar el grado de concordancia que presentan los métodos de
tiras paralelas, tira-disco y elucidn con disco para determinar el efecto sinérgico entre
ceftazidima/avibactamy aztreonam en aislamientos de Pseudomonas spp. y Enterobacterias
productoras de metalo-B-lactamasa utilizando como método de referencia las tiras cruzadas.

4 MATERIALES Y METODOS.

4.1 Aislados bacterianos.

Para este trabajo se han empleado 78 cepas bacterianas criopreservadas en el servicio de
Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia procedentes de muestras clinicas
de pacientes atendidos en el Departamento de Salud Clinico-Malvarrosa entre enero de 2017
y diciembre de 2023. Estos aislamientos bacterianos utilizados corresponden a
Enterobacterias (28) y Pseudomonas spp. (50) productoras de carbapenemasa de clase B
(metalo B-lactamasas); junto con otras aislados pertenecientes a estudios de colonizacion
(axilar-rectal, faringeo y/o nasal).

Cabe destacar que parallevar a cabo este estudio se ha obtenido el consentimiento informado
de los pacientes para el uso de las muestras clinicas en este estudio.

4.2 Ensayos para realizar estudios de sensibilidad y deteccion de
mecanismos de resistencia a los antibiéticos.
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Previamente a la realizacion de los estudios de sinergismo, todas estas cepas bacterianas han
sido identificadas y caracterizadas en el momento de su aislamiento. Para ello, en el
laboratorio de Microbiologia se utilizo el sistema de espectrometria de masas MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics, USA) para laidentificaciony el sistema semiautomatizado de microdilucién
en caldo MicroScan WalkAway plus (Beckman Coulter, USA) para los estudios de
susceptibilidad antibidtica utilizando los paneles NM44. Para la caracterizacion vy
confirmacién del mecanismo de resistencia detectado en los estudios de sensibilidad
antibiotica se utilizaron, directamente de la colonia aislada, la técnica inmunocromatografia
NG-Test Carba 5 (NG-Biotech Laboratories, Francia) que permite la detecciéon de las
carbapenemasas mas prevalentes (VIM, IMP, NDM, OXA-48 y KPC) y el ensayo de microarrays
de ADN MDR Direct Flow Chip (Master Diagndstica, Granada, Espafia) que permite la
deteccion de una gran cantidad de genes de resistencia a los antimicrobianos entre los que se
incluyen las carbapenemasas de clase B tipo SIM, GIM, SPM, NDM, VIM e IMP (Torres Fink et
al., 2019).

4.3 Estudio de sinergismo entre CAZ-AVly ATM.

Para cada cepa incluida en el estudio, se ha evaluado el efecto sinérgico entre
ceftazidima/avibactam y aztreonam mediante los cuatro métodos mencionados
anteriormente: el método de las tiras cruzadas, el método de las tiras paralelas, el método de
tira-disco y el método de dilucién. Para los métodos basados en tiras de gradiente de
concentracién (E-test, Liofilchem). Primeramente se prepara una suspension bacteriana de
0,5 McFarland (equivalente aproximadamente a 1,5 x108ufc/ml), la cual es sembrada en un
agar Mueller Hinton (BD Mueller Hinton Agar). Dependiendo del método, las tiras de gradiente
de concentracioén se disponen de manera diferente. En el caso del método basado en TP estas
se colocan contiguamente; en el caso del método basado en TC estas se intersectan en el
punto de las CMls de CZA-AVly ATM y en el método basado en TD se pone la tira de gradiente
de CZA-AVly el disco de ATM a la altura del punto de corte de CZA-AVI a una distancia de 1,5
cm. Respecto al método basado en dilucién, se prepara la suspension de 0,5 McFarland en
caldo CC, al cual se le anade los discos de ATM y CZA-AVI de Oxoid (Thermo Scientific™).
Pasado el tiempo de incubacidn, se evalia como se ha explicado anteriormente el efecto
sinérgico de las diferentes técnicas comparando los resultados empleando el método TC
como Gold Standard.

5 RESULTADOS Y DISCUSION.

Para llevar a cabo este trabajo se analizaron 78 cepas, de las cuales 50 (64,1%) de ellas
pertenecen al género Pseudomonas spp. y 28 (35,9%) bacterias a la familia
Enterobacteriaceae. De las 50 cepas de Pseudomonas spp., 47 fueron pertenecientes a las
especies Pseudomonas aeruginosa y 3 a Pseudomonas putida siendo en 47 de las 50
productoras de metalo B -lactamasa de tipo VIM, en 2 casos de tipo NDM y en 1 casos que
presentaba ambas carbapenemasas. Dentro de las 28 Enterobacterias, se incluyeron 12
cepas de Klebsiella pneumoniae, 8 de Escherichia coli, 6 del complejo Enterobacter cloacae
y 2 del género Citrobacter spp., siendo 17 productoras de carbapenemasa tipo NDMy 11 de
tipo VIM (Tabla 1).
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Tabla 1: Distribucion de las cepas bacterianas productoras de metalo B-lactamasas utilizadas y los marcadores
de resistencia detectados.

M d
Microorganismo (n) al"ca or. N.° aislados (%)
resistencia
BGNNF (50)
VIM 46 (59)
Pseudomonas aeruginosa (47)
VIM + NDM 1(1,3)
VIM 2(2,6)
Pseudomonas putida (3)
NDM 1(1,3)
Enterobacterales (28)
VIM 1(1,3)
Citrobacter spp. (2)
ampC + NDM 1(1,3)
VIM 3(3,8)
Enterobacter clocacae complex (6)
NDM 3(3,8)
VIM 1(1,3)
Escherichia coli (8) BLEE + NDM 6(7,7)
KPC + NDM 1(1,3)
VIM 2(2,6)
ampC +VIM 1(1,3)
Klebsiella pneumoniae (12) BLEE +VIM 3(3,8)
BLEE + NDM 5(6,4)
KPC + NDM 1(1,3)
BGNNF, bacilos Gram-negativos no fermentadores; BLEE B -lactamasa de
espectro extendido

5.1 Estudios de sinergismo.

Para cada cepa estudiada se realizd un estudio de sinergismo mediante los cuatro métodos
mencionados anteriormente: el método de las tiras cruzadas, usado como método de
referencia, el método de las tiras paralelas, el método de tira CZA — Disco ATM y el método de
elucion con disco. Previamente a la realizacién de de estos métodos, para la correcta
interpretacién de los resultados, se adquirieron las CMls de todas las cepas a CZAy ATM; asi
como también se testd aztreonam-avibactam mediante tiras de gradiente (E-test).
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5.2 Estudios de sinergismo para Pseudomonas spp.

Centrandonos primeramente en las Pseudomonas spp., acorde al método de referenciade TC
en 9 (18%) de las cepas estudiadas se detecté efecto sinérgico (la mediana de iCIF 0,5; rango
0,1-0,5), siendo todas ellas Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemas tipo
VIM. De acuerdo con este método, se observd el valor de una mediana de CMI frente a CZA de
24 mg/L (16-256) y para el ATM de 12 mg/L (1,5-24). Adicionalmente, en las 41 cepas restantes
(82%), no se detectd efecto sinérgico segun este método; de las cuales 34 (68%) de ellas
presentaron un resultado de adicion (mediana iCIF 0,8; rango 0,6-1) y 7 (14%) de ellas de
indiferencia (medianaiCIF 1,5; rango 1,2-2). En el caso de estas cepas, la mediana de CMl para
CZA es 16 mg/L (4-256) y para ATM de 12 mg/L (2-256).

Respecto al método de las TP solo se detectd efecto sinérgico en 1 (11,1%) cepa de las 9
detectadas por el método de referencia al observar una disminucién de 3 diluciones la CMIl de
ATM (reduciéndose de 16mg/L a 6 mg/L). En las 8 (88,9%) de las cepas restantes no se observo
resensibilizacién a ATM por lo que se consideraron como no sinérgicas de acuerdo con este
método. Por otro lado, en 2 (4,9%) de las 34 cepas que anteriormente habian mostrado un
resultado de adiciéon por el método de TC, se detectd efecto sinérgico por este método al
observar una disminucién de la CMI de ATM en contacto con CZA de 3 diluciones; siendo
concretamente Pseudomonas aeruginosa productora de carbapenemasa tipo VIM. En cuanto
a las cepas restantes, 39 (95,1%) no se detecto efecto sinérgico.

Resumiendo, este método detectd efecto sinérgico en 3 cepas (6%) y no se detectd en 47
(94%) de los 50 totales (Tabla 2). Presenté una sensibilidad de 11,1% (IC95 2-43,5), una
especificidad del 95,1% (IC95 83,9-98,7), un valor predictivo positivo (VPP) del 33,3% (IC95
6,1-79,2) y un valor predictivo negativo (VPN) del 83% (IC95 69,9-91,1). Tras estos datos se
establece que la concordancia con el método de referencia fue mala con un indice Kappa de
0,08 (0-0,59) (Tabla 3).

Referente al método de elucién con disco MALDI, de las 9 cepas detectadas como sinérgicas
en el método TC, en 3 de ellas (33,3%) si que se detectd efecto sinérgico al haber sido
identificados todos los tubos excepto el de reaccidn por el MALDI. En otras 3 (33,3%), el MALDI
no identificé ni el tubo de reaccién ni el del ATM considerandose incongruentes y en las 3
cepas restantes (33,3%) el MALDI logré identificar todos los tubos interpretandose como no
sinérgicas por este método. Por otra parte, de las 41 cepas sin efecto sinérgico detectado por
el método de TC, se detectd efecto sinérgico en 3 (7,3%) cepas de Pseudomonas aeruginosa
productora de carbapenemasa tipo VIM las cuales se habia detectado adicion mediante el
método de referencia. Cabe destacar que ninguna de estas 3 cepas coincidié con las cepas
las cuales se habia detectado sinergia mediante el método de TP. Adicionalmente, el resultado
de 10 (24,4%) cepas fue incongruente puesto que el MALDI no fue capaz de identificar el tubo
de reaccidény el ATM; y de las 28 (68,3%) restantes el MALDI logré identificar todos los tubos.

Resumiendo, este método detectd efecto sinérgico en 6 cepas (12%) mientras que no se
detectd en 44 (88%) (Tabla 2). Presentd una sensibilidad de 33,3% (IC95 12,1-64,6), una
especificidad del 92,7% (IC95 80,6-97,5), un valor predictivo positivo (VPP) del 50% (IC95 18, 8-
81,2) y un valor predictivo negativo (VPN) del 86,4% (IC95 73,3-93,6). Tras estos datos se
establece que la concordancia con el método de referencia fue débil con un indice Kappa de
0,30 (0-0,71) (Tabla 3).
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Respecto al método de elucién con disco McFarland se estudié estadisticamente, empleando
un analisis de U de Mann-Whitney, la comparacién de las medianas de la diferencia entre el
tubo controly el tubo reaccién de las cepas sinérgicas (0,46) y de cepas no sinérgicas, donde
incluye aquellas con efecto aditivo e insignificante (0,37). El resultado demostré que no hubo
diferencias estadisticamente significativas (P=0,55) (Tabla 6).

Adicionalmente se testd aztreonam-avibactam y se observé que las cepas con efecto
sinérgico tenian una mediana de CMI de 6 mg/L (1-12), mientras que aquellas que no
resultaron sinérgicas (adicion e indiferencia), presentaban una mediana de CMI 8 mg/L (2-64).

En relacion con el método tira-disco, para ninguna de las cepas se detecto efecto sinérgico,
puesto que no se observd un aumento en 5mm ni se observo la D invertida, es por ello que
este método queda descartado como medio para la deteccion del efecto sinérgico en
Pseudomonas spp.

Tabla 2. Deteccidn del efecto sinérgico para ceftazidima/avibactam y aztreonam en cepas de Pseudomonas spp.
por diferentes métodos.

Métodos Sinergia n (%) Adicion n (%) Indiferencia n (%)
Tiras cruzadas 9(18) 34 (68) 7 (14)

Tiras paralelas 3(6) 47 (94)

Elucién con disco (MALDI) 6(12) 44 (88)

Tira-disco 0(0) 100 (0)

Tabla 3. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) e indice
de concordancia Kappa de cada método para la deteccion del efecto sinérgico para ceftazidima/avibactam y
aztreonam en cepas de Pseudomonas spp. con respecto al método de referencia de tiras cruzadas

Métodos %S (IC95) %E (1C95) %VPP %VPN (IC95) indice Kappa
(IC95) (IC95)

TP 11,1 (2-43,5) | 95,1 (83,9-| 33,3 (6,1-| 83 (69,9- | 0,08 (0-0,59)
98,7) 98,7) 91,1)

ED 33,3 (12,1- 92,7 (80,6- | 50 (18,8- | 86,4 (73,3- | 0,3(0-0,71)

(MALDI) 64,6) 97,5) 81,2) 93,6)

TD - 100 - 82 -

TP, tiras paralelas; ED, Elucién con disco; TD, Tira-disco

Estos resultados obtenidos, muestran que solo en un pequefio porcentaje de las cepas de
Pseudomonas spp. se observa sinergismo segin el método de referencia (18%), algo superior
alo documentado en otros trabajos en los que se ha observado que solo en el 6% de las cepas
se presenta un efecto sinérgico demostrado (Mauri C et al.). Este hallazgo, frecuente sobre
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todo en los aislamientos productores de carbapenemasas de tipo VIM, podria estar
relacionado con la alta resistencia intrinseca de este género bacteriano a multiples
antibidticos entre los que destaca la hiperexpresion de B-lactamasas de tipo ampC. Por otro
lado, las cepas en las que se detecta un efecto de adicion suponen un reto para el
microbiologo y médico a la hora de su interpretacién y opcidn terapéutica en las infecciones
producidas por estas bacterias, que en la mayoria de los casos son bastante escasas. En este
trabajo, el porcentaje de estas cepas con efecto de adicién mediante el método de referencia
fue del 68%. Considerando estas cepas como una opcion terapéutica al igual que aquellas en
las que se detecta un efecto sinérgico, el porcentaje de cepas ascenderia al 86%, tasa similar
a la documentada en la literatura (Montero MM et al., 2021).

Unade las principales limitaciones de los diagndsticos microbioldgicos en muchas ocasiones
es la demora en la obtencion del resultado, algo intrinseco en muchos casos al tiempo de
crecimiento de las bacterias. Es por ello que la mayoria de las innovaciones en este campo
busquen reducir estos tiempos pudiendo impactar de forma directa en la administracion de
una terapia precoz mas adecuada a los pacientes. El principal problema del método de tiras
cruzadas es que se necesitan entre 48-72 horas para la obtencion de un resultado definitivo.
Por este motivo, han aparecido métodos alternativos que permiten reducir ese tiempo a 24
horas desde la deteccidn de las cepas como productoras de metalo B-lactamasa. Entre los
meétodos evaluados en este trabajo, el método de tiras paralelas mostré una baja sensibilidad
(11,1%) para detectar sinergismo en aislamientos de Pseudomonas spp., sugiriendo que este
método podria no ser adecuado para estas cepas. Esta conclusion se ve reforzada con el
indice Kappa, que es de 0,08 reflejando esta baja concordancia con el método de referencia.
En cambio, el método de elucién con disco mostré una mayor sensibilidad (33,3%), aunque
su concordancia con el método de referencia también fue limitada (Kappa 0,30). Y por ultimo,
el método de tira-disco no logrd detectar sinergismo en ninguna cepa de Pseudomonas spp.,
descartdandolo como una opcidn viable para estas bacterias.

5.3 Estudios de sinergismo para Enterobacterias.

Centrandonos en las enterobacterias, segln lo determinado por el método de referencia de
TC, en 23 (82,1%) de las cepas estudiadas se detectd efecto sinérgico (la mediana de iCIF 0,2;
rango 0,1-0,5) con valores de CMI frente a CZA de 256 mg/L para todas las cepasy frene al ATM
una mediana de 64 mg/L (0,19-256). Sin embargo en las cepas restantes, 5 cepas (17,9%), no
se detectd efecto sinérgico segun este método; de las cuales 3 (10,7%) de ellas presentaron
un resultado de adicion (mediana iCIF 0,6; rango 0,6-1) y 2 (7,1%) de ellas de indiferencia
(mediana iCIF 1,3; rango 1,1-5). En el caso de estas cepas, la CMI para CZA es 256 mg/L para
todas las cepasy la mediana para ATM de 0,25 mg/L (0,016-256).

Respecto al método de las TP se detectd efecto sinérgico en las 23 (100%) cepas detectadas
por el método de referencia. Adicionalmente, solo en 1 (20%) cepa, especificamente un
Escherichia coli productor de BLEE + NDM; la cual habia sido detectada como efecto de
adicion mediante el método de referencia, se observd efecto sinérgico mediante este método
al observar una disminucion de 3 diluciones la CMI de ATM en contacto con CZA
(reduciéndose de 256 mg/L a 24 mg/L). En las 4 (80%) de las cepas restantes no se observo
resensibilizacién a ATM considerandose como no sinérgica.
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En resumen, este método detecto efecto sinérgico en 24 de las 28 cepas totales (85,7%) y no
se detectd en 4 (14,3%) (Tabla 4). Presentd una sensibilidad de 100% (IC95 85,7-100), una
especificidad del 80% (IC95 37,6-96,4), un valor predictivo positivo (VPP) del 95,8% (IC95 79, 8-
99,3) y un valor predictivo negativo (VPN) del 100% (IC95 51-100). La concordancia de este
método con el método de referencia fue notable con un indice Kappa de 0,87 (0,61-1) (Tabla
5).

Con respecto al método de elucidon con disco MALDI, de las 23 cepas detectadas como
sinérgicas en el método TC, en 21 de ellas (91,3%) si que se detectd efecto sinérgico al haber
sido identificados todos los tubos excepto el de reaccién por el MALDI. En cuanto a las otras
dos restantes (8,7%), el MALDI no identificé ni el tubo de reaccién ni el del ATM
considerandose el resultado incongruente. Por otra parte, de las 5 cepas sin efecto sinérgico
detectado por el método de TC, en 4 (80%) cepas el MALDI no fue capaz de identificar el tubo
de reacciony el ATM siendo incongruente también. Estas cepas presentaron una mediana de
CMIl frente a ATM de 0,25 mg/L (0,016-0,5), todas en el rango de sensible. De la cepa restante
(20%), todos los tubos fueron identificados, determinandose como efecto no sinérgico.

Por lo tanto, este método detectd efecto sinérgico en 21 del total de 28 cepas (75%) y no se
detectd en 7 de 28 (25%) (Tabla 4). Presentd una sensibilidad de 91,3% (IC95 73,2-97,6), una
especificidad del 100% (1C95 56,6-100), un valor predictivo positivo (VPP) del 100% (IC95 84,5-
100) y un valor predictivo negativo (VPN) del 71,4% (IC95 35,9-91,8). Tras estos datos se
establece que la concordancia con el método de referencia fue buena con un indice Kappa de
0,79 (0,51-1) (Tabla 5).

En cuanto al método de elucién de disco McFarland se estudié estadisticamente, empleando
un analisis de U de Mann-Whitney, la comparacién de las medianas de la diferencia entre el
tubo controly el tubo reaccién de las cepas sinérgicas (0,54) y de cepas no sinérgicas, donde
incluye aquellas con efecto aditivo e insignificante (0,52). El resultado demostré que no hubo
diferencias estadisticamente significativas (P=0,83) (Tabla 6).

Respecto al método de tira-disco, de las 23 cepas detectadas como sinérgicas en el método
TC, en 22 de ellas (95,7%) si que se detectd efecto sinérgico tanto mediante el analisis
cuantitativo, al observarse <6 mm del halo de inhibicién; como mediante el analisis cualitativo
observandose la D invertida. Excepto en un Enterobacter hormaechei productor de
carbapenemasa de tipo VIM, que no se detectd efecto sinérgico por ningun analisis,
resultando tener una CMI frente a ATM de 0,19 mg/L, en el rango de sensible. Por otra parte, de
las 5 cepas sin efecto sinérgico detectado por elmétodo de TC, en 4 (80%) no se detectd efecto
sinérgico y en la cepa restante (20%), detectada como efecto aditivo mediante el método de
referencia, se observé efecto sinérgico al observarse la presencia de un halo de inhibicién en
forma de D invertida.

A diferencia de en las cepas de Pseudomonas spp. este método detectd efecto sinérgico en
23 de 28 cepas (82,1%) y no se detectd en 5 de 28 (17,9%) (Tabla 4). Present6 una sensibilidad
de 95,7% (IC95 79-99,2), una especificidad del 80% (IC95 37,6-96,4), un valor predictivo
positivo (VPP) del 95,7% (IC95 79-99,2) y un valor predictivo negativo (VPN) del 80% (IC95 37,6-
96,4). Tras estos datos se establece que la concordancia con el método de referencia fue
buena con un indice Kappa de 0,76 (0,43-1) (Tabla 5).
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Se testaron todas las cepas con aztreonam-avibactam, de las cuales se detecté efecto
sinérgico en 27 cepas siendo todas ellas sensibles al antibidtico, con una mediana de CMI
0,25 mg/L (0,047-1,5). En la cepa restante, no se observo efecto sinérgico con una CMI >4mg/L,
con una mediana de CMI 0,25 mg/L (0,016-16).

Mediante la determinacién de la CMI de aztreonam-avibactamy siguiendo los puntos de corte
EUCAST para Enterobacterias comentados previamente, se detecto sensibilidad en 27 de 28
cepas (96,4%) y no se detecté en 1 de 28 (3,6%). Presenté una sensibilidad de 100% (IC95
83,9-100), una especificidad del 14,3% (IC95 2,6-51,3), un valor predictivo positivo (VPP) del
76,9% (IC95 57,9-89) y un valor predictivo negativo (VPN) del 100% (IC95 20,7-100). La
concordancia con el método de referencia fue débil con un indice Kappa de 0,2 (0-0,76).

Tabla 4. Deteccion del efecto sinérgico para ceftazidima/avibactam y aztreonam en cepas de Enterobacterias por
diferentes métodos.

Métodos Sinergia n (%) | Adicién n (%) | Indiferencia n (%)
Tiras cruzadas 23 (82,1) 3(10,7) 2(7,1)

Tiras paralelas 24 (85,7) 4 (14,3)

Elucién con disco (MALDI) | 21 (75) 7 (25)

Tira-disco 23(82,1) 5(17,9)

Tabla 5. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) e indice
de concordancia Kappa de cada método para la deteccion del efecto sinérgico para ceftazidima/avibactam y
aztreonam en cepas de Enterobacterias con respecto al método de referencia de tiras cruzadas.

Métodos %S (1C95) %E (IC95) %VPP (IC95) | %VPN (IC95) | indice Kappa (IC95)
TP 100 (85,7- | 80 (37,6- | 95,8 (79,8- | 100(51-100) | 0,87 (0,61-1)

100) 96,4) 99,3)
ED 91,3 (73,2- | 100 (56,6-| 100 (84,5- | 71,4  (35,9- | 0,79 (0,51-1)
(MALDI) 97,6) 100) 100) 91,8)
TD 95,7 (79- | 80 (37,6- | 95,7 (79- | 80 (37,6- | 0,76 (0,43-1)

99,2) 96,4) 99,2) 96,4)
TP, tiras paralelas; ED, Eluciéon con disco; TD, Tira-disco

Tras llevar a cabo este estudio con los datos obtenidos para las Enterobacterias, se observo
que aquellas cepas que eran sensibles a ATM (CMI <=1 mg/L), presentaban unos resultados
erréneos o dificiles de interpretar; es por ello que se decidié hacer un subanalisis excluyendo
estas cepas correspondientes a: Enterobacter cloacae complex (n=2), K. pneumoniae (n=2),
Escherichia coli (n=1)y Citrobacter amalonaticus (n=1) todos productores de carbapenemasa
de tipo VIM.
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En el subanaAlisis realizado a las enterobacterias no sensibles a ATM, se observaron 22 cepas
de las cuales; en 21(95,5%) cepas fue detectado efecto sinérgico segun el método de
referencia (mediana iCIF 0,2; rango 0,1-0,4) con una CMI| a CZA de 256 mg/L para todas las
cepasyuna medianade CMl para el ATM de 256 mg/L (3-256). Mientras que en la ceparestante
(4,5%) no se detecto efecto sinérgico segun el método de referencia obteniendo un resultado
de adicion (mediana iCIF 0,6) y con una CMI para ambos antibi6ticos de 256 mg/L.

Segun el método de TP, se detectd el efecto sinérgico en las 23 (100%) cepas en las que se
observé el efecto sinérgico en el método de referencia; asi como también se detectd efecto
sinérgico en la cepa detectada como adicion por el método de referencia siendo esta un
Escherichia coli productor de BLEE + NDM. En este caso se observé una disminucion de la CMI
de ATM con CZA de 3 diluciones (de 256 mg/l a 24 mg/L).

Este método detectd efecto sinérgico en todas las cepas (100%) (Tabla 7). Presentd una
sensibilidad de 100% (IC95 85,1-100) y un valor predictivo positivo (VPP) del 95,7% (IC95 79-
99,2) (Tabla 8).

Respecto al método de elucidon con disco con MALDI, se detectd efecto sinérgico en 20
(95,2%) cepas al ser detectado por el MALDI todos los tubos excepto el de reaccién. La cepa
(4,8%) detectada como adicién por el método de referencia, se consideré como incongruente
debido a que el MALDI no fue capaz de identificar el tubo de reaccion ni el de ATM; la cual era
un Enterobacter asburiae productor de carbapenemasa tipo NDM con una CM| a ATM de 3
mg/L, en el rango de sensible a exposicion incrementada. La cepa restante fue detectada
como efecto no sinérgico al ser identificado por el MALDI en todos los tubos.

Resumiendo, este método detecto efecto sinérgico en 20 de 22 cepas (90,9%) y no se detectd
en 2 de 22 (9,1%) (Tabla 7). Presentd una sensibilidad de 95,2% (IC95 77,3-99,2), una
especificidad del 100% (IC95 20,7-100), un valor predictivo positivo (VPP) del 100% (IC95 83,9-
100) y un valor predictivo negativo (VPN) del 50% (1C95 9,5-90,5). Tras estos datos se establece
que la concordancia con el método de referencia fue buena con un indice Kappa de 0,65 (0-1)
(Tabla 8).

En cuanto almétodo de elucidon con disco McFarland se estudié estadisticamente, empleando
un analisis de U de Mann-Whitney, la comparacién de las medianas de la diferencia entre el
tubo controly el tubo reaccién de las cepas sinérgicas (0,55) y de cepas no sinérgicas, donde
incluye aquellas con efecto aditivo e insignificante (0,23). El resultado demostré que no hubo
diferencias estadisticamente significativas (P=0,13) sin embargo si que se observé una
tendencia significativa de valores en las cepas sinérgicas superiores a las no sinérgicas (Tabla
6).
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Tabla 6. Valores de absorbancia obtenidos en el método de elucién con disco mediante la diferencia de
turbidimetria entre el tubo control (sin antibiético) y el tubo reaccién (con discos de ceftazidima/avibacatam +
aztreonam) para la determinacioén del efecto sinérgico.

Aislados Mediana de absorbancia (rango)
Sinergia No P
sinergia
Pseudomonas spp. 0,46 (0,1-0,69) | 0,37 (0-| 0,55
0,71)
Enterobacterias 0,54 (0,2-0,77) | 0,52 0,83
(0,23-
0,75)
Enterobacterias (excluyendo sensibles a aztreonam) 0,54 (0,2-0,77) | 0,23 0,13

Segun el método tira-disco, se detectd efecto sinérgico en las 21 (100%) cepas mediante
ambos anélisis, cuantitativo y cualitativo, y la cepa restante en la que se observaba efecto de
adicion con el método de referencia, no se observo efecto sinérgico.

Este método detectd efecto sinérgico en 21 de 22 cepas (95,5%) y no se detectd en 1 de 22
(4,5%) (Tabla 7). Presenté una sensibilidad de 100% (IC95 84,5-100), una especificidad del
100% (IC95 20,7-100), un valor predictivo positivo (VPP) del 100% (IC95 84,5-100) y un valor
predictivo negativo (VPN) del 100% (IC95 20,7-100). Tras estos datos se establece que la
concordancia con el método de referencia fue perfecta con un indice Kappa de 1 (Tabla 8).

Através de la deteccidn de la CMI de aztreonam-avibactam mediante tira de E-test se detectd
efecto sinérgico en 21 cepas siendo todas ellas sensibles al antibiético, con una mediana de
CMI 0,38 mg/L (0,047-1,5). En la cepa restante, no se observd efecto sinérgico con una
mediana de CMI 16 mg/L.

En general, este método detectd efecto sinérgico en 21 de 22 cepas (95,5%) y no se detectd
en 1 de 22 (4,5%). Present6 una sensibilidad de 100% (IC95 84,5-100), una especificidad del
100% (IC95 20,7-100), un valor predictivo positivo (VPP) del 100% (IC95 84,5-100) y un valor
predictivo negativo (VPN) del 100% (IC95 20,7-100). La concordancia con el método de
referencia fue perfecta con un indice Kappa de 1.

Tabla 7. Deteccion del efecto sinérgico para ceftazidima/avibactam y aztreonam en cepas de Enterobacterias por
diferentes métodos excluyendo las sensibles al aztreonam.

Métodos Sinergia n (%) | Adicién n (%) | Indiferencia n (%)
Tiras cruzadas 21 (95,5) 1(4,5) 0 (0)

Tiras paralelas 22 (100) 0 (0)

Elucion con disco (MALDI) | 20(90,9) 2(9,1)

Tira-disco 21 (95,5) 1(4,5)
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Tabla 8. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) e indice
de concordancia Kappa de cada método para la deteccion del efecto sinérgico para ceftazidima/avibactam y
aztreonam en cepas de Enterobacterias con respecto al método de referencia de tiras cruzadas excluyendo las
sensibles al aztreonam.

Métodos %S (1C95) %E (1C95) %VPP (IC95) | %VPN indice Kappa
(1C95) (1C95)
TP 100 (85,1- | - 95,7 (79- | - -
100) 99,2)
ED 95,2 (77,3-|100 (20,7-|100 (83,9- | 50(9,5-90,5) | 0,65 (0-1)
(MALDI) 99,2) 100) 100)
D 100 (84,5- | 100 (20,7- | 100 (84,5- | 100 (20,7- | 1
100) 100) 100) 100)
TP, tiras paralelas; ED, Eluciéon con disco; TD, Tira-disco

Comparando estos resultados obtenidos en el estudio con Enterobacterias con los
interpretados anteriormente de las Pseudomonas spp., se observé que una mayor proporcion
de cepas de Enterobacteriaceae (82,1%) mostrd sinergismo segun el método de referencia, lo
que sugiere una mayor efectividad de la combinacion CZA-AVly ATM en estas bacterias. Este
resultado es consistente con estudios previos que destacan la eficacia de esta combinacion
terapéutica en aislamientos productoras de metalo B-lactamasas con una tasa de sinergismo
de un 80-90% (Mauri C et al., 2021).

El método de tiras paralelas demostré una alta sensibilidad (100%) y una buena concordancia
con el método de referencia (Kappa 0,87) en Enterobacteriaceae, lo que sugiere que este
método es fiable para detectar sinergismo en estas cepas. Asimismo, el método de elucién
con disco presenté una sensibilidad del 91,3% y una concordancia elevada (Kappa 0,79), lo
que lo convierte en una alternativa viable al método de referencia. El método de tira-disco
también mostré buenos resultados, detectando sinergismo en el 82,1% de las cepas, con una
buena concordancia (Kappa 0,76).

Cabe destacar que en aquellas cepas de Enterobacterias que presentan sensibilidad al
aztreonam por la ausencia de producciéon de otras B-lactamasas diferentes a las
carbapenemasas de clase B resulta complicado interpretar los estudios de sinergismo debido
al desconocimiento de si la ausencia de crecimiento bacteriano es causada por el efecto de
la combinacién de ambos antibidticos o por la accién individual del aztreonam. El subanaélisis
realizado en este trabajo excluyendo las cepas con sensibilidad al aztreonam demuestra la
elevada tasa de deteccidn de efecto sinérgico (>90%) por todos los métodos evaluados. Entre
ellos, destaca el método de tira-disco como método mas fiable con una sensibilidad y
especificidad del 100% y una concordancia perfecta con el método de referencia.

Nuestro trabajo presenta una serie de limitaciones que es necesario comentar. En primer
lugar, el niumero de cepas evaluados es reducido, especialmente para las Enterobacterias en
las que se han evaluado pocas cepas con resistencia documentada a la combinacion de CZA-
AVl y ATM. En segundo lugar, la falta de homogeneidad en la sensibilidad de los métodos
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evaluados entre diferentes especies bacterianas hace necesario considerar las
caracteristicas especificas de las bacterias al seleccionar el método para evaluar el
sinergismo. Y por ultimo, la baja concordancia observada en Pseudomonas spp. sugiere que
los métodos alternativos, como el de tiras paralelas y elucién con disco, requieren
optimizacion para mejorar su precision en estas cepas.

En conclusién, aunque el método de tiras cruzadas sigue siendo el estandar de referencia,
cualquiera de los métodos alternativos parece valido para la deteccién del efecto sinérgico
entre CAZ-AVI y ATM en Enterobacteriaceae, destacando, en las cepas resistentes al
aztreonam el método de la tira-disco. Sin embargo, en el caso de Pseudomonas spp., hinguno
de los métodos alternativos evaluados ofrecid una sensibilidad y especificidad adecuadas, lo
que hace necesario continuar investigando métodos mas fiables para esta especie. Es
fundamental considerar estos hallazgos en la practica clinica para garantizar un tratamiento
antibidtico mas efectivo y personalizado en infecciones causadas por bacterias productoras
de metalo B-lactamasas.

6 CONCLUSION.

En este trabajo se evalua el grado de concordancia que tienen los métodos TD, TPy ED con el
método de referencia TC para la deteccidn del efecto sinérgico resultante de la combinacién
de antibidticos, concretamente CZA-AVI y AZT, en Enterobacteriaceae y Pseudomona spp.
Esto es de gran importancia puesto que los métodos alternativas al método de TP son mas
cortos, puediendo asi acelerar el proceso de tratamiento.

Los datos obtenidos del estudio sugieren que para el estudio de sinergimo CZA/ATM en
Pseudomonas spp. productoras de metalo B-lactamasas se deberiarealizar en un primer paso
el método de TP junto con el de ED y en caso de obtener resultados discordantes, se
confirmaria con el método de referencia de TC. Mientras que para las Enterobacteriaceae seria
suficiente con realizar el método de TD o el de EC, sin necesidad de confirmaciéon con el
método de referencia debido a la baja frecuencia de resultados discordantes.
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7 ANEXO 1. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE
DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

No
Alto Medio Bajo procede

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X

ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X

ODS 10. Reduccion de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X
ODS 12. Producciony consumo responsables X

ODS 13. Accion por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

A. Describir brevemente la alineacién del TFG con los ODS, marcados en la tabla
anterior, con un grado alto.
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Este trabajo se relaciona con cuatro de los objetivos ODS establecidos por la ONU, siendo
estos el ODS 3: Salud y bienestar, ODS 9: Industria, Innovacién e Infraestructura, ODS 12:
Producciony Consumo Responsable y ODS 17: Alianzas para Lograr los Objetivos.

En primer lugar, el ODS 3, cuyo objetivo es garantizar cobertura sanitaria universaly acceso a
medicamentos y vacunas; ademas de promover el bienestar para todos. Actualmente uno de
los problemas de salud que mas preocupa son las resistencias bacterianas a los
antimicrobianos actuales; es por ello que una manera de combatir esta problematica es el uso
de terapias de antibidticos combinadas. Para ello es imprescindible el estudio de los efectos
sinérgicos de determinados antibidticos, en lo que esta basado este proyecto.

En segundo lugar, el ODS 9 busca fomentar la innovacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias, como es el caso del MALDI -TOF, empleado en este trabajo, que permite acelerar
el proceso de deteccion con una elevada sensibilidad permitiendo asi agilizar el proceso de
tratamiento.

En tercer lugar, el ODS 12, cuyo objetivo es garantizar un consumo y una produccion
sostenible. Esto es de gran importancia a lo referente al consumo de antibiéticos, puesto que
la diseminacion de las resistencias antibacterianas en gran medida es debido al incorrecto
consumo de antibidticos. Por ello, la correcta deteccidn del efecto sinérgico entre antibidticos
es de gran importancia para hacer un buen uso de estos medicamentos.

En dltimo lugar, el ODS 17 busca la cooperacion de diferentes infraestructuras para hacer
frente las grandes problematicas de este siglo. En este caso, para poder hacer frente al
surgimiento de las resistencias antibidticas, es necesario una colaboracién entre hospitales,
laboratorios clinicos y centros de investigacion.
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