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Actividad in vitro de cefepime, cefiderocol, piperacilina-tazobactam, ceftazidima-
avibactam, cefepime-taniborbactam, ceftolozano-tazobactam, meropenem-
vaborbactam, imipenem-relebactam, en Pseudomonas spp. productoras de

carbapenemasas tipo GES

1. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana global ha generado millones de infecciones y miles de
muertes anuales. Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos es un patégeno
prioritario de acuerdo a la Organizacion Mundial de Salud (OMS)(1) En México, se ha
observado un incremento en la prevalencia de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos.
Las carbapenemasas tipo VIM (Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase), IMP
(Imipenemase) y GES (Guiana Extended-Spectrum) son de los mecanismos de resistencia
mas comunes en nuestro pais(2). El tratamiento de las infecciones por estas bacterias es
complejo y requiere la caracterizacion del mecanismo de resistencia. Se ha evidenciado el
efecto de los nuevos betalactamicos e inhibidores de betalactamasas en carbapenemasas
tipo IMP y VIM (3), pero hay poca informacion sobre su efecto en las carbapenemasas tipo
GES. Se requieren estudios in vitro para evaluar la actividad de estos farmacos en
Pseudomonas spp. productoras de carbapenemasas tipo GES.

Objetivo primario:

« Describir la actividad, con base en la concentracion minima inhibitoria, de cefepime,
cefiderocol, piperacilina-tazobactam, ceftazidima-avibactam, cefepime-
taniborbactam, ceftolozano-tazobactam, meropenem-vaborbactam e imipenem-
relebactam en Pseudomonas spp. productoras de carbapenemasas tipo GES.

Objetivos secundarios:

o ldentificar y clasificar las Pseudomonas spp. resistentes a carbapenémicos.



o Describir los resultados de las pruebas mMIC y eMIC en las Pseudomonas spp. productoras
de carbapenemasas tipo GES.

o Describir los resultados de la secuenciacion de Pseudomonas spp. productoras de
carbapenemasas tipo GES.

o Describir la proporcion de otras carbapenemasas mediante PCR en Pseudomonas spp.

productoras de carbapenemasas tipo GES.

Metodologia: Estudio experimental de ciencias basicas con cepas clinicas de
Pseudomonas spp., consecutivas y no duplicadas, productoras de carbapenemasas tipo
GES recolectadas del cepario del Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional

de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

Resultados esperados: Las Pseudomonas spp. productoras de carbapenemasas tipo
GES seran susceptibles en ensayos in vitro a los nuevos betalactamicos y combinaciones
con nuevos inhibidores de betalactamasas.

Tiempo de duracién: 6 meses



2. PRESENTACION DE LA INVESTIGACION

MARCO TEORICO

Epidemiologia

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) ha aumentado en la ultima década,
convirtiendose en un problema de salud publica a nivel mundial, los CDC en el 2013
publicaron el primer informe de carga y amenazas que representan los gérmenes
resistentes a antibiéticos para la salud humana(4), reportaron aproximadamente 2 millones
de infecciones causadas por gérmenes resistentes a los antibioticos, con al menos 23,000
muertes anuales en los Estados Unidos de América (E.U.A) (4) en la revisién sobre la
resistencia a los antimicrobianos presidida por Jim O'Neill en el 2014(5), menciona que para
el 2050 la RAM provocaria la muerte de 10 millones de personas por cada afio y una
reduccion del 2 al 3.5% en producto interno bruto (PIB), con un costo 100 billones de

dolares(5).

La OMS en el 2015 puso en marcha el Sistema Mundial de Vigilancia de las Resistencias y
Uso de Antimicrobianos, por sus siglas en inglés (GLASS)(6) con 5 objetivos bien definidos:
1) mejorar la conciencia y comprension de la resistencia a los antimicrobianos a través de
una comunicacion, educacion y capacitacion efectiva, 2) fortalecer la base de
conocimientos y pruebas mediante la vigilancia e investigacion, 3) reducir la incidencia de
infecciones con medidas eficaces de saneamiento, higiene y prevencion de infecciones, 4)
optimizar el uso de medicamentos antimicrobianos en la salud humana y animal, 5)

aumentar la inversion en nuevos medicamentos, herramientas de diagndstico y vacunas,



tomando en cuenta la necesidad de todos los paises(6). Sin embargo, no existe mucha
informacion de RAM a partir del 2020 debido a la pandemia por la COVID-19 y los

microorganismos que reportaron, no comprenden Pseudomonas spp. (7)(8).

Estimaciones del Centro Europeo para la Prevencién y Control de Enfermedades (ECDC)
indican que, en 2015, las bacterias resistentes a los antibiéticos causaron aproximadamente
600,000 infecciones y 27,000 muertes en Europa (9). Se estima que alrededor del 70% de
la morbilidad, tanto en términos de casos como de muertes atribuibles, se debe a bacterias
Gram negativas multirresistentes (BGN-MDR) de los cuales Pseudomonas aeruginosa

MDR aumenté las muertes 1.5 veces mas que las cepas susceptibles del 2007 a 2015 (9).

En el informe del 2019 los CDC reportaron que la cantidad de muertes causadas por RAM
es casi dos veces mayor que el informe 2013 (1) sin embargo, el trabajo realizado para la
prevencion de RAM, logroé la disminucion del 18% en el numero de muertes relacionadas
por RAM vy reducir el 28% muertes por RAM en hospitales (1), lo que sugiere que la
prevencion y el uso racional de los antibiéticos pueden tener un impacto positivo en la
disminucién de las bacterias resistentes(1), se notificaron 1.2 millones de muertes a nivel

mundial atribuibles a la RAM.

Los CDC clasificaron 18 gérmenes en 3 categorias: urgente, grave y preocupante. Entre
ellos, destaca la P. aeruginosa, clasificada como multirresistente (MDR) en la categoria

grave, (1)Tabla 1.

Acinetobacter spp., resistente a carbapenémicos
Candida auris



Clostridioides difficile
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos
Neisseria gonorrhoeae resistente a antibioticos

Campylobacter resistente a antibiéticos

Candida spp.

Enterobacterales productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE)

Enterococcus spp., resistentes de vancomicina (VRE)
Pseudomonas aeruginosa multidrogo resistente (MDR)
Saphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
Streptococcus pneumoniae resistente antibiéticos
Tuberculosis resistente a antibiéticos

Salmonella no Typhi

Salmonella serotipo Typhi y Shigella resistentes a antibidticos

PREOCUPANTE
Streptococcus grupo A resistente a eritromicina
Streptococcus grupo B resistente a clindamicina
Tabla 1. ciasificacion de la CDC para gérmenes resistentes a antibicticos(1).

Se estimaron 4.95 millones de muertes atribuibles a RAM en el 2019, de los cuales el 78.8%
se atribuyeron a tres sindromes principales: infecciones de las vias respiratorias y del torax,
infecciones del torrente sanguineo e infecciones abdominales (10). Seis patogenos fueron
responsables de mas de 250 000 muertes asociadas a RAM: Escherichia coli, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y P. aeruginosa (10). La mortalidad
atribuible unicamente a P. aeruginosa fue del 18.9 millones de afios de vida perdidos de un

total de 340 millones de vida de afios perdidos, de la mortalidad asociada con 33 patégenos

bacterianos en el 2019 (11).

Dada la carga significativa de enfermedad, la escasez de tratamientos disponibles y el lento
desarrollo de nuevos antibidticos, el CDC ha priorizado cuatro bacterias BGN-MDR, con el

acronimo “ESKAPE” que son (12): 1) Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de



espectro extendido: patégenos que expresa varios tipos de p-lactamasas, incluidas las -
lactamasas de espectro extendido (por sus siglas en ingles BLEE), de la clase Ambler-A'y
Ambler-C como las AmpC, 2) Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERC), 3) P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos (PARC) y 4) A. baumannii resistente a

carbapenémicos (ABRC)(13).

John P. Mills, en el articulo publicado en el 2021(13) menciona, que existen herramientas
para prevenir la adquisicion de resistencia de BGN-MDR y son principalmente dos: 1) Evitar
la transmision de paciente a paciente y/o sus elementos genéticos méviles (por ejemplo,
carbapenemasas), al colocar en aislamiento a los pacientes que se detecten estas
resistencias, ya que el personal de salud suele ser un intermediario. 2)El uso racional de
antibioticos evita, la evolucidn de las bacterias para generar resistencia de novo, en la que
los aislados susceptibles, bajo presion selectiva de antibidticos, expresen un fenotipo MDR,
mediado por la expresion genética cromosémica (por ejemplo, AmpC) asi como

alteraciones en los canales de porinas de la membrana o bombas de eflujo (13)(14)(15).

La Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés) y la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés)
emitieron una lista de cinco nuevos antibiéticos aprobados con actividad contra BGN-MDR,
aunque ninguno de ellos presenta un nuevo mecanismo de accion, todos siguieron un
camino de desarrollo acelerado que se concede a los medicamentos que abordan

necesidades médicas no cubiertas(16).

La implementacion de proyectos que fomenten el uso adecuado de antibidticos, como el

programa de administracion antimicrobiana (antimicrobial stewardship, AS), es una
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estrategia para racionalizar el uso de antibioticos solo cuando y donde sea necesario (17),
ha impactado favorablemente en la reduccion de RAM, uno de los estudios mas recientes
realizado en Verona ltalia en el 2022 (18), demostro que al implementar el programa AS, el
consumo mensual de carbapenémicos disminuy6 de 50 dosis diarias por 1000 numero de
dias pacientes a 35 dosis diarias por 1000 numero de dias pacientes (18), otro proyecto
importante es el programa de optimizacion del uso de antimicrobianos (PROA), que tienen
como objetivo mejorar los resultados clinicos, minimizar los efectos adversos y reducir los
costos asociados con su uso, como la resistencia a antibioticos, que impacta en el aumento
de estancia hospitalaria, uso de diversos antibioticos y los estudios necesarios para obtener
la susceptibilidad, todo esto se ve reflejado en aumento de costos para el paciente o
Institucion (19). En el 2020, mas del 90% de los hospitales en E.U.A, contaba con un
programa de administracion de antibiéticos, por el importante aumento de resistencia a

antimicrobianos secundario a la pandemia por COVID-19 (20).

En México, existen reportes aislados y de grupos de trabajo sobre la resistencia a los
antibioticos. En 2018 se publico la Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a los
Antimicrobianos, lo que llevé a la formacién del grupo nacional denominado Red Tematica
de Investigacidn y Vigilancia de la Farmacorresistencia (INVIFAR) (21). De acuerdo a los
informes de INVIFAR, en el 2018, P. aeruginosa reportd el 40% de resistencia a
carbapenémicos en todas las muestras (respiratorias, orina, sangre, abscesos, biopsias,
entre otras) (22) y el 19% tenian resistencia a piperacilina-tazobactam (TZP) unicamente
en las muestras de orina (22). Sin embargo, para el 2020, se observé un incremento en la
resistencia de P. aeruginosa, a TZP del 29.5% en muestras de orina(2), lo que representa
un aumento del 10% en 2 anos. Ademas, se demostro una resistencia del 37.1% a

meropenem (MEM) en muestras de sangre(2). Durante la pandemia de la COVID-19,
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INVIFAR informé una resistencia a carbapenémicos del 21.7%(23), en comparacion con lo
publicado por los CDC, durante la pandemia, en el periodo del 2019 al 2020(24), en donde
las infecciones por microorganismos resistentes a carbapenémicos, incrementaron un 15%

en pacientes hospitalizados y solo para P. aeruginosa hubo un aumento del 32%(24).

Microbiologia y definiciones

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia Pseudomonadaceae
capaz de sobrevivir en una amplia gama de entornos (25), posee diferentes mecanismos
de resistencia a antibidticos: intrinsecos, adquiridos y adaptativos (26), que dificultan la

eleccion del antimicrobiano.

En el 2012 se definié P. aeruginosa MDR, como que no es susceptible al menos a 3 clases
de antibidticos para los que se espera sensibilidad: cefalosporinas, fluoroquinolonas,
aminoglucdésidos y carbapenémicos (13), sin embargo, para el 2018 se modificé el concepto
a P. aeruginosa de “dificil tratamiento” (DTR), y es la que no presenta susceptibilidad a
ninguno de los siguientes: piperacilina-tazobactam (TZP), ceftazidima (CAZ), cefepime
(FEP), aztreonam (ATM), meropenem (MEM), imipenem-cilastatina (IPM), ciprofloxacina
(CIP) y levofloxacina (LVX) (27). En el 2019, el CDC notific6 que el 2-3% de las P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos portan un elemento genético movil, que produce

una enzima carbapenemasa (1)(26).

Los organismos encargados de estandarizar puntos de corte para determinar la
susceptibilidad de los antibioticos son el CLSI (Instituto de Normas Clinicas y de

Laboratorio, Clinical and Laboratory Standards Institute) (28) y el EUCAST (Comité Europeo
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de Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos, European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (29) para fines de este trabajo, se utilizaran los puntos de corte CLSI

publicados en la edicién 33 del libro M100 y EUCAST Version 13.0, resumidos en la Tabla

2y3

_ Puntos de corte, concentracién minima inhibitoria (CMI)
g/mL

“___E_

TZP <16 >64
CZA <8 - >16
CIT <4 8 >16
IPM <2 4 >8
MEM <2 4 >8
CAZ <8 16 >32
FEP <8 16 >32
FDC <4 8 >16
ATM <8 16 >32
I-R <2 4 >8
MVB - - -

Tabla 2 *Adaptado del CLSI M100 Ed 33 Piperacilina-tazobactam (TZP), ceftazidima-avibactam (CZA), ceftolozano-tazobactam (C/T)
ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), aztreonam (ATM), cefiderocol (FDC), meropenem (MEM), meropenem-vaborbactam (MVB),
imipenem (IPM) imipenem-relebactam (I-R)

Puntos de corte, concentracion
minima inhibitoria (CMI ) p

___Antimicrobiano | S | R ____|

TZP <0.001 >16
CZA <8 >8
CIT <4 >4
IPM <0.001 >4
MEM <2 >8
CAZ <0.001 >8
FEP <0.001 >8
FDC <2 >2
ATM <8 >32
I-R <2 >2
MVB <8 >8

Tabla 3 *Adaptado EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 13.0, valid from 2023-01-01 -Piperacilina-tazobactam (TZP), ceftazidima-
avibactam (CZA), ceftolozano-tazobactam (C/T) ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), aztreonam (ATM), cefiderocol (FDC), meropenem
(MEM), meropenem-vaborbactam (MVB), imipenem (IPM) imipenem-relebactam (I-R)
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Hasta el momento no existen puntos de corte para cefepime-taniborbactam (FTB), de
acuerdo Hernandez-Garcia el articulo publicado en el 2022 (30), utilizan como punto de
corte provisional para susceptible < 8/4 mg/L de cefepime-taniborbactam respectivamente

y > 8/4 mg/L como resistente.

Mecanismos de resistencia

P. aeruginosa posee diferentes mecanismos de resistencia intrinseca: permeabilidad
restringida de la membrana externa, bombas de eflujo e hidrdlisis enzimatica (31), dentro

de esta ultima se encuentran las betalactamasas de espectro extendido de Guayana (GES).

P. aeruginosa MDR evoluciona como la interaccién de multiples mecanismos de resistencia
complejos, incluidos la disminucion de porinas de membrana externa, que pueden ser
especificas (OprD, OprB, OprE), no especificas (OprF), porinas cerradas (OprC y OprH) y
porinas de salida (OprM, OprN y OprJ), OprF promueve la funcién de formacién y unién de
la biopelicula (26)(32). Las porinas de salida (OprM, OprN y OprJ), contribuyen a la salida

activa de varios antibioticos, incluidos, tetraciclina, norfloxacino, B-lactamicos (33)(26).

Otro mecanismo son las bombas de eflujo o expulsion, las cuales pueden regular al alza
los genes de virulencia para mejorar la resistencia a los antibidticos y mantener la
homedstasis bacteriana, se describen cinco componentes en la familia de bombas de eflujo:
superfamilia de casete de unién de ATP (ABC), superfamilia de facilitadores principales
(MFS) y familia de extrusion de compuestos toxicos (MATE) de multiples farmacos, familia
de division de nodulacion de resistencia (RND) y pequefia familia de resistencia a multiples

farmacos (SMR)(33).
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La resistencia mediada por enzimas, surge de la actividad de las B-lactamasas, enzimas
producidas por bacterias que hidrolizan la amida del B-lactamico (34), con la adicién rapida
de una molécula de agua a través del enlace comun de B-lactamico, lo que hace que el
antibiotico sea ineficaz e incapaz de inhibir las proteinas de uniéon a penicilinas (por sus

siglas en inglés, PBP) (35). Figura 1.

E+BL =———E:-BL—> E-BL / > E+BL*

H,0

Figura 1. (35)Via de reaccién general para la interaccién de un B-lactamico con enzimas interactivas con penicilina. Adaptado de
Interplay between B-lactamases and new B-lactamase inhibitors (35)

Las enzimas que interactian con la penicilina, como la proteina de unién a la penicilina (PBP; designada como E) o una B-lactamasa que
tiene un residuo de serina en el sitio activo (E), se unen a un B-lactamico (BL) para formar un complejo reversible (E-BL). Este complejo
puede proceder a una enzima acilo estable (E-BL) causada por la reaccién del 3-lactamico con la serina del sitio activo de la enzima. La
adicién de agua a la enzima acil da como resultado la ruptura del enlace B-lactamico, lo que da como resultado un antibiético
microbiolégicamente inactivo (BL*). La hidrodlisis de la enzima acilo ocurre rapidamente para una B-lactamasa y lentamente para una
PBP.

Se han encontrado mas de 2,770 B-lactamasas unicas naturales, que representan una gran
amenaza para el uso terapéutico de -lactamicos, por lo que en la década de los 80’s surgio
el concepto de desarrollar combinaciones de un inhibidor de B-lactamasa (por sus siglas en
inglés, BLI), con una penicilina o cefalosporina microbiologicamente activa formulada con
un solo producto, como son amoxicilina con acido clavulanico y piperacilina con

tazobactam. (36)

Nomenclatura de las B-lactamasas.

Existen 2 sistemas de clasificacion de (B-lactamasas, la clasificacidn molecular de Ambler
que separa las B-lactamasas en distintas clases moleculares (A, B, C, D), sobre la base de
su secuencia de aminoacidos (37) y la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros que clasifica
las B-lactamasas de acuerdo con las similitudes de los perfiles de hidrolisis del sustrato y la

respuesta de varios inhibidores. (38)(39). Tabla 3
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Ambler Clase  Bush-Jacoby- Sustratos Inhibidos  Inhibidos Enzimas

Medeiros por AC o por EDTA
TZB

C 1 Cefalosporinas No No AmpC, ACT-1

A 2a Penicilinas Si No PC1

A 2b Penicilinas, Si No TEM-, TEM-2,
Cefalosporinas SHV-1

A 2be Cefalosporinas Si No TEM-3, SHV-2,
espectro extendido, CTX-M-15
monobactamicos

A 2br Penicilinas No No TEM-30, SHV-10

A 2ber Cefalosporinas No No TEM-50

A 2c Penicilinas Si No PSE-1, CARB-3

A 2ce Carbapenicilinas, Si No RTG-4
Cefepime

D 2d Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10

D 2de Cefalosporinas Variable No OXA-11, OXA-15
espectro extendido

D 2df Carbapenémicos Variable No OXA-23, OXA-48

A 2e Cefalosporinas Si No CepA
espectro extendido

A 2f Carbapenémicos Variable No KPC-2, IMI-1, SME-

1
B(B1) 3a Carbapenémicos No Si IMP-1, VIM-1, CcrA,
IND-1
B(B2) 3b Carbapenémico No Si CphA, Sfh-1

Tabla 3 Clasificacion de las R-lactamasas. *Adaptado (39)TEM: Temoneira de B-lactamasa, SHV: Sulfhydryl
variable B-lactamasa, OXA: Oxacilinasa, CTX: cefalosporinasa de espectro extendido, AC: Acido clavulanico, TZB: tazobactam

Las pB-lactamasas de las clases A,C y D de Ambler son serinos -lactamasas, que contienen
un residuo de serina reactivo en su sitio activo (serina-p-lactamasas), mientras que la clase
B comprende las metalo-B-lactamasas, que presentan un atomo de zinc divalente

cataliticamente funcional (metalo-p-lactamasas, MBL). Figura 2. (34) (35).
Hidrdlisis por serino-p-lactamasa

S — m@m

CO,H CO,H
CO,H
+ E-Ser-OH E- Ser + E-Ser-OH
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Hidrolisis por MBL

D e

0 HO

/*  COMH CO,H
. ) \ _-His
LN e + MBL (Zn?"),
NS \ “Zn2+
Zn2+ T
N Cys
His’ His Asp

Flgura 2. *Adaptado de Interplay between B-lactamases and new B-lactamase inhibitors (35)

Mecanismo general de hidrdlisis de B-lactamicos por serina y metalo-B-lactamasas. Para las serino B-lactamasas (indicadas como E-
Ser—OH), un carboxilato cargado negativamente, o un grupo con carga similar, en la cadena lateral del anillo de azetidinona del -
lactamico es atraido al sitio activo de la B-lactamasa por residuos cargados positivamente. La B-lactamasa forma enlaces de hidrégeno
clave con la B-lactamasa, que luego se acila. Posteriormente, se activa una molécula de agua para desacilar el complejo B-lactamico-§3-
lactamasa, lo que conduce a la generacién de una B-lactamasa activa y una molécula con anillo abierto, microbiolégicamente inactiva.
Las metalo-B-lactamasas (MBL) requieren al menos uno y generalmente dos iones Zn?*, unidos por un ion hidroxido que facilita el ataque
de los nucledfilos al atomo de oxigeno del carbonilo del anillo B-lactamico, lo que lleva a la hidrdlisis y la inactivacion del antibiético. Un
Zn% se mantiene en su lugar por tres residuos de histidina. Muchas MBL contienen un segundo sitio de union al zinc, con ligandos de
zinc de Asp, Cys y/o His, e His también funcionan en la reaccion de hidrdlisis.

Para fines de este trabajo nos centraremos en las B-lactamasas tipo serino. Se agrupan en
el grupo funcional Bush-Jacoby-Medeiros 2f, incluidas KPC, SME, NMC-A, IMI y algunas
variantes de GES (39). Las variantes KPC-2 y KPC-3 tienen la mayor distribucién de todas
las serinas carbapenemasas (40), en E.U.A las carbapenemasas mas frecuentemente
encontradas en P. aeruginosa son KPC, NDM, VIM e IMP (41), en el estudio multicéntrico
ERACE-PA, en el 2021 mostr6 que el 49% fueron VIM seguidas por GES con el 21%(42),

posteriormente en el 2022, se encontré que el 86% fueron VIM seguidos por GES (43).

La informacion disponible en la literatura sobre las carbapenemasas tipo GES en P.
aeruginosa es limitada. En un estudio realizado en México que incluyé 52 centros, se
analizé la distribucion de la resistencia antimicrobiana en diversas bacterias como E. coli,
K. pneumoniae, complejo Enterobacter cloacae, complejo A. baumanniiy P. aeruginosa en
muestras clinicas de orina, sangre y muestras respiratorias. Se observo que, en el caso de
P. aeruginosa resistente a carbapenémicos, se identificaron 93 aislamientos(2). Los genes

mas frecuentemente detectados que codifican carbapenemasas fueron blamr (25.3%),
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blaces (13.1%) y blaviv (13.1%). Ademas, se encontraron 44 aislamientos (47.31%) que no

contenian ninguno de los genes examinados que codifican carbapenemasas (2)

En un estudio realizado por INVIFAR durante la pandemia de la COVID-19 en México, se
analizaron los datos de resistencia de microorganismos Gram negativos a carbapenémicos
en 23 centros (21 laboratorios hospitalarios y 2 laboratorios externos) durante el periodo del
1 de enero al 31 de agosto de 2021. Se encontré que de los aislamientos de P. aeruginosa

las carbapenemasas mas frecuentes fueron blavim (n=19), blaces (n=8) y blamp (N=7)(23).

Carbapenemasas tipo GES

La GES-1 se identificod por primera vez en 1998, en un nifio trasladado de la Guayana
Francesa a Francia, posteriormente en el 2000 se identifico GES-2 a partir de P. aeruginosa,
es un derivado mutante puntual de la B-lactamasa de espectro extendido GES-1. La GES-
2 posee residuos de cisteina que forma puentes disulfuro creando puentes de union a
imipenem (IMP), eficacia catalitica contra IMP 100 veces mayor que GES-1, se han

identificado en K. pneumoniae y E. coli (44)

Por otro lado, se ha observado que la variante GES-5 es la primera en presentar resistencia
a carbapenémicos. Esta variante muestra pérdida de ciertas porinas que contribuyen a su
resistencia, y también presenta un residuo de serina o asparagina que estan asociados con
la resistencia a los carbapenémicos (23). Sin embargo, no se dispone de informacion sobre
su susceptibilidad.

Su fenotipo se ha asociado a resistencia C/T y sensibilidad a CZA (45), como una forma de

poder identificar en caso de poca disponibilidad de biologia molecular.
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Hasta el momento, se dispone de poca informacion sobre la susceptibilidad de las
carbapenemasas tipo GES en P. aeruginosa. Esto genera la necesidad de realizar estudios
que brinden mas conocimientos y ayuden a los médicos en la toma de decisiones respecto
al uso de antibioticos cuando se enfrentan a estas cepas de P. aeruginosa de dificil
tratamiento. Es especialmente relevante en el contexto de México, donde segun los
estudios realizados por INVIFAR, las carbapenemasas tipo GES se posicionan dentro de
las tres primeras mas frecuente en pacientes hospitalizados. Ampliar nuestro entendimiento
de la susceptibilidad de estas enzimas y su implicacion clinica permitira mejorar las
estrategias terapéuticas y optimizar el manejo de las infecciones causadas por

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la concentracion minima inhibitoria de Pseudomonas spp. productoras de
carbapenemasas tipo GES para los antimicrobianos B-lactamicos con los nuevos

inhibidores?

4. JUSTIFICACION

En los ultimos anos, ha habido un alarmante incremento en el numero de infecciones
hospitalarias que son causadas por bacterias resistentes a multiples clases de antibidticos,
lo cual dificulta su control y tratamiento. Entre estas bacterias, Pseudomonas aeruginosa
que portan carbapenemasas tipo GES han generado una creciente preocupacion en el

ambito de la salud. En el contexto de nuestro pais, las carbapenemasas tipo GES se han
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identificado como uno de los mecanismos de resistencia mas frecuentes en las cepas de

Pseudomonas spp.

Sin embargo, a pesar de la relevancia de estas enzimas en la resistencia bacteriana, existe
una escasez de informacion en la literatura cientifica sobre la actividad de los antibidticos
B-lactamicos y los nuevos inhibidores frente a estas carbapenemasas tipo GES. Es
fundamental realizar analisis in vitro que nos permitan obtener informacién precisa sobre la
susceptibilidad de estos agentes antimicrobianos. Esta informacion sera crucial para guiar
y mejorar la eleccidn de terapias mas efectivas, lo que a su vez tendra un impacto positivo
en el desenlace clinico de los pacientes afectados por estas infecciones. Por tanto, es
necesario llevar a cabo estudios que aborden esta brecha de conocimiento y proporcionen
datos valiosos para optimizar el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias

portadoras de carbapenemasas tipo GES.

5. HIPOTESIS

Los antimicrobianos cefepime, cefiderocol, piperacilina-tazobactam, ceftazidima-
avibactam, cefepime-tanibobactam, ceftolozano-tazobactam, meropenem-vaborbactam,
imipenem-relebactam tendran CMI en rango de susceptibilidad para Pseudomonas

aeruginosa productora de carbapenemasas tipo GES
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6. OBJETIVOS

a. Objetivo principal: Describir la actividad, con base en la concentracion minima
inhibitoria, de cefepime, cefiderocol, piperacilina-tazobactam, ceftazidima-
avibactam, cefepime-tanibobactam, ceftolozano-tazobactam, meropenem-
vaborbactam e imipenem-relebactam en Pseudomonas spp. productoras de
carbapenemasas tipo GES, resguardadas en el cepario del Laboratorio de

Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

b. Objetivo secundario:

- Identificar y clasificar las Pseudomonas spp. resistentes a carbapenémicos.

- Describir los resultados de las pruebas mMIC y eMIC en las Pseudomonas spp.
productoras de carbapenemasas tipo GES.

- Describir los resultados de la secuenciacion de Pseudomonas spp. productoras de
carbapenemasas tipo GES

- Describir la proporcion de otras carbapenemasas mediante PCR en Pseudomonas

spp. productoras de carbapenemasas tipo GES

7. DISENO Y METODOLOGIA

a. Tipo de estudio: Experimental de ciencias basicas

b. Descripcidén del universo de trabajo: Pseudomonas spp. productoras de

carbapenemasas tipo GES no duplicadas que se encuentren en resguardo en

el cepario del Laboratorio del INRLGII
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c. Definicion del grupo control:

i. Se utilizaran cepas ATCC como estandar de calidad para las pruebas
de susceptibilidad en caldo.
1. E. coli ATCC 25922
2. E. coli ATCC 35218
3. P. aeruginosa ATCC 27853
4. K. pneumoniae ATCC BAA 1705

5. E. cloacae ATCC BAA 2468

d. Criterios de Inclusion:

i. Se incluiran todas las Pseudomonas spp resguardadas en el cepario
del Laboratorio de Microbiologia Clinica del INRLGIl que sean
productoras de carbapenemasas tipo GES y que reunan las siguientes
caracteristicas:

ii. Aislamiento de las siguientes muestras: Hemocultivos, aspirados
endotraqueales, biopsias musculoesqueléticas, liquido cefalorraquideo
y orina.

iii. La primera cepa aislada de muestras no duplicadas.

e. Criterios de eliminacion.
i. Pseudomonas spp que no tengan registro ya sea electronico o fisico
sobre el lugar de aislamiento.

ii. Cepas que no se recuperaron en la resiembra
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f. Criterios de exclusion.
i. Pseudomonas spp pan-susceptibles
ii. Pseudomonas spp resistentes a carbapenémicos, que no tengan
carbapenemasas tipo GES
iii. Cepas de Pseudomonas spp. de aislamientos subsecuentes de un

mismo paciente

g. Tamano de la muestra. Seran incluidas todas las muestras clinicas de
aislamientos por Pseudomonas spp. productoras de carbapenemasas tipo
GES que se encuentran en el cepario del Laboratorio de Microbiologia Clinica

del INRLGII.

h. Descripcion de las variables de estudio, unidades de medida y escalas

de medicion. Tabla 4.

Tabla 4
Microorganis Bacterias de la Nombre del Nominal Ejemplo:
mo familia género y especie P. aeruginosa
Pseudomonad de Pseudomonas Independiente  P. putida
aceae spp P. fluorescens
Tipo de Sitio anatémico Categorias Nominal Ejemplo:
muestra y método de estandarizadas -Hemocultivo
recoleccion del de los sitios de Independiente  -Biopsia
cultivo muestra tal como -Aspirado
sigue: Endotraqueal
-Hemocultivo
-Aspirado
endotraqueal
-Biopsia
musculoesqueléti
ca
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CiMm de
antibioticos

Método de
inactivacion
de
carbapenémic
os modificado
(mMIC)

Método de
inactivacion
de
carbapenémic
os
modificado-
EDTA (eMIC)

Unidad de
medida en
pg/mi que
determina la
concentracion
mas baja de un
antimicrobiano
que inhibe el
crecimiento de
un
microorganism
o0 después de
su incubacion

Ensayo
fenotipico para
la
determinacién
de
carbapenemas
as mediante
difusion de
discos en
placas

Ensayo
fenotipico para
la
determinacién
de
carbapenemas
as tipo Metalo-
B-lactamasas,
mediante
difusion de
discos en
placas. Se
debe realizar
en
combinacion
con el mMIC.

-Biopsia
cuantitativa de
herida por
gquemadura
-Liquido
cefalorraquideo

Se calculara con
el método de
microdilucién en
caldo con las
reglas y puntos
de corte del CLSI

2023, de los
siguientes
antibidticos:

° FEP, CAZ,
FDC TZP, CZA,
FEP-TANI, C/T,
IPM, MVB, I-R

Se haran pruebas

de mMIC en

todas las cepas
utilizando las
recomendaciones
descritas por el
CLSI 2023

Se haran pruebas
de eMIC en
aquellas cepas
con mMIC+
utilizando las
recomendaciones
descritas por el
CLSI 2023

Cuantitativa
discreta

Dependiente

Nominal

Independiente

Nominal

Independiente

Diluciones en
pg/mi
preestablecido
s de acuerdo al
CLSI por cada
antimicrobiano

-Negativo (2):
Carbapenemas
a no detectada
-Positivo (1):
Carbapenemas
a detectada
-Indeterminado
(0): Ensayo sin
resultado para
la presencia de
carbapenemas
as

-0: mMIC
negativo o
indeterminado,
no se realiza
eMIC
-Negativo (2):
Metalo-f3-
lactamasas no
detectada
-Positivo (1):
Metalo-f3-
lactamasas
detectada
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Si el mMIC es
negativo este
ensayo no se
realiza

Descripcion de los procedimientos

Vi.

Se revisaron las Pseudomonas spp. del cepario del Laboratorio de
microbiologia para identificar todas las Pseudomonas spp. resistentes

a carbapenémicos.

. Se realizé una base de datos en Excel con todas las Pseudomonas

spp. resistentes a carbapenémicos.

Se seleccionaron y resembrararon las Pseudomonas spp. resistentes
a carbapenémicos de muestras no duplicadas.

Se les realiz6 pruebas fenotipicas (mMIC/eMIC) para identificar
carbapenemasas en las cepas seleccionadas.

Se clasificaron las cepas seleccionadas con base en los resultados del
mMIC/eMIC, en: carbapenemasas tipo serino, carbapenemasas tipo
metalo y no productoras de carbapenemasas.

De las Pseudomonas spp. tipo serino se buscod genes constitutivos
para las enzimas tipo GES con el ensayo de reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) el cual consistié: en la amplificacion de los genes
que codifican para blaces, se realizé PCR por punto final. La reaccion
contenia 1.25 uL de buffer 10X Omega Biotek (suplementado con 2
mM MgS04), 0.30 uL de una mezcla de dNTP’s [0.2mM] (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP) invitrogen, 0.07uL de Tag DNA polimerasa Biotek, 10

pmol de cada oligonucleotido T40ligo y 7.28 ulL de agua ultrapura libre
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de DNAsas y RNAsas Sigma-Aldrich y 3 uL de DNA para tener un
volumen final de 12.50 pL.

vii. La amplificacidn se realizé mediante un programa que consistia en tres
etapas; la primera comprendi6 1 ciclo de 1 min A 95°C, la segunda 30
ciclos de 30 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C Y 45 segundos a
68°C, por ultimo, la tercera etapa, en 1 ciclo de 5 minutos a 68°C.

Los productos de la PCR se separaron por la técnica de electroforesis
en gel en la cual se emple6 un gel de agarosa al 1% cargando con
4uL de SYBR Green y 10 uL de la muestra, se dejo correr a 100 V
durante una hora y se obtuvo: blages: F: 5'-
TCATTCACGCHCTATTVCTGGCA-3" R: 5'-
CTATTTGTCCGTGCTCAGG-3 Amplicon 810 pb

viii. De las GES verificadas por PCR, se realiz6 pruebas de susceptibilidad
en caldo para determinar los CIM a FEP, FDC, CAZ, TZP, CZA, C/T,
MVB e I-R, de acuerdo a los puntos de corte del CLSI 2023 y EUCAST
2023.

ix. Todas las cepas se desecharon de acuerdo a los lineamientos de

desechos organicos y manejo de material bioldgico.

c. Analisis estadistico

La captura de datos se realizé en el programa Excel, para el analisis se utilizé el programa
STATA version 16. Los resultados del analisis descriptivo se reportaron en porcentajes y

medias para las variables con distribucion normal. Para las variables con distribucién no
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normal se reportaron en medianas y rangos intercuartiles, las variables nominales se

reportaron en frecuencia absoluta.

Las muestras pareadas se les realizo la prueba de Wilcoxon, con la que se diferencio la
CIM con y sin inhibidor. Para el analisis de subgrupos se realizé Kruskal-Wallis.

Se trato de encontrar diferencia al comparar un B-lactamico contra el B-lactamico con
inhibidor y se realizé la Chi?2 de McNemar.

Se obtuvo aprobacion por el comité de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion

Luis Guillermo Ibarra Ibarra con numero de registro INRLGII 88/23

8. RESULTADOS

El estudio se realiz6 con muestras de cultivos (hemocultivos, urocultivos, abscesos,
biopsias, punta de catéter, entre otras) de Pseudomonas spp., provenientes del cepario del
Laboratorio de Microbiologia Clinica del INRLII, de enero del 2011 a marzo del 2023 como
se describe en la figura 3, un total de 3,126 Pseudomonas spp. de las que se excluyeron
2, 421 por no cumplir con los criterios de inclusién, con las que se obtuvieron 705
Pseudomonas spp resistentes a carbapenémicos a las que se les realizo6 mMIC y eMIC, se
obtuvieron las cepas con enzimas serino y se realizé PCR de punto final, con un total 78
Pseudomonas spp. de las que el 100% fueron Pseudomonas aeruginosa con

carbapenemasas tipo GES, como se describe grafica 1.

27



3 126 aislamientos de

Pseudomonas spp. de -
Enero 2011 a Marzo 2023 Se excluyeron 2 421 cepas:

Sin registro

Cepas sin recuperar en resiembra
Ambientales

Hisopados

indices de colonizacién

Repetidos

Pseudomonas spp. pan-susceptibles

v
Se incluyeron 705 cultivos
resistentes a carbapenémicos
se seleccionaron a conveniencia
202y se les realizé mMIC, eMIC
y PCR

124 no presentaron
carbapenemasas
tipo GES

78 Pseudomonas spp. con carbapenemasas
tipo GES

25 Biopsias

14 Hemocultivos
14 Urocultivos
10 Desconocido
5 Respiratorio

5 Absceso

5 Otro

Figura 3. Algoritmo de seleccién de cepas de Pseudomonas spp. con carbapenemasas tipo GES.

32.1%
0 S o
2 ~ O
N @) o
2 %Oo°
O@

Grafica 1. Distribucién de aislamientos de P. aeruginosa productora de carbapenemasas tipo GES

A las 78 muestras, se les realizd susceptibilidad de cefepime, cefiderocol, piperacilina-
tazobactam, ceftazidima-avibactam, cefepime-taniborbactam, ceftolozano-tazobactam,
meropenem-vaborbactam, imipenem-relebactam, se determinaron las CMI de acuerdo a
CLSI y EUCAST, con lo que se obtuvo ver Tabla 5 y al comparar la susceptibilidad de

acuerdo a ambas guias hay una diferencia que va del 3.8 al 14.1% ver grafica 2
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‘ n totales Porcentajes

S I R S I R

CAZ CLSI 4 2 72 5.1% 2.6% 92.3%
CAZ EUCAST 0 0 78 0.0% 0.0% 100.0%
CZA CLSI 6 0 72 7.7% 0.0% 92.3%
CZA EUCAST 6 0 72 7.7% 0.0% 92.3%
FEP CLSI 5 3 70 6.4% 3.8% 89.7%
FEP EUCAST 0 0 78 0.0% 0.0% 100.0%
IPM CLSI 2 2 74 2.6% 2.6% 94.9%
IPM EUCAST 0 0 78 0.0% 0.0% 100.0%
I-R CLSI 10 8 60 12.8%  10.3% 76.9%
[-R EUCAST 10 0 68 12.8% 0.0% 87.2%
MEM CLSI 3 2 73 3.8% 2.6% 93.6%
MEM EUCAST 3 0 74 3.8% 0.0% 94.9%
MVB EUCAST 12 0 66 15.4% 0.0% 84.6%
TZP CLSI 4 5 69 5.1% 6.4% 88.5%
TZP EUCAST 0 0 78 0.0% 0.0% 100.0%
C/T CLSI 5 3 70 6.4% 3.8% 89.7%
C/T EUCAST 5 0 73 6.4% 0.0% 93.6%

FDC CLSI 70 3 5 89.7% 3.8% 6.4%
FDC EUCAST 62 0 16 79.5% 0.0% 20.5%

Tabla 5. Cantidades y porcentajes de susceptibilidad de antibiéticos de acuerdo a CLSI y EUCAST

m CLSI mEUCAST

94.9%

I  02.3%
I 100.0%
I  02.3%
I  02.3%
I 39.7 %

£ I 100.0%
I 76.9%

A I, 37 .2%
I 03.6%
I  84.6%
I 38.5%
I 39.7 %
I  03.6%

o =

6.4%
O mmmmm 20.5%

T I 100.0%
- I

< I 94.9%
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Grafica 2 Comparacion resistencias de acuerdo a los puntos de corte CLSI vs EUCAST
De los 78 aislamientos, FDC fue el agente mas activo con 89.74% CMI < 4ug/mL, de

acuerdo a CLSI y 79.5% de acuerdo a EUCAST; seguido de FTB con 80.77 % CMI <
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8ug/mL con el punto de corte provisional (30), por ultimo, I-R con el 12.8% por CLSI y
EUCAST, el unico antibiotico que CMlsoy CIMgo se encuentra dentro de los puntos de corte

para susceptible es FDC 1 CMIsoy 4 CIMgo ver Tabla 5 y 6.

N2 de asiamientos por CMI

Antibiético C;\(l)l I C;\(/)I I 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 | 16 | 32 264
CAZ 64 64 0 0 0 0 0 2 1 1 2 1 71
CZA 64 64 0 0 0 0 3 0 2 6 11 55
FEP 64 64 0 0 0 0 0 3 1 1 3 64

FTB 8 16 0 0 0 2 1 12 | 20 | 28 6 1 8
IPM 64 64 0 0 0 1 1 0 2 1 2 1 70
I-R 16 64 0 1 0 3 4 2 8 18 | 17 | 13 12
MEM 64 64 0 0 1 2 0 0 2 1 4 4 64
MVB 32 64 0 1 2 1 1 3 2 2 4 31 31
TZP 128 128 0 0 0 0 0 2 1 0 1 5 69
c/T 32 64 0 0 1 3 0 1 0 3 4 56 10

FDC 1 4 1 1 3 15 25 | 17 8 3 3 1 1

Tabla 6 Rangos de CMI, CMI50 Y CMI90 de antibioticos

P. aeruginosa productora de carbapenemasas tipo GES presenta una resistencia

importante a los B- lactamicos y los B-lactamicos con inhibidores, ver grafica 3 y grafica 4.
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Grafica 3 crafica de calor que muestra la actividad de antibiéticos en aislamientos de P. aeruginosa con carbapenemasas tipos
GES
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Grafica 4 Grafica de calor que muestra la actividad de antibiéticos en aislamientos de P. aeruginosa con carbapenemasas tipo GES
con cefepime-taniborbactam (FTB) y cefepime (FEP)

Al realizar la prueba de Wilcoxon de la CMI con y sin inhibidor podemos observar que existe
significancia estadistica [p< 0.001] entre el B-lactamico contra el B-lactamico con inhibidor,
es decir que hay una disminucidn de aproximadamente 2 diluciones al aplicar el
betalactamico con inhibidor en las P. aeruginosa productoras de carbapenemasas tipo

GES,ver Tabla 7.

Antibiotico CMI con inhibidor
CAZ 64 (64-64) 64 (32-64) <0.001
FEP 64 (64-64) 64 (32-64) <0.001
IPM 64 (64-64) 16 (8-32) <0.001
MEM 64 (64-64) 2 (2-2) <0.001

Tabla 7. cmicon y sin inhibidor prueba de Wilcoxon
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Al realizar la prueba de Chi?> de McNemar comparando la proporcién de cepas que son
susceptibles B-lactamico vs p-lactamico con inhibidor, de las 78 muestras se demostro que
existe significancia estadistica en IPM vs |-R tanto en CLSI como EUCAST, con lo que
aumentaron de tener 2 cepas susceptibles al IPM a 10 cepas susceptibles con I-R, P=0.007
y MEM vs MVB con EUCAST de 3 cepas susceptibles con MEM a 12 cepas susceptibles

con MVB, P=0.003, ver Tabla 8.

CEPAS SUSCEPTIBLES ‘

ANTIBIOTICO | CLSI P EUCAST P
CAZz 3 4
CZA 5 0.5 5 0.25
IPM 2 2

0.007 0.007
I-R 10 10
MEM - 3
MVB - - = 0.003

Tabla 8. prueba de Chi? de McNemar CLSI vs EUCAST
Respecto a FEP y FTB al hacer comparar la proporcidén de cepas susceptibles p-lactamico

(CLSI vs EUCAST) vs B-lactamico con inhibidor, tenemos una significancia estadistica de

P=<0.001 ver Tabla 9

CEPAS SUSCEPTIBLES ‘
ANTIBIOTICO | CLSI P EUCAST P
FEP 5 4

0.001 0.001
F1B 63 63
(provisional)

Tabla 9. prueba de Chi? de McNemar CLSI vs EUCAST, con FTB provisional

P. aeruginosa con carbapenemasas tipo GES es susceptible a FDC en mas de un 80%.
Comparando las 78 muestras de P. aeruginosa con carbapenemasas tipo GES por afio, se
observa un incremento en su deteccion a partir del 2019, probablemente sea secundario a

la pandemia por SARS-CoV-2, como se describe en la grafica 5.
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Grafica 5. Deteccion anual de las 78 muestras P. aeruginosa productoras de carbapenemasas tipo GES.

Las muestras que fueron mas representativas, por tener mayor numero de aislamientos
fuero 3: Biopsias 25, Hemocultivos 14 y urocultivos 14, en el analisis entre los subgrupos,

Kruskal-Wallis, no detectd diferencia entre las muestras.

Para descartar la presencia de otras carbapenemasas se realiz6 PCR y se obtuvo: 6
(7.69%) GES+VIM; 4 (5.12%) GES+ IMP; no se encontré presencia de KPC, NDM, OXA-

48

9. DISCUSION

La resistencia a carbapenémicos es uno de los mayores problemas de salud a nivel
mundial, ha reducido las opciones terapéuticas disponibles para combatir las infecciones
de dificil tratamiento, la eficacia de los B-lactamicos y la combinacion de B-lactamicos con
inhibidores como CZA, C/T, I-R, MVB, FTB, para tratar las infecciones causadas por
microorganismos resistentes a carbapenémicos, como lo es P. aeruginosa, disminuye cada

vez mas (46-48).
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Este trabajo busco encontrar la susceptibilidad de P. aeruginosa con carbapenemasas tipo
GES a los nuevos farmacos; se encontr6 que FDC es el B-lactamico con mejor
susceptibilidad 89.7% de acuerdo a los puntos de corte por CLSl y 79.5% al EUCAST,
seguido por el nuevo FTB un nuevo B-lactamico con inhibidor que recientemente se aprobo
por la FDA para su uso, de acuerdo al punto de corte provisional, presenté la mejor

susceptibilidad de los pB-lactamicos con inhibidor disponibles, 80. 77%.

El taniborbactam es el primer inhibidor de B-lactamasas con actividad contra enzimas
metalo-p-lactamasas, NDM y VIM(49), los estudios in vitro han demostrado buena actividad
contra las serino-B-lactamasas, comparado con otras combinaciones de B-lactamicos, los
resultados publicados por Hernandez-Garcia et al, la susceptibilidad in vitro con FTB contra
las P. aeruginosa productoras de carbapenemasas tipo GES fue de 93.8% de

susceptibilidad un MIC <8 mg/dL, concordantemente con nuestros resultados del 80.77%.

En otro estudio in vitro, taniborbactam redujo la CMI de FEP de 5 a 2 diluciones <16 mg/dL
en 86% de P. aeruginosa productoras de MBL(50), en nuestro estudio disminuyo la CMI de
4 a 2 diluciones con una CMlso 64 y CMlgo 64 para FEP y CIMso 8 y CMlgo 16 para FTB, con
lo que demuestra que tiene buena actividad contra P. aeruginosa productoras de

carbapenemasas tipo GES.

Se ha comprobado la poca susceptibilidad de C/T que tiene P. aeruginosa con

carbapenemasas de la clase A (51)(52), lo que también se demuestra en este estudio, al

presentar una resistencia de 90%.
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El uso de aztreonam en GES(53), ha demostrado resistencia en combinacion con CZA, por

lo que no seria una opcidn terapéutica en las infecciones.

Hasta el momento no hay mucha informacion sobre la susceptibilidad de P. aeruginosa con
carbapenemasas tipo GES, en la actualidad las enzimas tipo GES se encuentran dentro de

las tres carbapenemasas aisladas con mayor frecuencia (22,30).

Usar los B-lactamicos y la combinacion de B-lactamicos con inhibidores en carbapenemasas
tipo GES de manera empirica fue una herramienta necesaria para poder conocer la
susceptibilidad de las P. aeruginosa con carbapenemasas tipo GES ya que aun no existen

estudios que demuestren la mejor opcidn de tratamiento disponible.

Una probable respuesta a la poca susceptibilidad de los B-lactamicos y la combinacion de
B-lactamicos con inhibidores, en P. aeruginosa con carbapenemasas tipo GES, es que las

P. aeruginosa pudo presentar algun otro tipo mecanismo de resistencia como bombas de

eflujo o porinas.

La resistencia del 100% en hemocultivos que presenté P. aeruginosa productora de
carbapenemasas tipo GES, probablemente fue secundaria a la exposicon previa de
antibidticos, es decir, en muestras de biopsias o urocultivos, se trataban de infecciones
localizadas, al estar en torrente sanguineo y ser una infeccion diseminada, probablemente

estuvo expuesta a antibiotico previo.
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Un punto fuerte, es que el presente estudio es el primero que demuestra la susceptibilidad
de las carbapenemasas tipo GES, a los p-lactamicos y la combinacién de p-lactamicos con

inhibidores, demostrando que FTB y FDC son una opcidn terapéutica para esta resistencia.

Las limitaciones, es un estudio in vitro, la respuesta clinica puede superar a la respuesta
microbiolégica, ademas de no contar con estos antibidticos en el mercado, FTB, y en
nuestro pais FDC. Se incluyeron cepas de un solo centro hospitalario, lo que no puede
representar la actividad de otros sitios. La informacién incluida es de cepas de sitios

especificos, por lo que no descartariamos el movimiento de algunos porcentajes.

10. CONCLUSIONES

La resistencia a los antimicrobianos es una crisis que debe gestionarse con la maxima
urgencia. A medida que el mundo entra en la nueva y ambiciosa era del desarrollo
sostenible, no podemos permitir que los logros en materia de salud obtenidos con tanto

esfuerzo se vean erosionados por el fracaso de nuestros principales medicamentos.

Es necesario que se realicen estudios en México y el mundo para determinar la
susceptibilidad para estas P. aeruginosa productora de carbapenemasas tipo GES, que al

parecer es de dificil tratamiento.

Actualmente debemos continuar con el fomento al uso adecuado de antibidticos, para evitar
aumento de resistencia a diferentes tipos de antibidticos, parece que las bacterias

adquieren mas resistencias conforme pasa el tiempo y nosotros no tenemos nuevas
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opciones terapéuticas, es importante que se invierta mas en la investigacion de nuevos

antibidticos y en su distribucion en el mundo.
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