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Resumen

Introduccion: La prueba de elucion de discos es una técnica nove-
dosa recientemente recomendada por CLSI, para evaluar la actividad
in vitro de la sinergia entre aztreonam (ATM) y ceftazidima/avibactam
(CZA). Objetivo: Comparar la concordancia entre la prueba de tiras
superpuestas y la elucion de discos para evaluar sinergia entre ATM
y CZA. Métodos: Se seleccionaron bacilos gramnegativos resistentes
a carbapenémicos con resultado conocido de sinergia por tiras super-
puestas. Posteriormente se realizd elucion de discos, se evaluaron sus
resultados y concordancia. Resultados: Se recuperaron 38 cepas (13
Enterobacterales, 13 Pseudomonas aeruginosa 'y 12 Stenotrophomonas
maltophilia). El 81,6% fue productor de metalo-p-lactamasas. La
positividad mediante tiras superpuestas y elucion de discos fue de 78,9
y 71,0%, respectivamente, con una concordancia global de 84,2%.
En Enterobacterales la positividad fue de 92% por ambos métodos,
con 100% de concordancia. En S. maltophilia 1a positividad fue de
100% por ambos métodos, con 100% de concordancia. Los resultados
para P. aeruginosa fueron inferiores: positividad por tiras superpues-
tas de 46,1%, por elucion por discos de 25,0%, y concordancia de
76,9%. Conclusion: La elucion de discos es una técnica estandari-
zada y reproducible, demostrando alta actividad y concordancia en
Enterobacterales y S. maltophilia. El rendimiento es bajo para P
aeruginosa por lo que se desaconseja su uso.

Palabras clave: aztreonam; ceftazidima/avibactam; metalo-[3-
lactamasas.
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Abstract

Background: The disk elution test is a novel technique recently
recommended by CLSI to assess the in vitro activity of the synergy
between aztreonam (ATM) and ceftazidime/avibactam (CZA). Aim:
To compare the agreement between the overlay strip test and disk
elution for evaluating synergy between ATM and CZA. Methods:
Carbapenem-resistant Gram-negative bacilli with known synergy
results from overlay strip testing were selected. Subsequently, disk
elution was performed, and the results and agreement were evaluated.
Results: Thirty-eight strains were recovered (13 Enterobacterales, 13
Pseudomonas aeruginosa, and 12 Stenotrophomonas maltophilia).
81.6% were producers of metallo-B-lactamases. Positivity using
overlay strips and disk elution was 78.9% and 71.0%, respectively,
with an overall agreement of 84.2%. In Enterobacterales, positivity
was 92% for both methods, with 100% agreement. In S. maltophilia,
positivity was 100% for both methods, with 100% agreement. The
results for P. aeruginosa were lower: positivity for overlay strips
was 46.1%, by disk elution 25.0%, and agreement was 76.9%.
Conclusion: Disk elution is a standardized and reproducible technique,
demonstrating high activity and agreement in Enterobacterales and
S. maltophilia. Performance is low for P. aeruginosa; therefore, its
use is not recommended.

Keywords: aztreonam; ceftazidime/avibactam; metallo-f3-
lactamase.
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Introduccion

productores de metalo-B-lactamasas (MBL) son

una problematica relevante dada su incidencia en
aumento y sus escasas alternativas terapéuticas. Dentro
de los PB-lactamicos, las alternativas son cefiderocol,
una cefalosporina sider6fora y aztreonam (ATM), un
monobactamico no hidrolizable por las MBL!. Dada
la frecuente coexpresion de otras B-lactamasas que si
hidrolizan aztreonam en los BGN productores de MBL,
ha surgido como alternativa su combinacion con avibac-
tam, un inhibidor de B-lactamasa con actividad sobre
multiples B-lactamasas, incluyendo carbapenemasas
(con excepcion de las MBL). Dado la ausencia de un
producto coformulado de ambos compuestos disponible
en nuestro medio, se sugiere la combinacién de ATM con
ceftazidima/avibactam (CZA), en la cual ceftazidima no
tiene rol significativo?.

La prueba de referencia de la actividad in vitro de la
sinergia ATM-CZA es la microdilucion en caldo; sin
embargo, es laboriosa, costosa y dificil de implementar en
un laboratorio clinico®. En nuestra institucion se utilizo la
prueba de superposicion de tiras desde 2021, la cual evalua
la disminucién de la concentracion inhibitoria minima
(CIM) de ATM en presencia de avibactam. Recientemente
se describi6 una prueba estandarizada mediante elucién
de discos en caldo con excelente rendimiento por lo que
fue adoptada como técnica recomendada por el CLSI
durante 2024, y reconocida por el Instituto de Salud
Publica de Chile*®.

El objetivo del presente trabajo es comparar la medi-
cion de sinergia de CZA y ATM mediante la superposi-
cion de tiras de difusion (prueba en uso) con la elucion
de discos.

l as infecciones por bacilos gramnegativos (BGN)

Materiales y Métodos

Cepas

Se rescataron cepas de bacilos gramnegativos resisten-
tes a carbapenémicos previamente aisladas de muestras
clinicas, entre 2021 y 2023, de pacientes ambulatorios y
hospitalizados de la Red de Salud UC-CHRISTUS, de
cualquier edad y obtenidas de cualquier sitio anatdmico.
Se incluyeron Enterobacterales y bacilos gramnega-
tivos no fermentadores (Pseudomonas aeruginosa y
Stenotrophomonas maltophilia) a las cuales se les habia
realizado prueba de sinergia de CZA y ATM por superpo-
sicion de tiras previo a su congelamiento. Por protocolo,
el laboratorio de microbiologia congela todas las cepas
de estos microorganismos a -80°C con posterioridad a
su identificacion por desorcién/ionizacion laser asistida
por matriz (MALDI-TOF, Bruker®). La evaluacion de
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produccion de carbapenemasas en Enterobacterales y P.
aeruginosa se realizo por prueba de Carba-NP y luego
la identificacion de la carbapenemasa se realizd por
inmunocromatografia (NG-TEST® CARBA-5). Para S.
maltophilia no se realiza dicha prueba dado que cuenta
intrinsecamente con una MBL llamada L1.

Prueba de sinergia por superposicion de tiras de
difusion

Realizada por indicacion clinica, previo al inicio del
estudio. Se prepard un estandar de Mc Farland 0,5 en 3
mL de solucidn salina para cada cepa. Luego, se inocu-
laron dos placas de agar Mueller-Hinton (ThermoFisher
Scientifics®) mediante siembra en césped, cubriendo
toda su superficie. En la primera placa se aplico una tira
de CZA y una tira de ATM, separadas entre ellas. En la
segunda placa se coloc6 una tira de ATM por 10 minutos,
luego fue retirada; en el mismo sitio se coloco una tira
de CZA y posteriormente se colocd nuevamente la tira
inicial de ATM sobre la tira de CZA (Figura 1)’. Luego
ambas placas se incubaron a 35°C durante 16 a 18 horas.
Se considerd como resultado positivo la obtencion de
una CIM dentro de la categoria susceptible para cada
microorganismo asociado a un cambio de CIM de tres o
mas diluciones, dado el error inherente de la técnica®’.
Los puntos de cortes para ATM en Enterobacterales
son: susceptible = 4 pg/mL; intermedio 8 pg/mL; y
resistente = 16 pg/mL y los puntos de cortes CLSI para
P. aeruginosa son: susceptible = 8 pg/mL; intermedio
16 pg/mL; y resistente = 32pg/mL, de acuerdo al CLSI
M100 de 2024°. Dado que S. maltophilia no cuenta con
puntos de corte para ATM, se usaron los puntos de corte
de P. aeruginosa para la interpretacion de los resultados.

e

Figura 1. Prueba de sinergia de ceftazidima/avibactam y aztreonam por método superposicion de
tiras. A la izquierda, tiras de ceftazidima/avibactam (CZA) y aztreonam (AT) sobre agar Mueller-Hinton,
demostrando una CIM de CZA de 16 ug/mLy de AT sobre 256 ug/mL. A la derecha, tiras superpuestas
de CZA 'y AT sobre agar Mueller-Hinton sembrado con la misma cepa, mostrando una reduccion de la

CIM de AT hasta 1,0 ug/mL.
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Prueba de sinergia por elucion de discos

Para cada una de las muestras se utilizaron cuatro
tubos con caldo Mueller Hinton rotulados como A, B,
C y D (Figura 2)*. El tubo A no contiene antimicrobiano
alguno y corresponde al control de crecimiento. El tubo
B contiene un disco de ATM Oxoid™ de 30 pg, el tubo
C contiene un disco de CZA Oxoid™ de 50 pg (30/20 pg,
respectivamente), y el tubo D que contiene ambos discos.
Posteriormente se incubaron por 30-60 min a temperatura
ambiente permitiendo la difusion de los antimicrobianos
desde el disco al caldo. Las concentraciones finales en los
tubos eran de 6 pg/mL de ATM y 6/4 pg/mL de CZA,
individualmente o en combinacion. La relacion contenida
en los discos con la cantidad de caldo Mueller-Hinton
tenia una concentracion final de ATM-CZA de 6/6/4 ng/
mL en el tubo D para proporcionar una concentracion
de AZT alrededor del punto de corte susceptible para
Enterobacterales (4 pg/mL) y P. aeruginosa (8 png/mL).
La cepa escogida, posteriormente a ser descongelada, se
sembro en serie dos veces en subcultivos de agar sangre.
A partir del segundo subcultivo se prepar6 un estandar
de McFarland 0,5 en tubos de solucion salina de 1,8 mL.
Se agregaron alicuotas (25 pL) del cultivo a cada tubo
(concentracion bacteriana final en cada tubo de 7,5 x 10°
ufc/mL), se agitaron vigorosamente para asegurar una
distribucion uniforme y se incubaron a 35 +2 °C bajo aire
ambiente durante 16 a 20 horas para Enterobacterales y P.
aeruginosa, o 20 a 24 horas para S. maltophilia. Después
de la incubacion se evalud la ausencia de crecimiento
bacteriano (susceptible) o el crecimiento bacteriano (no
susceptible) de los tubos a 6/6/4 pg/mL de ATM-CZA.
Se considerd como positivo si hubo crecimiento en los
tubos A, B y C asociado a ausencia de crecimiento en el
tubo D. En caso de existir crecimientos en todos los tubos
se considerd como negativo. De no haber crecimiento en
los tubos B y/o C, se considerd como indeterminado, pues
no se considera que exista actividad sinérgica si solo uno
de los componentes es capaz de lograr la inhibicion del
crecimiento bacteriano. Como control de calidad se utilizo
la cepa Escherichia coli AR348 de los CDC, Atlanta,
E.U.A., que es resistente tanto a CZA como a ATM y no
presenta sinergia.

Discordancia

En caso de discordancia entre el resultado historico de
la superposicion de tiras y la elucion de discos, se realizo
nuevamente la prueba de superposicion de tiras con la
misma cepa descongelada, en forma simultanea.

Resultados

Cepas
Se rescataron 38 cepas correspondientes a 13 En-
terobacterales (8 Klebsiella pneumoniae complex, 3

Rev Chilena Infectol 2025; 42 (5): 463-469

it

Figura 2. Prueba de sinergia de ceftazidima/avibactam y aztreonam con método de elucién de discos.

|

En ambas imagenes, de izquierda a derecha los tubos corresponden a: A (control de crecimiento),
B (ATM), C (CZA) y D (sinergia). En la imagen de la izquierda se observa turbidez de todos los tubos, por
lo tanto, corresponde a sinergia negativa. En la imagen derecha se observa turbidez en los tubos A, By
C, mientras que en el tubo D no hay turbidez, por lo tanto, corresponde a sinergia positiva.

Enterobacter clocacae complex y 2 Citrobacter spp.),
13 P. aeruginosa y 12 S. maltophilia (Tabla 1). El
81,6% fue productora de MBL. Doce de las 13 cepas de
Enterobacterales fueron productores de carbapenemasas
(11 NDM y 1 KPC). Ocho de las 13 cepas de P. aerugi-
nosa eran productoras de carbapenemasas, todas VIM.
Todas las cepas de Enterobacterales fueron resistentes
a ATM, mientras que en P. aeruginosa se encontraron
siete cepas de susceptibilidad intermedia y cinco cepas
resistentes. En S. maltophilia 1a CIMyy,, de ATM fue
mayor a 256/256 pg/mL.

Prueba de superposicion de tiras

En Enterobacterales se observd que 12/13 cepas
(92,3%) fueron susceptibles con cambio de CIM de
dos o0 mas diluciones, con una CIMs,, de 0,5/4 pg/mL
(Tabla 1). Tanto en la cepa productora de KPC como
en la no productora de carbapenemasa se observo una
reduccion de la CIM de mas de 256 pg/mL a 0,5 y 2,0
pg/mL. En P. aeruginosa, la prueba de tiras de difusion
de ATM tuvo una CIM;,, fue de 16/2z256 ng/mL, con
una cepa susceptible, siete intermedias y cinco resistentes.
La prueba de tiras superpuestas mostré que 9/13 cepas
fueron susceptibles, con una CIMj, de 8/16 pg/mL. Sin
embargo, el cambio de tres 0 més diluciones se observo
en solo 4/13 cepas, por lo que se consideraron como
positivas para sinergia 30,8% de las cepas (Tabla 2). Para
S. maltophilia la CIMjy, fue de 1/2 pg/mL, logrando una
disminucién de dos o mas diluciones en todas las cepas
(Tabla 3).
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Tabla 1. Enterobacterales y resultado de prueba de sinergia

Especie Carbapenemasa Prueba de tiras superpuestas

CIM ATM CIM ATM + CZA Resultado de

(ug/mL) (ug/mL) sinergia
Citrobacter spp. NDM =256 0,125 Positiva
Citrobacter spp. NDM 8 =0,06 Positiva
Enterobacter cloacae NDM =256 8 Negativa
Enterobacter cloacae NDM =256 4 Positiva
Enterobacter cloacae NDM =256 2 Positiva
Klebsiella pneumoniae NDM =256 1 Positiva
Klebsiella pneumoniae KPC =256 0,50 Positiva
Klebsiella pneumoniae NDM =256 0,50 Positiva
Klebsiella pneumoniae NDM =256 0,50 Positiva
Klebsiella pneumoniae NDM =256 0,25 Positiva
Klebsiella pneumoniae NDM =256 0,25 Positiva
Klebsiella pneumoniae NDM 16 0,25 Positiva
Klebsiella pneumoniae - =256 2 Positiva

Prueba de elucién de discos

Resultado de sinergia

Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Positiva

Concordancia

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Puntos de cortes CLSI para Enterobacterales: Susceptible = 4 ug/mL; Intermedio 8 ug/mL; Resistente = 16ug/mL.

Tabla 2. Pseudomonas aeruginosa y resultado de prueba de sinergia

Especie Carbapenemasa Prueba de tiras superpuestas
CIM ATM CIM ATM + CZA Resultado de

(ug/mL) (ug/mL) sinergia
Pseudomonas aeruginosa VIM =256 8 Positiva
Pseudomonas aeruginosa VIM 128 16 Negativa
Pseudomonas aeruginosa VIM 32 16 Negativa
Pseudomonas aeruginosa VIM 16 16 Negativa
Pseudomonas aeruginosa VIM 16 8 Negativa
Pseudomonas aeruginosa VIM 16 4 Negativa
Pseudomonas aeruginosa VIM 16 4 Negativa
Pseudomonas aeruginosa VIM 8 8 Negativa
Pseudomonas aeruginosa - =256 64 Negativa
Pseudomonas aeruginosa - 2256 8 Positiva
Pseudomonas aeruginosa - 16 8 Negativa
Pseudomonas aeruginosa - 16 2 Positiva
Pseudomonas aeruginosa - 16 2 Positiva

Prueba de elucién de discos
Resultado de sinergia

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Positiva

Positiva

Concordancia

Discordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Concordante

Discordante

Concordante

Concordante

Discordante

Concordante

Concordante

Concordante

Puntos de cortes CLSI para P aeruginosa: Susceptible = 8 ug/mL; Intermedio 16 ug/mL; Resistente =32ug/mL.
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Tabla 3. Stenotrophomonas maltophilia y resultado de prueba de sinergia
Especie Carbapenemasa Prueba de tiras superpuestas Prueba de eluciéon de Concordancia
discos

CIM ATM CIM ATM + CZA Resultado de Resultado de sinergia

(ug/mL) (ug/mL) sinergia*
S. maltophilia L1 =256 4 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 =256 2 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 =256 2 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 =256 2 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 =256 1 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 =256 1 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 =256 0,5 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 32 1 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 16 1 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 16 0,5 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 16 0,5 Positiva Positiva Concordante
S. maltophilia L1 8 0,5 Positiva Positiva Concordante
*Dado que no hay puntos de corte de aztreonam para S. maltophilia, se usaron los puntos de corte de P aeruginosa para interpretar los resultados de la CIM por tiras
superpuestas. Puntos de cortes CLSI para P aeruginosa: Susceptible = 8 ug/mL; Intermedio 16 ug/mL; Resistente =32 ug/mL.

Prueba de elucion de discos

Se objetivo sinergia en 71,0% de las cepas probadas.
En Enterobacterales se observd que 12 de las 13 cepas
tuvieron sinergia positiva (92,3%) (Tabla 1). La cepa que
fue negativa correspondi6 al mismo E. cloacae NDM
que no logréo una CIM susceptible con la prueba de
superposicion de tiras. En P. aeruginosa solo tres de las
13 cepas tuvieron sinergia positiva (23,0%) (Tabla 2). En
S. maltophilia todas las cepas tuvieron sinergia positiva
(100%) (Tabla 3).

Concordancia

Laconcordancia global fue de 92,1%. En Enterobacterales
y S. maltophilia la concordancia fue de 100% (Tabla 1
y 3). En P. aeruginosa la concordancia fue de 76,9%
(10/13 cepas), explicada por dos cepas en que la prueba
de elucion fue negativa mientras que la prueba de tiras
superpuestas fue positiva, y una cepa con elucion positiva
y tiras superpuestas negativas (Tabla 2).

Discusion
La prueba de elucion de discos es la técnica actual-

mente recomendada por el CLSI para la evaluacion de
sinergia entre ATM y CZA, dado que es reproducible,

Rev Chilena Infectol 2025; 42 (5): 463-469

facil de realizar, leer e interpretar*’. Este estudio confirma
un alto porcentaje de actividad contra bacilos gramnega-
tivos resistente a carbapenémicos, incluyendo aquellos
productores de MBL. Ademas, la prueba tiene una
excelente concordancia categoérica en Enterobacterales y
S. maltophilia respecto la prueba de tiras superpuestas.
Al igual que lo descrito en estudios internacionales, el
rendimiento in vitro de la sinergia es mucho menor en
P. aeruginosa, lo que es mas evidente en la prueba de
elucion en discos que en la prueba de tiras superpuestas.

Las cepas seleccionadas fueron variadas y representa-
tivas de la realidad institucional, tanto en tipo bacteriano
(Enterobacterales, P. aeruginosa 'y S. maltophilia) como
en mecanismo de resistencia (NDM, VIM y L1, respec-
tivamente)'®. Dentro de P. aeruginosa se decidio incluir
aislados no productores de MBL para poder comparar el
efecto de la adicion de avibactam a ATM entre ambas
cepas, ya que series internacionales han demostrado
escasa actividad in vitro, probablemente por mecanismos
de resistencia distintos a Enterobacterales, como bombas
de expulsion MexAB-OprM o mutacion de la PBP3'12,

Dentro de las distintas pruebas para evaluacion de
sinergia entre ATM y CZA, la prueba de tiras de difusion
se ha descrito como una alternativa de facil implemen-
tacion en el laboratorio clinico'*!*. Sin embargo, no
estd estandarizado como realizarla ni como reportar
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su resultado. Puede realizarse con tiras cruzadas, tiras
superpuestas (epsilometria) o tiras de ATM sobre agar
con avibactam's. Historicamente, para evaluar sinergia
entre dos antimicrobianos distintos se ha utilizado la
concentracion inhibitoria fraccional (CIF, o FIC en
inglés), un indice complejo entre la CIM de ambos
antimicrobianos con dificil traduccion a la clinica'e.
Estudios previos han optado por reportar el resultado
de la sinergia basado en el valor de la CIM combinada
segun puntos de corte?, o bien, una disminucién de la
CIM de tres o mas diluciones®’. Dado la ausencia de
estandarizacion y posibilidad de error humano, en el
presente estudio se optd por considerar como positivo
aquellas cepas que cumplieran ambas. Adicionalmente,
se debe considerar que la categoria de susceptible es dis-
tinta para Enterobacterales y P. aeruginosa, y no existe
para S. maltophilia, lo cual dificultad su interpretacion’.

La prueba de elucion de discos es una alternativa
novedosa, facil, reproducible y estandarizada para la
medicion de sinergia de ATM con CZA, por lo cual la
actual edicion del CLSI la considera como prueba de
eleccion®. Al compararlo contra la prueba de referencia, la
microdilucion en caldo ha demostrado una concordancia
categorica de 98% y una tasa de errores mayores de 2%,
sin errores muy mayores*. Dicho estudio observo cerca
de 90% de susceptibilidad a la combinacion de ATM
con CZA en bacilos gramnegativos, a excepcion de P.
aeruginosa donde se demostrd sinergia en 50%. Las
discordancias con la prueba de tiras superpuestas pueden
deberse a multiples factores. A diferencia de la prueba de
tiras superpuestas donde se objetivan CIM de ATM de 4 y
8 ng/mL, en la prueba de elucion se alcanza una concen-
tracion de ATM en el caldo de 6 pg/mL. Esto permite usar
la misma prueba para Enterobacterales y P. aeruginosa;
sin embargo, es posible que cepas de P. aeruginosa con
CIM de ATM cercanas a 8 ug/mL, que resultarian posi-
tivas por tiras superpuestas, pudiesen no ser inhibidas en
la prueba de elucion por tener una concentracion menor,
lo que se evidenciaria en crecimiento en el tubo Dy,

por lo tanto, su interpretacion como sinergia negativa.
Adicionalmente, se debe considerar la dificultad en la
lectura de la CIM en la prueba de tiras superpuestas, lo
cual introduce error humano en su interpretacion. La eva-
luacion de sinergia entre ATM y CZA en P. aeruginosa
tiene poco rendimiento por lo que su realizacién no aporta
a tomar decisiones clinicas.

El presente estudio cuenta con fortalezas como un va-
riado repertorio de bacterias, incluyendo Enterobacterales,
P. aeruginosa y S. maltophilia, con mecanismos de re-
sistencia representativos de la realidad local. Este estudio
también presenta limitaciones. Primero, el niimero de
cepas es reducido especialmente si se desagrega por tipo;
sin embargo, el aislamiento de bacilos gramnegativos pro-
ductores de MBL es relativamente infrecuente en nuestro
centro. En segundo lugar, en las cepas de P. aeruginosa
no productoras de MBL no se esperaba la presencia de
sinergia. No obstante, su inclusién permite comparar la
escasa magnitud del efecto de la sinergia independiente
de la presencia de MBL. Como tercer punto, llama la
atencion la presencia de una cepa de E. clocacae NDM con
sinergia negativa. Esto puede deberse a alguna variante
de NDM u otro mecanismo; sin embargo, la tipificacion
molecular del mecanismo de resistencia especifico escapa
de los objetivos del presente trabajo.

Conclusion

La concordancia entre la prueba de tiras superpuestas
y la prueba de elucién de discos para evaluacion de
sinergia entre ATM y CZA es excelente. Esta ultima
es reproducible, facil de realizar, leer e interpretar. Su
implementacion en la practica habitual de un laboratorio
clinico es factible y aconsejable en centros que manejan
infecciones por bacilos gramnegativos-productores de
MBL. Su rendimiento es 6ptimo en Enterobacterales y S.
maltophilia, mientras que se desaconseja su realizacion
en P. aeruginosa dado su bajo rendimiento.
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