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CAPITULO |

RESUMEN

Ceftobiprol es una cefalosporina con actividad contra bacterias Gram
positivas incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina empleada

para el tratamiento de infecciones causadas por estos microorganismos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad in vitro del ceftobiprol
contra cepas de Staphylococcus aureus aisladas de muestras de pacientes de

dos hospitales de tercer nivel.

Se encontro que el 91.8% de las cepas de S. aureus fueron susceptibles
a ceftobiprol de un total de 219. De los SASM se detecté que el 99.1% eras
susceptibles, solo una cepa se entré como resistente. En cuanto a los SARM el
83.8% fue susceptible a ceftobiprol. No hubo diferencias importantes entre los
dos centros, sin embargo, se encontraron una mayor cantidad de cepas

resistentes tanto SARM como SASM en el Hospital Universitario.

A pesar de que las proporciones no son similares a las reportadas en otros
estudios, la actividad de ceftobiprol contra diferentes S. aureus estudiados sigue
demostrando una actividad alta. Estas diferencias se pudieran corregir si se

aumenta el nimero de muestra estudiadas.



CAPITULO Il

INTRODUCCION

Ceftobiprol es una cefalosporina de quinta generacion que tiene actividad
de espectro extendido. Fue el primer antibidtico betalactamico en demostrar
actividad in vitro contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y
S. aureus resistente a vancomicina.! Debido a las limitaciones de solubilidad del
ceftobiprol, se desarroll6 una prodroga, medocaril ceftobiprol, que es convertido
rapidamente a ceftobiprol al ser administrado por via intravenosa.?

Actualmente este antimicrobiano esta aprobado para el tratamiento de
neumonias adquiridas en la comunidad (NAC), neumonias intrahospitalarias no
asociadas a ventilacibn mecanica e infecciones de piel y tejidos blandos. Su dosis
estandar es de 500 mg por via intravenosa cada ocho horas.?

La actividad antibacteriana del ceftobiprol se debe a la inhibicion de la
fraccion de la transpeptidasa de las proteinas de union a la penicilina (PBP, por
sus siglas en inglés).? Esta cefalosporina tiene una potente actividad bactericida
contra microorganismos Gram positivos y Gram negativos.*

Por otro lado, S. aureus es una bacteria Gram positiva agente causal de
infecciones de piel, tejidos blandos y hueso, asi como también de neumonias y
bacteriemias asociadas a endocarditis. En 1960, debido al mayor uso de
penicilinas, se describieron aislamientos de S. aureus resistente a meticilina. Este
mecanismo de resistencia es debido a la expresion, principalmente, del gen
mecA que codifica una variante de PBP denominada PBP2a, que presenta una

menor afinidad por los betalactamicos.*



La mayor interaccion con la PBP2a de ceftobiprol es debido a la presencia
de una cadena hidrofobica larga en C3 que crea un cambio conformacional en
PBP2a. Debido a lo anterior, ceftobiprol tiene afinidad cruzada con otras PBPs
estafilococicas como PBP1, PBP3 y PBP4, que también estan presentes en
especies de estafilococos coagulasa negativos.?

Este antimicrobiano también cuenta con actividad de amplio espectro
contra bacterias Gram negativas por su alta afinidad a las PBPs de
Enterobacterales, sin embargo, es degradado por betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) asi como por carbapenemasas. Ceftobiprol no es activo contra
Pseudomonas aeruginosa que expresan betalactamasas de clase A,
metalobetalactamasas (IMP, VIM) y carbapenemasas clase D (OXA-10).° Es un
pobre sustrato para AmpC y ademas pobre inductor de este. Tiene actividad
contra Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y Neisseria spp.°

Por otro lado, ceftobiprol presenta actividad reducida o inexistente contra
Proteus vulgaris, Acinetobacter baumannii, Complejo Burkholderia cepacia, P.
aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia. Asi mismo, conserva actividad
contra anaerobios Gram positivos como Clostridioides difficile, Peptococcus spp.
y Fusobacterium nucleatum, pero tiene actividad limitada contra anaerobios
Gram negativos como Bacteroides fragilis y Bacteroides spp. *

Como sucede con otros betalactamicos, la eficacia de ceftobiprol depende
de los intervalos de las dosis para conseguir su actividad antimicrobiana. Este
antibiotico tiene una vida media de tres a cuatro horas y la frecuencia de las dosis
son cada 12 horas para SARM y cada 8 horas para Enterobacterales. Ceftobiprol

tiene un volumen de distribucion de 12 a 17L, union a proteinas de 38% y es
3



eliminado en un 80% por via urinaria.? La penetracién a sistema nervioso central
(SNC) ha sido estudiada en modelos animales, reportando una penetracion del
16% de los niveles séricos en meninges inflamadas.® Su eliminacién disminuye
hasta un 80% en pacientes con enfermedad renal cronica, por lo que es necesario
ajustar dosis con tasas de filtrado glomerular.®

El Comité Europeo del Antibiograma, EUCAST por sus siglas en inglés
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), se encarga de
establecer métodos y criterios de interpretacion estandarizados de pruebas de
susceptibilidad a maltiples antibioticos en diferentes microorganismos. Los dos
meétodos principales que recomienda para realizar pruebas de susceptibilidad son
microdilucién en caldo y difusion en disco. Para determinar la susceptibilidad a
ceftobiprol en S. aureus y Enterobacterales el EUCAST describe ambos
métodos?O.

Ademas, este comité cred una base de datos para conocer las
concentraciones minimas inhibitorias de cepas salvajes, llamada ECOFF
(Epidemiological cut-off values) para especies de bacterias Gram positivas y
Gram negativas, sin embargo, alin no esta disponible para todas las especies de
interés clinico. Por otro lado, el Instituto de estandares clinicos y de laboratorio,
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), no tiene establecida metodologia
de deteccion ni puntos de corte para ceftobiprol.'!

En estudios in vitro en donde se utilizaron 12,000 aislamientos de 30
centros médicos de Estados Unidos, se observo que ceftobiprol tiene actividad
contra aislamientos de S. aureus con susceptibilidad del 99.3% (43% de los

cuales fueron SARM), estafilococos coagulasa negativo (100% susceptibilidad) y
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S. pneumoniae (99.7% de susceptibilidad). En Enterobacterales se encontro
susceptibilidad en los que no expresaban un fenotipo compatible con productores
de BLEE. Entre los microorganismos analizados se encontr6 una susceptibilidad
de 99.7% para Escherichia coli y de 99.6% en Klebsiella pneumoniae para este
antimicrobiano.?

Por otro lado, para demostrar susceptibilidad en Gram positivos a
ceftobiprol se realizé un estudio en 33 centros europeos en un periodo de cinco
afnos. En los aislamientos de S. aureus, solo 1.7% de los SARM se identificaron
como resistentes a ceftobiprol. En los aislamientos de S. pneumoniae solo 0.15%
fueron resistentes.!3

Los resultados obtenidos en estudios multicéntricos representan la
actividad de ceftopibrol en diferentes microorganismos, sin embargo, los
aislamientos son de hospitales de Estados Unidos y Europa. En América latina,
incluido México, no hay estudios en los que se describan porcentajes de
susceptibilidad de estos microorganismos a ceftobiprol, por lo que conocerlos es

importante para el uso de este antibiético en infecciones causadas por S. aureus.



CAPITULO 1l

HIPOTESIS

Hipotesis alternativa
Mas del 95% de las cepas de S. aureus de dos hospitales de tercer nivel de

México no seran susceptibles a ceftobiprol.

Hipdtesis nula
Mas del 95% de las cepas de S. aureus de dos hospitales de tercer nivel de

México seran susceptibles a ceftobiprol.



CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la susceptibilidad a ceftobiprol en aislamientos de S. aureus

obtenidos en dos hospitales de tercer nivel de México.

Objetivos secundarios
a) Analizar el patron de susceptibilidad a ceftobiprol entre aislamientos de
S. aureus susceptibles a penicilina y meticilina, resistentes a penicilina 'y
susceptibles a meticilina, y SARM.
b) Comparar los perfiles de susceptibilidad entre las cepas de los dos
centros.
c) Obtener una gréfica de distribucion de halos de inhibicion para ceftobiprol

en S. aureus.



CAPITULO V.

MATERIAL Y METODOS

Disefio
En este estudio se emplearon muestras de una coleccion de cepas de S.
aureus, recolectadas en un periodo comprendido entre 2019 y 2021, obtenidas
en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en Monterrey, y cepas
provenientes del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”. La
identificacion de especies se confirmé por espectrometria de masas MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization- Time of Flight) y se realizaron

pruebas de susceptibilidad para ceftobiprol mediante difusién en disco.

Método de reclutamiento

Se emplearon cepas de un cepario del laboratorio de Infectologia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en Monterrey, y cepas
provenientes del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”. Estas
identificaron previamente como causantes de infecciones clinicamente

relevantes.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 empleando el programa SPSS 20.0.



Criterios de inclusion

e Cepas identificadas mediante MALDI-TOF MS como S. aureus, atribuidas

a aislamientos clinicamente significativos.

Criterios de exclusion.

e Cepas diferentes a las mencionadas en los criterios de inclusion.

Descripcion del protocolo

Las cepas que se analizaron en el estudio fueron obtenidas previamente de
muestras clinicas y se encontraban en crioconservacion almacenadas a -80°C.
La determinacion de la susceptibilidad a ceftobiprol se realiz6 mediante difusién

en disco utilizando los puntos de corte establecidos por el EUCAST 2022.1°

Las cepas en crioconservacion fueron reactivadas metabdlicamente,
previamente a realizar las pruebas de susceptibilidad, mediante dos resiembras

seguidas en agar sangre e incubacién a 37°C por 24 horas.

En todos los aislamientos se determind la susceptibilidad a ceftobiprol
mediante difusion en disco. Ademas, se determino la susceptibilidad a penicilina
y cefoxitina, asi como la produccion de betalactamasas de acuerdo a los
establecido por el CLSI y EUCAST. Las cepas de control de calidad que se
utilizaron para estos ensayos fueron S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC

25922, 11.14



Para llevar a cabo las pruebas de difusion en disco a partir de agar sangre
se preparo un inéculo bacteriano mediante suspension directa de las colonias en
solucion salina hasta obtener una densidad de 0.5 en la escala de McFarland que
corresponde a un estandar de turbidez. Esta suspension se us6 dentro de los

primeros 15 minutos después de preparada.

Respecto a inoculacion de las placas de agar, se utilizaron placas de agar
Miller-Hinton (MH) previamente atemperadas. Con un hisopo estéril se tomé
muestra de la suspension y se inoculd en el agar para cubrir la superficie entera
sin dejar espacios. Posteriormente se coloc6 un disco de ceftobiprol dentro de los
primeros 15 minutos de haber inoculado el agar. La placa se incub6 a 37°C de
16 a 20 horas para luego ser examinada de manera visual empleando una regla
milimétrica para medir la zona de inhibicion y los diametros se interpretaron de
acuerdo con los puntos de corte establecidos por el EUCAST del 2022.*4 El
punto de corte de susceptibilidad para la penicilina >26mm, para cefoxitina
>22mm y >17mm para ceftobiprol.

La cefoxitina se utiliz6 como surrogado para definir si la cepa es susceptible

o resistente a meticilina de acuerdo con lo establecido en el CLSI.11
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Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se utiliz6 el paquete SPSS 20.0. El analisis
descriptivo consisti6 en medianas con rangos y las medias con desviacion
estandar. Para las variables cuantitativas, se efectu6 la comparacion entre

grupos por medio de la t de Student o U de Mann-Whitney.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Pruebas de susceptibilidad para S. aureus.

En este estudio se analizaron un total de 219 cepas identificadas como S.
aureus, las cuales fueron obtenidas de dos Hospitales Universitarios, uno
localizado en Monterrey, Nuevo Le6n y otro en Guadalajara, Jalisco. Estas cepas
se recolectaron en un periodo entre 2019 a 2021. A todas se les realizaron
pruebas de susceptibilidad para ceftobiprol, penicilina y cefoxitina mediante
difusion en disco. El 61.1% (n=134/219) de las cepas fueron procedentes del
Hospital Universitario de Monterrey y el 38.8% (n=85/219) del Hospital Civil de

Guadalajara (Tabla 1).

El 83.6% de las cepas (n=183/219) fueron resistentes a penicilina. En el
Hospital Universitario se encontr6 que 81.3% (n=109/134) de las cepas de S.
aureus fueron resistentes a penicilina, mientras que en el Hospital Civil el 87.1%

(n=74/85) fueron resistentes a este antibidtico.

Ademas, se observdé que el 47.9% (n=105/219) de las cepas fueron
resistentes a cefoxitina, con un porcentaje de resistencia para el Hospital
Universitario y Hospital Civil de 50.7% (n=68/134) y 43.5% (n=37/85),

respectivamente.
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En lo referente al ceftobiprol se encontré que el 91.9% (n=201/219), de las

cepas fueron susceptibles y el 8.2% (n=18/219) se categorizaron como

resistentes. Al observar las pruebas de susceptibilidad entre los dos centros, en

el Hospital Universitario se determind que el 91.0% (n=122/134) fueron

susceptibles en comparaciéon con el Hospital civil en donde fue de 92.9%

(n=79/85).

Tabla 1. Susceptibilidad de S. aureus a penicilina, cefoxitina y ceftobiprol.

Hospital Universitario Hospital civil Total
Monterrey % (n) Guadalajara % (n) % (n)
Antibidtico S R S R S R
Penicilina | 18.7 (25) | 81.3(109) | 12.9(11) | 87.1(74) | 16.4(36) | 83.6(183)
Cefoxitina | 49.3(66) | 50.7 (68) | 56.5(48) | 43.5(37) | 52.1(114) | 47.9 (105)
. 91.0
Ceftobiprol (122) 9.0 (12) 92.9 (79) 7.1(6) 91.9(201) | 8.2(18)

%: porcentaje; n: total de cepas; S: susceptibles; R: resistentes.

En la figura 1 se describe la gréfica de distribucién de halos de inhibicién para

ceftobiptol en S. aureus obtenido del total de cepas analizadas. La mayoria de

las cepas se encuentran en un rango de 17 a 26mm de diametro (78.8%; n=173),

por encima del punto de corte para definir susceptibilidad. Por otro lado, las cepas

resistentes tuvieron un rango de 6 a 16mm de diametro (8.2%; n=18), teniendo

la mayoria de estos 16 mm de diametro (n=13), lo cual es mas cercano al punto

de corte de susceptibilidad.
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Porcentaje (%) de cepas

Figura 1. Distribucion de los halos de inhibicion de S. aureus para ceftobiprol.

I Susceptibles a Ceftobiprol

B Resistentes a Ceftobiprol

6 10 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 233 24 35 40
Diametro (mm)

R — Punto de corte para S/R
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Actividad de ceftobiprol comparado con la susceptibilidad a peniciliay
cefoxitina.

Posteriormente se analiz6 la actividad de ceftobiprol en funciéon de la
susceptibilidad a penicilina y cefoxitina. El 97.2% de las cepas susceptibles a
penicilina también lo fueron a ceftobiprol, sin embargo, se observé que una de
las cepas susceptibles a penicilina fue resistente a ceftobiprol (Tabla 2). (Tabla

2).

Respecto a la cefoxitina, de las cepas 105 resistentes a este antibidtico el
83.8% (n=88/105) fue susceptible a ceftobiprol. Mientras que, de las susceptibles
a cefoxitina el 99.1% (113/114) lo fue a ceftobiprol, de la misma manera

obteniendo una cepa resistente a ceftobiprol en este grupo (Tabla 2).

Tabla 2. Susceptibilidad a penicilina y cefoxitina comparado con actividad
de ceftobiprol.

Penicilina % (n) Cefoxitina % (n)
S R S R
BPR S 97.2(35) | 90.7 (166) | 99.1 (113) | 83.8(88)
R 2.8 (1) 9.3 (17) 0.9 (2) 16.2 (17)

%: porcentaje; n: total de cepas; S: susceptibles; R: resistentes.

Posteriormente se analizo la distribucidn de los halos de inhibicidén entre las cepas
de Staphylococcus aureus susceptible a meticilina (SASM) y SARM. En cuanto a

la actividad de ceftobiprol contra SASM se pudo observar que la mayoria de las

15



cepas fueron susceptibles a este antibiético. En la figura 2, de color azul, se
evidencia que estas cepas se distribuyen en su mayoria por encima del punto de

corte establecido por el EUCAST como susceptible.
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Porcentaje (%) de cepas

Figura 2. Distribucion de los halos de inhibicion de las cepas susceptibles y

resistentes a meticilina.
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CAPITULO VII

DISCUSION

En este estudio se analizaron 219 cepas de S. aureus obtenidas en dos
diferentes hospitales de México se realizaron pruebas de susceptibilidad para

penicilina, cefoxitina y ceftobiprol.

En la muestra analizada, el 91.9% de las cepas fueron susceptibles a
ceftobiprol, este porcentaje es menor en comparacion con otro estudio realizado
en Europa, Turquia e Israel por Farrell y colaboradores 2 en donde se detectd
una susceptibilidad del 99.5%. La diferencia de proporcién de susceptibilidad,
podria deberse a la cantidad de cepas analizadas, ademas de que el periodo de
estudio en el reporte previo fue del 2005 al 2010.

Sin embargo, en un estudio mas reciente llevado a cabo por Pfaller y
colaboradores, donde colectaron 2,930 aislamientos de S. aureus del 2006 al
2016 en Estados Unidos y detect6 99.7% de susceptibilidad al ceftobiprol®, dato
muy similar al reporte de Farrell.

A pesar de que el porcentaje de resistencia en las cepas de los dos
hospitales analizados en este estudio es mayor que el de reportes previos, este
valor no es mayor al 10% y pudiera considerarse como un porcentaje de

resistencia bajo, ademas, conocer estos datos nos da un panorama sobre el

18



comportamiento de las cepas de S. aureus circulantes en hospitales de México

ante el ceftobiprol.

En el analisis observé que hay un porcentaje mayor de cepas resistentes
a ceftobiprol en el Hospital Universitario que el Hospital Civil, sin embargo, esto
también puede deberse a que la mayor cantidad de muestras analizadas fueron
de este centro. A pesar de esto el porcentaje de cepas resistentes en ambos

centros fue menor al 10%.

Al analizar la distribucion de los halos de inhibicion para ceftobiprol en S.
aureus la mayoria de las cepas se encontraron por arriba del punto de corte
actual establecido por el EUCAST para definir susceptibilidad a ceftobiprol.
Ademas, se observd que la mayoria de las cepas resistentes a ceftobiprol
presentaron un halo de inhibicibn de 16 mm de diametro lo que las coloca mas

cerca al punto de corte de susceptibilidad.

Las cepas de SASM analizadas en este estudio fueron susceptibles a
ceftobiprol en el 99.1% de los casos, contrario a lo encontrado en estudio de
Farrell,  en donde fue del 100%. Esto puede deberse a que en nuestro estudio
tuvimos una cepa resistente a ceftobiprol dentro del grupo de SASM la cual tuvo
un diametro de 6mm, esta cepa fue de un aislamiento del Hospital Universitario.
Independientemente de este aislamiento la actividad de ceftobiprol, al menos in
vitro, continda siendo muy alta lo que también nos puede ayudar a su uso en

situaciones clinicas donde lo amerite.
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En cuanto a las cepas SARM el 83.8% fueron susceptibles a ceftobiprol,
significativamente mas bajo en comparacion con el estudio previo en donde se
observo susceptibilidad del 98.3%.16

A pesar de las diferencias que existen con los demas estudios respecto al
porcentaje de cepas susceptibles, el ceftobiprol pudiera considerarse como una
potencial opcion terapéutica en pacientes mexicanos, que se tienen una infeccion
con cepas SARM. En el caso de estos pacientes en donde el tratamiento que se
usa generalmente es vancomicina, que presenta efectos adversos sobre la
funcién renal y existe la necesidad de medir niveles séricos de este farmaco, lo
gue puede limitar su uso en ciertos escenarios, es aqui en donde el ceftobiprol

pudiera considerarse como tratamiento empirico para este tipo de infecciones.’

Este es el primer estudio en Latino América en donde se analizé la
susceptibilidad de S. aureus a ceftobiprol y se obtuvo la distribucion de halos de
inhibicion para este antibiotico, esta informacion puede servir como referencia al
considerar ceftobiprol como tratamiento en pacientes con infecciones por
Staphylococcus aureus, en especial de manera empirica, ya que estos datos nos
demuestran que la mayoria de las cepas de S. aureus se veran afectados por

este antibiotico particularmente las cepas susceptibles a penicilina.

El estudio tiene ciertas limitaciones. La muestra no fue lo suficientemente
grande comparado con otros estudios, sin embargo, nos da una idea de los

patrones de susceptibilidad encontrados en hospitales de México. Esta
20



deficiencia se puede superar al aumentar el nimero de aislamientos y asi darle
un mayor poder al estudio. Otra importante limitacion es que no se analizaron los
mecanismos de resistencia presentes en los aislamientos con un fenotipo
resistente a ceftobiprol, resultaria relevante analizar si estas cepas presentan
mutaciones en el gen mecA y por ende una expresion de PBP2a mutada, lo que
previamente se ha reportado en cepas resistencia a este farmaco!®. Ademas,
esta informacion junto con un mayor niamero de aislamientos incluidos en el
estudio permitiria obtener el ECOFF de las cepas y compararlo con el punto de

corte establecido por el EUCAST.

Finalmente, este estudio nos ofrece informacién que podria contribuir a
justificar el uso de ceftobiprol, sobre todo en pacientes infectados por cepas
SARM en los que las opciones terapéuticas son limitadas. Ademas, es un
motivador para realizar mas estudios en relacion a la actividad del ceftobiprol no
solo contra S. aureus, sino también hacia otros microorganismos potencialmente

dificiles de tratar, debido al aumento de resistencia bacteriana.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

La actividad del ceftobiprol en las cepas del Hospital Universitario y
Hospital Civil, fueron en su mayoria susceptibles a este antibiético, por lo que

abre un panorama para incentivar su uso en ciertas situaciones clinicas.

Las cepas de SARM fueron susceptibles a ceftobiprol en un 83.8% de los
casos, una proporcién baja en comparacion a lo reportado en estudios europeos

de cepas europeas e israelies.

Si bien este es un estudio in vitro, es el primer estudio en Latinoamérica que
describe la proporcién de susceptibilidad de S. aureus a ceftobiprol y la
distribucion de halos de inhibicibn para este antibiético contra S. aureus

resistente y susceptible a meticilina.
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