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Evaluation of susceptibility of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa strains 
against ceftolozane/tazobactam

Background: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen associated with high morbidity and mor-
tality. For multidrug-resistant strains (MDR), ceftolozane/tazobactam (CTZ) has been authorized by the European 
Medicines Agency (EMA) for complicated urinary tract infections, acute pyelonephritis, and complicated intra-
abdominal infections. Aim: To determine the susceptibility to CTZ of P. aeruginosa MDR in isolated clinical 
samples at the University Hospital Puerto Real. Methods: The susceptibility according to the EUCAST to CTZ 
criteria of strains of P. aeruginosa MDR, between January 2015 and August 2017 has been studied. The multire-
sistance criteria were those defined by the Centers for Disease Control and Prevention. The antibiotic susceptibility 
was obtained by automated MicroScan® system (Beckman Coulter). Susceptibility to CTZ was determined using 
gradient strips (Liofilchem®, Werfen). Results: Of 1253 strains isolated, 7% presented MDR. We studied the 
susceptibility of a total of 78 strains of MDR P. aeruginosa, of which 5 (6.4%) were resistant to CTZ according 
to the EUCAST criteria. Conclusions: In our environment, the in vitro resistance to CTZ in MDR P. aeruginosa 
strains is approximately 6%. CTZ is an option for the treatment of infections by MDR P. aeruginosa when there 
is no other alternative and its in-vitro susceptibility has been proven.
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Introducción

P seudomonas aeruginosa es un microorganismo 
que puede causar una gran variedad de infecciones, 
tanto de ámbito comunitario como hospitalario1. 

Frecuentemente, estas infecciones cursan en pacientes 
que están en contacto con la asistencia sanitaria, ya sea 
hospitalaria o ambulatoria, durante largos períodos de 
tiempo, siendo muy frecuentes en pacientes inmuno-
comprometidos, la mayoría de ellos con antecedentes de 
antibioterapia previa de amplio espectro2,3. 

Estas infecciones constituyen un problema importante 
debido a la falta de alternativas terapéuticas antimicrobia-
nas válidas, lo que incrementa tanto la morbi-mortalidad, 
como el consumo de recursos por un aumento del 
período de ingreso hospitalario y de curación clínica de 
la infección.

Pseudomonas aeruginosa es la causante de 10 al 20% 
de bacteriemias por bacilos gramnegativos. En pacientes 
con tratamiento antimicrobiano inadecuado, o bien, con 
infecciones de origen respiratorio, produce una mortalidad 

de 30 a 40%, sobre todo, en las primeras 24-48 horas de 
iniciarse los síntomas3.

Las cepas de P. aeruginosa presentan resistencia 
natural a diversos grupos de antimicrobianos de uso en la 
clínica diaria como penicilinas, cefalosporinas de primera 
y segunda generación, cloranfenicol, cotrimoxazol y ri-
fampicina, entre otros4-6. También son capaces de adquirir 
material genético exógeno y de desarrollar mutaciones 
cromosómicas. Presenta diferentes mecanismos de resis-
tencia según el tipo de antimicrobiano7. Por ello, plantea 
serias dificultades terapéuticas, debido a la aparición de 
cepas resistentes a los distintos grupos de antimicrobia-
nos8,9. Asimismo, estudios demuestran que la emergencia 
de resistencias en P. aeruginosa debe considerarse como 
un problema de salud pública1. Actualmente, uno de 
los tratamientos más usados en la práctica clínica, es la 
asociación de piperacilina (ureido penicilina con actividad 
antipseudomónica) y un inhibidor de b-lactamasas como 
tazobactam, el que, es muy activo frente a P. aeruginosa 
incluyendo cepas resistentes a carbapenémicos que no 
posean carbapenemasas.
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En el área sanitaria perteneciente al Hospital Univer-
sitario de Puerto Real, objeto de nuestro estudio, hemos 
observado un aumento de infecciones producidas por este 
microorganismo, así como del porcentaje de cepas que 
presentan resistencia a varios grupos de antimicrobianos 
empleados en la práctica clínica. Actualmente, casi 
10% de las cepas aisladas de P. aeruginosa en muestras 
clínicas de nuestra área sanitaria se clasifican como multi-
resistentes, lo que representa una dificultad añadida a la 
hora de establecer un tratamiento eficaz.

En los últimos años, se están desarrollando nuevas 
estrategias terapéuticas para abordar las infecciones por 
P. aeruginosa multi-resistente (MDR). Una de estas 
nuevas estrategias lo constituye ceftolozano/tazobactam 
(CTZ), asociación de antimicrobianos autorizada por la 
Agencia Europea del Medicamento (EMA) en el año 
2015. Se trata de una cefalosporina de quinta generación 
(ceftolozano), unida a un inhibidor de b-lactamasas 
(tazobactam) que actúa ante b-lactamasas de clase A. 
Tazobactam no es activo frente a carbapenemasas de 
tipo KPC, metalo-b-lactamasas ni de tipo OXA, lo que 
justifica que la producción de estas b-lactamasas sea el 
principal mecanismo de resistencia del microorganismo 
frente a CTZ. 

Las indicaciones de CTZ aprobadas por la EMA son 
infecciones intra-abdominales complicadas (asociado a 
metronidazol) e infecciones urinarias graves incluyendo 
la pielonefritis aguda2,10,11. Ceftolozano es activo frente a 
P. aeruginosa, siendo en la actualidad la cefalosporina con 
mayor actividad frente a este patógeno, ya que es estable 
en presencia de b-lactamasas AmpC y no se ve afectado 
por la pérdida de porinas de membrana externa (OprD) o 
por la presencia de bombas de expulsión activa12.

Ceftolozano/tazobactam constituye una alternativa 
para infecciones por cepas MDR, incluyendo P. aerugi-
nosa. La elección del tratamiento en estas situaciones será 
individualizada según el antibiograma, datos de eficacia y 
riesgo de toxicidad en un paciente determinado13.

El objetivo de nuestro estudio ha sido evaluar la 
sensibilidad in vitro de cepas de P. aeruginosa MDR pro-
cedentes de muestras clínicas del Hospital Universitario 
de Puerto Real (Cádiz) frente a CTZ.

Material y Métodos

Durante el período comprendido entre enero de 2015 
y agosto de 2017 se estudió la susceptibilidad in vitro 
de cepas MDR de P. aeruginosa, que se obtuvieron de 
muestras clínicas procedentes de aislados del Hospital 
Universitario de Puerto Real (Cádiz).

Las muestras inicialmente eran inoculadas en los 
medios de cultivos convencionales y posteriormente las 
cepas se identificaban mediante métodos basados en la 

espectrometría de masas MALDI-TOF® (Bruker). La 
sensibilidad de las cepas se determinó por el método de 
microdilución mediante el sistema automatizado Mi-
croScan® (Beckman Coulter), aplicando puntos de corte 
del European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST) que son coincidentes para los dados 
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
(S ≤ 4)14,15. 

Los criterios de multi-resistencia se establecieron 
acorde a los definidos por el Centers for Disease Control 
and Prevention americano y europeo (CDC y ECDC) 
en los últimos años16, considerando una cepa MDR 
aquella que presenta ausencia de sensibilidad al menos 
a un antimicrobiano de tres o más familias de éstos; 
cepa extremadamente resistente (XDR) la que presenta 
ausencia de sensibilidad a al menos un antimicrobiano 
de todas las familias, excepto dos, como máximo; y cepa 
pan-resistente (PDR) la que tiene ausencia de sensibi-
lidad a todos los antimicrobianos de todas las familias 
habitualmente utilizadas en el tratamiento de la bacteria 
considerada.

Para determinar la multi-resistencia se tuvieron 
en cuenta los siguientes grupos de antimicrobianos 
empleados en la práctica clínica: aminoglucósidos 
(amikacina, gentamicina y tobramicina), carbapenémicos 
(imipenem, meropenem y doripenem), cefalosporinas 
anti-pseudomónicas (ceftazidima y cefepima), fluorqui-
nolonas (ciprofloxacina y levofloxacina), penicilinas con 
inhibidores de b-lactamasas (piperacilina/tazobactam) y 
polimixinas (colistina). 

Las cepas que se consideraron como MDR fueron 
conservadas en cepario a -20ºC y posteriormente, previa 
descongelación, se testaron frente a CTZ mediante tiras 
de gradiente (Liofilchem®, Werfen), considerando el punto 
de corte establecido por EUCAST (S ≤ 4 µg/mL). 

Para descartar presencia de carbapenemasas (OXA48, 
KPC, NDM, VIM, IMP1), en las cepas que mostraron 
resistencia a CTZ se realizó la determinación mediante 
reacción de polimerasa encadena (RPC) a tiempo real 
Xpert Carba-R® (Cepheid, Werfen).

Resultados

En el período de estudio se obtuvo un total de 1.253 
aislados de P. aeruginosa. De ellos, 517 (41%) aislados 
procedían de pacientes internados y 736 (59%) de pa-
cientes ambulatorios. El número total de estos aislados 
de P. aeruginosa que se incluyó a lo largo del período de 
estudio se refleja en la Tabla 1.

Del total de 1.253 cepas de P. aeruginosa aisladas, 
presentaron multi-resistencia (MDR o XDR) un total de 87 
(7%) aislados. No se encontró cepa pan-resistente alguna. 
En la Tabla 2 se muestra la distribución de las cepas de 
P. aeruginosa MDR incluidas en el estudio.
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A partir de estos datos preliminares de 87 cepas 
MDR, para evaluar la sensibilidad a CTZ, se utilizaron 
78 (89%) aislados previa descongelación de los mis-
mos. Un total de nueve (10%) cepas no se pudieron 
evaluar, bien porque eran cepas que procedían del 
mismo paciente (n: 3), o bien porque al descongelar 
no permanecieron viables (n: 4) o se habían contami-
nado (n: 2). Por tipo de muestras, la mayoría de los 78 
aislados procedía de muestras de exudados de herida 
o úlcera (36%), respiratorias (22%) u orina (20%). El 
resto de muestras provenía de exudados óticos (6%), 
bilis (4%), fragmento óseo (4%), cultivos de vigilancia 
(4%), catéter (1%) y hemocultivo (2%). Los resultados 
de sensibilidad de las 78 cepas frente al CTZ se pre-
sentan en la Tabla 3. 

Un total de 73 (94%) de las cepas ensayadas fueron 
sensibles a CTZ según criterios EUCAST (S ≤ 4 µg/
mL). A las cinco (6%) cepas que presentaron resistencia 
a CTZ, se les realizó la determinación de carbapenemasas 
de tipo VIM, KPC, OXA48, NMD e IMP1, que resultó 
ser negativa para 100% de éstas.

De las 78 cepas ensayadas a CTZ, un total de 45 
(58%) cepas se clasificaron como MDR y 33 (42%) como 
XDR. Entre las MDR, el mayor porcentaje de resistencia 
se presentó a piperacilina/tazobactam (84%), seguido de 
ciprofloxacina y ceftazidima (64%). Por el contrario, el 
mayor porcentaje de sensibilidad lo presentaron colistina 
(100%) y tobramicina (75%). En cuanto a las cepas 
XDR, el antimicrobiano evaluado que presentó mayor 
porcentaje de resistencia fue ciprofloxacina (94%), 
seguido de piperacilina/tazobactam (91%), ceftazidima 
(88%) y tobramicina (81%). En estas cepas, el mayor 
porcentaje de sensibilidad se obtuvo con colistina 
(100%) y meropenem (21%). La CIM de CTZ que 
inhibió el crecimiento de 50% de las cepas evaluadas 
(CIM50) y 90% de las cepas evaluadas (CIM90) fue 1 
μg/mL y 3 μg/mL, respectivamente. Los resultados de 
sensibilidad se representan en la Tabla 4.

Las cinco cepas resistentes a CTZ se clasificaron como 
MDR y todas fueron sensibles a colistina y tobramicina. 
De estas cinco cepas, sólo una fue sensible a ceftazidima 

Tabla 1. Número total de aislamientos de P. aeruginosa 
en el período de estudio

Año AE AP Total

2015 187 271    458

2016 212 296 			508

2017	(agosto) 118 169 			287

Total 517 736 1.253

AE:	Atención	especializada;	AP:	Atención	Primaria.

Tabla 2. Distribución de las cepas de P. aeruginosa MDR (número de cepas totales) 
incluidas en el estudio

Año MDR AE MDR AP XDR AE XDR AP Total

2015 11   5 		7   6 29

	2016   9   6 10 		7 32

2017	(agosto) 14   6   5   1 26

Total 34 17 22 14 87

MDR AE: P. aeruginosa multi-resistente	Atención	Especializada;	MDR	AP:	P. aeruginosa multi-
resistente	Atención	Primaria;	XDR	AE:	P. aeruginosa extremadamente resistente Atención Espe-
cializada;	XDR	AP:	P. aeruginosa extremadamente resistente Atención Primaria.

Tabla 3. Resultados de sensibilidad de las 78 cepas frente a ceftalozano/tazobactam 
expresados en número total de cepas

Año CIM>4 µg/
ml

CIM=4 µg/
ml

CIM=3 µg/
ml

CIM<3 µg/
ml

Total

2015 2 2 5 18 27

2016 1 1 4 23 29

2017(agosto) 2 0 3 17 22

Total 5 3 12 58 78

CIM: Concentración inhibitoria mínima. 

Tabla 4. Resultados de sensibilidad a diversos antimicrobianos de las cepas de  
P. aeruginosa expresados en número total de cepas (%) diferenciando entre  
MDR y XDR

Antimicrobiano/
cepas

MDR XDR
S I R S I R

Ceftazidima 14 (31%) 2 (4%) 29 (64%) 4 (12%) 0	(0%) 29 (88%)

Meropenem 15 (33%) 11 (24%) 19 (42%) 7	(21%) 11 (33%) 15 (45%)

Imipenem 13 (29%) 12	(27%) 20	(44%) 6 (18%) 10	(30%) 17	(52%)

Doripenem 15 (33%) 12	(27%) 18	(40%) 8 (24%) 11 (33%) 14 (43%)

Ciprofloxacina 10	(22%) 6 (13%) 29 (64%) 2 (6%) 0	(0%) 31 (94%)

Piperacilina/tazobactam 14 (31%) 2 (4%) 29 (64%) 3 (9%) 0	(0%) 30	(91%)

Tobramicina 34	(75%) 1 (2%) 10	(22%) 6 (18%) 2 (6%) 25 (81%)

Colistina* 28	(100%) 0	(0%) 0	(0%) 18	(100%) 0	(0%) 0	(0%)

Total 45 33

*No	se	testaron	todas	las	cepas	a	colistina.	MDR:	multi-resistente;	XDR:	extremadamente	resis-
tente;	S:	sensible;	I:	intermedio;	R:	resistente.

y otra a piperacilina/tazobactam, dos fueron sensibles a 
meropenem y otras dos a ciprofloxacina. La sensibilidad 
de estas cepas a algunos de los antimicrobianos testados 
se muestra en la Tabla 5.
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Discusión

Según los datos del estudio realizado, observamos 
un aumento de la incidencia de infecciones por cepas de 
P. aeruginosa MDR en nuestro medio, a partir del año 
2017 en adelante, tanto en el ámbito ambulatorio como 
hospitalario. Esto hace que sea necesario disponer de 
nuevas opciones de tratamiento para tratar este tipo de 
infecciones.

Una de estas nuevas opciones de tratamiento es CTZ, 
que por su actividad intrínseca ante cepas de P. aerugino-
sa, su estabilidad ante b-lactamasas del tipo AmpC y su no 
afectación ante la pérdida de porinas de membrana externa 
(OprD) o por la presencia de bombas de expulsión activa 
[10], se presenta, hoy en día, como una de las mejores 
opciones de tratamiento ante infecciones producidas por 
cepas de P. aeruginosa MDR17.

El principal mecanismo de resistencia que P. aeru-
ginosa desarrolla frente a CTZ es la producción de 
b-lactamasas capaces de hidrolizar el ceftolozano y que 
no son inhibidas por tazobactam. Entre ellas se encuentran 
algunas carbapenemasas de tipo A (KPC, GES), metalo-
b-lactamasas y carbapenemasas de tipo D (OXAs). En un 
reciente estudio, del Barrio-Tofiño y cols., demostraron 
que cepas de P. aeruginosa XDR aisladas en hospitales 
españoles, que presentaban este tipo de b-lactamasas, eran 
resistentes a CTZ20. 

Una de las limitaciones que ha podido presentar este 
estudio, es el reducido número de cepas que han sido eva-
luadas, así como no haberse descartado carbapenemasas 
tipo GES, muy frecuentes en cepas de P. aeruginosa. 
Para extrapolar nuestros resultados, se debería realizar un 
estudio en período de tiempo superior con una cantidad 
mayor de cepas. Otra limitación ha podido ser los proble-
mas metodológicos de la detección de susceptibilidad a 
CTZ cuando se utilizan tiras de gradiente (Liofilchem®, 
Werfen) debido a que, según se describe en un estudio de 
Romney M. Humphries et al., se obtienen valores de CIM 
más altos de lo normal con resultados de falsa resistencia21.

En este trabajo se presentan datos de sensibilidad de 
cepas de P. aeruginosa MDR frente a CTZ, obteniéndose 
una susceptibilidad aproximada de 95% en el total de 
las cepas testadas. En todas las cepas que resultaron 
resistentes a CTZ, se descartó la presencia de carbape-
nemasas tipo KPC, NDM, OXA48, VIM e IMP, pues en 
muchas ocasiones, CTZ es la mejor y/o única alternativa 
disponible para el tratamiento de infecciones producidas 
por cepas de P. aeruginosa MDR.

Otros trabajos realizados obtienen resultados similares 
a los observados en nuestro estudio; sin embargo, nuestros 
datos se refieren a P. aeruginosa MDR exclusivamente18. 
Otro estudio evaluó la sensibilidad en muestras proceden-
tes de infecciones respiratorias19, obteniendo resultados 
similares. Sería conveniente la realización de nuevas 
experiencias, con un número superior de muestras, que 
confirmaran los resultados obtenidos en este trabajo.

De acuerdo con los resultados alcanzados, se puede 
evidenciar que el antimicrobiano CTZ constituye una 
alternativa a tener en cuenta en el tratamiento de infec-
ciones intra-abdominales graves, así como infecciones 
urinarias graves, incluyendo pielonefritis aguda, siempre 
que no existan otras alternativas de tratamiento y se haya 
comprobado su actividad in-vitro previamente. 

Resumen

Introducción: Pseudomonas aeruginosa es un pató-
geno oportunista asociado a alta morbi-mortalidad. Para 
cepas multi-resistentes (MDR), ceftolozano/tazobactam 
(CTZ) se ha autorizado por la Agencia Europea del 
Medicamento (EMA) para infecciones del tracto urinario 
complicadas, pielonefritis aguda e infecciones intra-
abdominales complicadas. Objetivo: Determinar la sensi-
bilidad a CTZ de P. aeruginosa MDR en muestras clínicas 
aisladas en el Hospital Universitario Puerto Real. Material 
y Métodos: Se estudió la sensibilidad según criterios 
EUCAST a CTZ de cepas de P. aeruginosa MDR, entre 

Tabla 5. Resultados de sensibilidad a diversos antimicrobianos de las cepas de P. aeruginosa que presentaron resistencia a ceftolozano/tazobactam

Cepas/ATM CAZ MERO CIPRO PIPER/TAZO TOBRA COLISTINA CIM CTZ (µg/mL)

Cepa 1 R R S R S S   8

Cepa 2 R S R R S S 12

Cepa 3 R S S R S S   8

Cepa 4 S R R R S S   8

Cepa 5 R R I S S S   6

ATM:	antimicrobiano;	CAZ:	ceftazidima;	MERO:	meropenem;	CIPRO:	ciprofloxacina;	PIPER/TAZO:	piperacilina/tazobactam;	TOBRA:	tobramicina;	CIM	CTZ:	concentración	
inhibitoria	mínima	a	ceftolozano/tazobactam;	R:	resistente;	I:	intermedio;	S:	sensible.
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enero de 2015 y agosto de 2017. Los criterios de multi-
resistencia fueron definidos por el Centers for Disease 
Control and Prevention. La sensibilidad antimicrobiana se 
obtuvo mediante sistema MicroScan® (Beckman Coulter). 
La sensibilidad a CTZ se determinó mediante tiras de 
gradiente (Liofilchem®, Werfen). Resultados: De 1253 
cepas, 7% fueron MDR. Se estudió la sensibilidad de 78 

cepas de P. aeruginosa MDR, de las cuales cinco (6,4%) 
resultaron resistentes a CTZ según criterios EUCAST. 
Conclusiones: En nuestro medio la resistencia in vitro a 
CTZ en cepas de P. aeruginosa MDR es aproximadamen-
te 6%; CTZ es una opción de tratamiento de infecciones 
por cepas de P. aeruginosa MDR cuando no exista otra 
alternativa y se haya comprobado su sensibilidad in vitro.
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