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INTRODUCCION. Las infecciones por enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) son un problema emergente en la comunidad

y un alto porcentaje de estos aislamientos son causa

de infeccion no complicada del tracto urinario (ITU).

El perfil de multirresistencia que expresan estas cepas
limita las alternativas para el tratamiento oral de las ITU
comunitarias.

MATERIAL Y METODOS. Se determind la actividad de
fosfomicina (FOS) frente a 428 cepas productoras

de BLEE, 290 (68%) Escherichia coliy 138 (32%) Klebsiella
pneumoniae, comparandola con la de amoxicilina-acido
clavulanico (AMC), ciprofloxacino (CIP) y cotrimoxazol
(SxT). Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM)

de AMC, CIP, SxT y la deteccion de BLEE se determinaron
mediante técnica de microdilucion y la CIM de fosfomicina
mediante técnica de dilucion en agar. Las BLEE fueron
caracterizadas mediante isoelectroenfoque, reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion

de los genes codificantes, y la relacion genética de los
aislamientos fue determinada mediante secuencias
extragénicas palindromicas repetidas (REP)-PCR.
ResuLTADOS. Entre las 428 cepas estudiadas, 417 (97,4%)
resultaron sensibles a fosfomicina (CIM < 64 pg/ml).

La tasa de resistencia de E. coli fue del 0,3%, muy inferior
a la de AMC (11,7%); mientras que en K. pneumoniae la
tasa de resistencia a FOS fue del 7,2%, igual que a AMC.
Las tasas de resistencia a CIP y SxT fueron en ambos casos
proximas al 50%. No se encontraron diferencias en la
actividad de fosfomicina frente a cepas que expresaban
diferentes familias y tipos de BLEE.

ConcLusion. Fosfomicina mantiene su actividad frente

a cepas productoras de BLEE y no presenta resistencia
cruzada con otros grupos de antimicrobianos.
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Activity of fosfomycin against extended-spectrum
B-lactamase producing Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae

INTRODUCTION. Infection due to extended-spectrum
B-lactamase (ESBL)-producing microorganisms

is an emerging problem in the community; a high
proportion of these microorganisms have been
isolated from urine samples of women with
uncomplicated urinary tract infections (UTI).

The options for oral treatment of uncomplicated
UTI are limited because of the multiple drug
resistance typical of ESBL-producing strains.
MEeTHODS. The in vitro activity of fosfomycin (FOS)
was determined against 428 ESBL-producing
strains, including 290 (68%) E. coli and 138 (32%)
K. pneumoniae. Activity of fosfomycin was
compared with that of amoxicillin-clavulanate
(AMC), ciprofloxacin (CIP) and cotrimoxazole (SxT).
MICs of AMC, CIP, and SxT, and detection of ESBL
production were tested by the broth microdilution
method, whereas FOS MICs were determined

by the agar dilution method. ESBLs were
characterized by isoelectric focusing, polymerase
chain reaction (PCR) and direct sequencing of
encoding genes. The genetic relationship among
the isolates was determined by REP-PCR.

ResuLTs. Among the 428 ESBL-producing isolates
studied, 417 (97.4%) were susceptible to FOS

(MIC < 64 pg/mL). The resistance rate of E. coli to
FOS was 0.3%, and was lower than resistance

to AMC (11.7%), whereas the resistance rate of

K. pneumoniae was 7.2% and was equal to
resistance to AMC. SxT and CIP were the least
active antibiotic agents against ESBL-producing
isolates (sensitivity < 50%). There were no
differences in fosfomycin activity against strains
expressing different types of ESBLs.

ConcLusioN. Fosfomycin showed maintained
activity against ESBL-producing strains and did not
present co-resistance with other antimicrobial groups.

Key words: Extended spectrum beta-lactamases. Urinary
tract infection. Community acquired infection. Resistance.
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Introduccion

En los dltimos afios se ha producido un incremento de
los aislamientos de cepas de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), posiblemente en relacién con el uso ge-
neralizado de cefalosporinas de amplio espectro!-2. Ade-
mas de la presion selectiva ejercida por las cefalospori-
nas, se ha sugerido que la presién antibiética global o la
que ejercen determinados grupos de antibiéticos, por ejem-
plo, las quinolonas, podrian justificar la diseminacion de
estas cepas®. Desde su aparicién en 1983, las cepas pro-
ductoras de BLEE se han considerado fundamentalmente
como patégenos nosocomiales3?, sin embargo, actualmen-
te, las infecciones por enterobacterias productoras de
BLEE son un problema emergente en la comunidad. En
Espana, datos del estudio multicéntrico GEIH-BLEE
2000 sefialan que el 51% de las cepas de E. coli y el 7% de
K. pneumoniae productoras de BLEE, son de origen co-
munitario®. Actualmente, en nuestro hospital, el 64% de
las cepas de E. coli y el 36% de K. pneumoniae productoras
de BLEE proceden de muestras no hospitalarias y un alto
porcentaje de estas cepas se aislan a partir de muestras de
orina de mujeres con infeccién del tracto urinario (ITU)
no complicada.

Ademas de conferir resistencia a todos los betalactami-
cos, excepto cefamicinas y carbapenemas, los plasmidos
que codifican las BLEE contienen, con frecuencia, otros
genes de resistencia para distintos antimicrobianos, como
aminoglucésidos, tetraciclinas y cotrimoxazol y, especial-
mente en cepas de K. pneumoniae, es también frecuente la
resistencia a quinolonas”®. Excluyendo estos antimicro-
bianos, las alternativas terapéuticas para el adecuado tra-
tamiento de las ITU comunitarias causadas por cepas pro-
ductoras de BLEE son muy limitadas.

Entre los antimicrobianos recomendados para el trata-
miento de la ITU no complicada de la comunidad, fosfomi-
cina trometamol se considera una alternativa de primera
linea por su elevada actividad frente a los uropatégenos
m4s frecuentes®1!. Sin embargo, su actividad frente a ce-
pas productoras de BLEE no es bien conocida'2.

Este estudio compara la actividad de fosfomicina, fren-
te a cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de
BLEE, con la de los antimicrobianos més frecuentemente
utilizados en el tratamiento de las ITU no complicadas,
con el objetivo de determinar si fosfomicina puede repre-
sentar una alternativa valida en el tratamiento las ITU
comunitarias causadas por estos patégenos.

Material y métodos

Cepas bacterianas

Se han estudiado 428 cepas productoras de BLEE, 290 (68%) E. coli
y 138 (32%) K. pneumoniae. Entre las cepas estudiadas, 170 E. coli y
70 K. pneumoniae procedian del estudio multicéntrico GEIH-BLEE
2000 y las restantes, 120 E. coli y 68 K. pneumoniae, correspondian a
aislamientos realizados en el Hospital Universitario Virgen Macarena
de Sevilla (HUVM) entre los afios 1995-2001. E1 65% de las cepas de
E. coli y el 39% de las cepas de K. pneumoniae fueron aisladas a partir
de muestras de orina.

Los aislamientos procedentes del estudio multicéntrico incluian
137 cepas de E. coli (81%) y 26 de K. pneumoniae (37%) no relaciona-
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das genéticamente, mientras que los aislamientos realizados en el
HUVM incluian 84 cepas de E. coli (70%) y cinco de K. pneumoniae
(7%) no relacionadas genéticamente, con un grupo genéticamente
relacionado que comprendia méas del 80% de los aislamientos de
K. pneumoniae$'3.

En ambos estudios, se confirmg la identificacién de los aislamien-
tos con el sistema API 20E (BioMérieux) y la produccién de BLEE
mediante técnica de microdilucién siguiendo los criterios del CLSI™.
Las BLEE fueron caracterizadas mediante isoelectroenfoque (IEF),
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores especificos
para TEM, SHV y CTX-M y secuenciacién de los genes codifi-
cantes®!3. La relacién genética de los aislamientos fue determinada
mediante secuencias extragénicas palindrémicas repetidas (REP)-
PCR®13,

Estudio de sensibilidad

Se determing la actividad in vitro de amoxicilina-acido clavuldnico
(AMC) (Sigma), ciprofloxacino (CIP) (Sigma) y cotrimoxazol (SxT) (La-
boratorios Galloso, Madrid), mediante técnica de microdilucién en cal-
do Mueller-Hinton. La actividad de fosfomicina (Grupo Zambon) fren-
te a las cepas estudiadas se determiné por técnica de dilucién en agar
Mueller-Hinton suplementado con 25 mg/1 de glucosa-6-fosfato (in6cu-
lo 5 x 10* UFC/spot)'“.

La interpretacion de resultados se ha realizado siguiendo los crite-
rios del Clinical and Laboratory Standards Institutte (CLSI). Al no
existir puntos de corte establecidos para determinar la actividad de
fosfomicina frente a cepas de K. pneumoniae, para la interpretacién
de estos resultados, se han seguido los criterios establecidos para
E. coli*t.

Las tasas de resistencia a los antibiéticos estudiados, se han calcu-
lado considerando como resistentes las cepas con sensibilidad inter-
media a cada uno de los antimicrobianos ensayados.

Para evaluar la actividad de fosfomicina frente a aislamientos que
producian diferentes tipos de BLEE se han considerado sélo las BLEE
presentes en al menos 10 aislamientos, no relacionados genéticamen-
te, y siguiendo este criterio se seleccionaron 38 cepas de E. coli que
producian SHV-12, 25 cepas CTX-M-9 y 35 con CTX-M-14. Entre las
cepas de K. pneumoniae se seleccionaron 12 que expresaban TEM-4 y
13 SHV-12.

Resultados

La actividad in vitro de los antibiéticos estudiados frente
alas cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE
se presenta en la tabla 1. Entre las 428 cepas estudiadas,
417 (97,4%) resultaron sensibles a fosfomicina con CIM
= 64 pg/ml. La CIM5 fue de 2 ng/ml y la CIMg, de 32 pg/ml
(rango: 0,5-512 pg/ml). La mayoria de los aislamientos con
sensibilidad intermedia y todos los resistentes a fosfomici-
na fueron cepas de K. pneumoniae, 4 cepas resistentes
(CIM = 256 pg/ml) y seis intermedias (CIM = 128 pg/ml).
Estas 10 cepas de K. pneumoniae, con sensibilidad inter-
media o resistentes a fosfomicina fueron aislamientos no
relacionados genéticamente.

Sélo una cepa de E. coli, entre las 290 estudiadas, result6
con sensibilidad intermedia a fosfomicina (CIM = 128 pg/ml).
Para K. pneumoniae las CIM5o y CIMy, de fosfomicina fueron
mas elevadas que para E. coli (CIM5o-CIMg, de 16-64 pg/ml
frente a 1-4 pg/ml) aunque, el 90% de las cepas se encontra-
ban dentro del rango de sensibilidad.

Los antimicrobianos con menor actividad frente a las ce-
pas estudiadas fueron cotrimoxazol y ciprofloxacino. Las
tasas de resistencia de E. coli fueron similares para ambos
antimicrobianos, alrededor del 67%, mientras que entre
las cepas de K. pneumoniae, las tasas de resistencia obte-
nidas fueron del 50 y 35,5%, respectivamente. E. coli pre-
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TABLA 1. Actividad de fosfomicina comparada con ciprofloxacino, cotrimoxazol y amoxicilina-acido clavulanico frente a cepas

de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE

Cepas-BLEE |  Antimicrobiano | €M cvMy | Rango Resistencia (%)
E. coli (n = 290) FOS 1 4 0,5-128 0,3
CIP 16 128 =0,03-> 128 67.8
SxT 16 >32 = 0,015-> 32 67,5
AMC 8 32 1-128 11,7
K. pneumoniae (n = 138) FOS 16 64 1-512 7,2
CIP 0,25 16 =0,03-128 355
SxT 1 > 32 =0,015-> 32 50
AMC 8 16 1-128 7,2

Valores en pg/ml.

BLEE: betalactamasas de espectro extendido; CIM: concentracién inhibitoria minima; FOS: fosfomicina; CIP: ciprofloxacino; SxT: cotrimoxazol;

AMC: amoxicilina-acido clavulédnico.

TABLA 2. Actividad de fosfomicina frente a cepas
de E. coli y K. pneumoniae en relacion a las diferentes
familias de BLEE expresadas

TABLA 3. Actividad de fosfomicina frente a cepas de E. coli
y K. pneumoniae en relacion a los diferentes tipos de BLEE
expresados

Cepas-BLEE | Familia BLEE | CIM5o | CIMyo | Rango Cepas-BLEE BLEE* | CIM;o | CIMy, | Rango
E. coli TEM (n =42) 1 4 0,5-16 E. coli SHV-12 (n = 38) 1 4 0,5-64
(n =290) SHV (n=114) 1 4 0,5-64 CTX-M-9 (n =25) 1 2 0,5-128
CTX (n =127) 1 4  0,5-128 CTX-M-14 (n = 35) 1 4 0,5-32
CTX + SHV (n=6) 2 2 0,5-16
K. pneumoniae TEM-4 (n=12) 8 32 4-512
K. pneumoniae TEM (n =41) 16 128 4-512 SHV-12 (n = 13) 16 32 1-64
(n=138) SHV (n =90) 16 32 1-256
CTX(n="7) 16 16 4-64 *So6lo se han estudiado los tipos de BLEE encontrados al menos

Valores en pg/ml.
BLEE: betalactamasas de espectro extendido; CIM: concentracién
inhibitoria minima.

sent6 una tasa de resistencia muy baja frente a fosfomici-
na (0,3%), muy inferior a la observada para amoxicilina-
acido clavulanico (11,7%); mientras que K. pneumoniae
demostré mayor nivel de resistencia a fosfomicina (7,2%),
igual que a amoxicilina-acido clavulanico.

Las CIM;5o y CIMgo de fosfomicina para las cepas de
E. coli y K. pneumoniae que expresaban diferentes BLEE
se presentan en las tablas 2 y 3. No se han observado di-
ferencias en la actividad de fosfomicina frente a aisla-
mientos que producian diferentes familias o tipos de
BLEE. Aunque, entre los 10 aislamientos de K. pneumo-
niae con sensibilidad intermedia o resistentes a fosfomici-
na ocho eran productores de una BLEE tipo TEM, sélo se
identificaron 2 clones que incluian a siete de estas cepas.

Discusion

El aislamiento de enterobacterias, especialmente cepas
de E. coli y K. pneumoniae, productoras de BLEE se ha
incrementado significativamente en los tltimos afios y
una alta proporcién de estos aislamientos son de origen co-
munitario.

Datos del estudio multicéntrico GEIH-BLEE 2000,
abarcando 40 hospitales distribuidos en la geografia espa-
fiola, ponen de manifiesto que mas del 50% de las cepas
de E. coli productoras de BLEE tienen su origen en la co-
munidad®. En otro estudio, Bou et al'® han comunicado
que 7 de 30 pacientes en los que se aislaron cepas produc-
toras de BLEE nunca habian tenido un contacto previo
con el hospital. En la serie de Rodriguez-Bafio et al'$, el

en 10 aislamientos no relacionados clonalmente.

Valores en pg/ml.

BLEE: betalactamasas de espectro extendido; CIM: concentracién
inhibitoria minima.

40% de las cepas de E. coli productor de BLEE fueron de
origen comunitario, identificiAndose entre otros factores
de riesgo de infeccién por estas cepas, el uso previo de
fluorquinolonas, la diabetes, hospitalizacién previa y la
ITU recurrente.

Aunque no se conocen con exactitud las razones, las ce-
pas de E. coli productoras de BLEE se encuentra con ma-
yor frecuencia en pacientes no hospitalizados mientras
que las cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE son
mads prevalentes en hospitales, causando brotes epidémi-
cos o situaciones de endemia en determinadas areas hos-
pitalarias!?’-18,

El perfil de multirresistencia a antibiéticos que expresan
estas cepas ocasiona un problema terapéutico importante,
tanto en el &mbito hospitalario como en la comunidad.

En el caso de las ITU comunitarias, las tasas de resis-
tencia encontradas para ciprofloxacino y SxT, muy supe-
riores al 20% (tabla 1), desaconsejan el empleo de estos an-
tibidticos como tratamiento empirico en los casos en que
por las caracteristicas del paciente, pueda sospecharse
una infeccién de esta etiologia'®. No hay datos concluyen-
tes sobre el empleo de amoxicilina-dcido clavulanico en el
tratamiento de las infecciones producidas por cepas pro-
ductoras de BLEE, sensibles in vitro a esta combina-
cion?%2! y aunque en el caso de las ITU, es muy probable
que consiga la curacién clinica y bacteriolégica, las tasas
de resistencia en E. coli, superiores al 10%, limitan tam-
bién su uso como tratamiento empirico.

Fosfomicina trometamol se considera un antibiético de
primera linea para el tratamiento de la ITU no complicada
ya que mantiene una excelente actividad frente a E. coli
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que representa el principal agente causal de estas infec-
ciones. En diferentes estudios nacionales, la tasa de resis-
tencia de E. coli a fosfomicina se sitia alrededor del 2%,
muy inferior a la de otros antibiéticos tradicionalmente re-
comendados en el tratamiento de las ITU comunitarias,
como cotrimoxazol y quinolonas®?2,

En este estudio, ninguna cepa de E. coli productor de
BLEE resultoé resistente a fosfomicina y sélo una cepa en-
tre las 290 estudiadas se catalog6 como intermedia (CIM
de 128 pg/ml). Entre las cepas de K. pneumoniae 128 de
las 138 estudiadas (92,8%) resultaron sensibles a fosfomi-
cina (CIM = 64 pg/ml). Estos resultados son similares a
los descritos para cepas no productoras de BLEE®-11:22.23,

La baja tasa de resistencia a fosfomicina podria expli-
carse por su uso exclusivo en humanos y su tnica indica-
cién como tratamiento en monodosis de la ITU no compli-
cada, que dificulta la aparicién de mutantes resistentes o
la diseminacién de resistencia mediada por plasmidos'®?4,

Se ha descrito la diseminacién clonal de cepas de E. coli
resistente a cotrimoxazol en la comunidad??, sin embargo,
en nuestro medio, al igual que sucede entre los aislamien-
tos de E. coli productores de BLEE estudiados, no parece
existir relacion clonal entre las cepas de E. coli resisten-
tes a cotrimoxazol2®. Posiblemente, la diseminacién de
estos mecanismos de resistencia esta en relacién con
la transmision vehiculizada por plasmidos en lugar de la
diseminacién de clones. Por el contrario, las cepas de
K. pneumoniae productoras de BLEE, aisladas en el mis-
mo ambito, son cepas genéticamente relacionadas con un
grupo mayoritario que incluye mas del 80% de los aisla-
mientos.

Nuestro estudio demuestra que fosfomicina mantiene su
actividad frente a cepas productoras de diferentes familias
y tipos de BLEE y, de momento, no existe resistencia cru-
zada con otros grupos de antimicrobianos, lo que convierte
a este antimicrobiano en una buena alternativa para el
tratamiento de la ITU comunitaria causada por estos pa-
tégenos multirresistentes.
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