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Coste bioldgico asociado
a la resistencia a la fosfomicina
en aislamientos de Escherichia coli de orina

J.I. Al6s, P. Garcia-Pena y J. Tamayo

Servicio de Microbiologia, Hospital de Mdstoles, Mdstoles (Madfrid)

RESUMEN

La resistencia a la fosfomicina surge rapidamente en condiciones experimentales, pero aunque su uso es frecuente en las infecciones del trac-
to urinario, la resistencia de Escherichia coli, el principal uropatégeno, es muy baja (1% a 3%) y ha permanecido asi por muchos anos. El ob-
Jjetivo de este estudio fue evaluar si las cepas de E. coli resistentes a la fosfomicina tienen menos competitividad (fitness) que las sensibles, y
por tanto tenderian a desaparecer al competir con las cepas sensibles en ausencia de antibiéticos. Se utilizaron cepas resistentes a la fosfo-
micina (n=11) con diferentes fenotipos de resistencia a otros antibiéticos, y cepas sensibles a la fosfomicina (n=15) con los mismos fenoti-
pos de resistencia al resto de los antibidticos que algunas de las cepas resistentes, pero con el patrén opuesto de fermentacion de la lactosa.
Se realizaron 33 experimentos de competicion por pares en caldo nutriente. Se utilizaron cantidades iguales de cada cepa (50%-50%) duran-
te cuatro dias, con cambio diario a un nuevo medio. Se hicieron cinco recuentos diferenciales, los dias 0, 1, 2, 3 y 4. En 20 experimentos
(60,6%) hubo un incremento relativo de la cepa sensible a la fosfomicina. En seis experimentos (18,2%) hubo un incremento relativo de la ce-
pa resistente a la fosfomicina. En siete experimentos (21,2%) ninguna cepa mostré un incremento relativo. Cuando los datos de los 26 expe-
rimentos en que habia cambios se analizaban por x° habia una diferencia estadisticamente significativa (o = 0.044). La resistencia a la fosfo-
micina puede suponer un coste de competitividad para la mayoria de las cepas de E. coli probadas.
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Biological cost associated with fosfomycin resistance
in Escherichia coli isolates from urinary tract infections

SUMMARY

Resistance to fosfomycin develops rapidly in experimental conditions, although despite its frequent use in UTI, resistance in E. coli, the main
uropathogen, is very low (1-3%), and has remained so for many years. The objective of this study was to ascertain whether E. coli fosfomy-
cin-resistant strains have less fitness than those that are fosfomycin-sensitive in competing, and would therefore tend to disappear in their
competition with fosfomycin-sensitive strains in the absence of antibiotics. Fosfomycin-resistant strains (n = 11) with different phenotypes of
resistance to other antibiotics were used. All but one were lactose (+). Fosfomycin-susceptible strains (n = 15) that had the same phenotypes
of resistance to other antibiotics as the resistant strains and which had the opposite pattern of lactose fermentation were also used. Thirty-
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three (33) competition experiments by pairs of strains were conducted in nutrient broth. Equal amounts of the strains were challenged (ap-
prox. 50% and approx. 50%) for 4 days, with a daily change to a new medium. Five differential counts were performed on days 0, 1, 2, 3
and 4. In 20 experiments (60.6%) there was a relative increase in the fosfomycin-sensitive strain. In 6 experiments (18.2%) there was a rela-
tive increase in the fosfomycin-resistant strain. In 7 experiments (21.2%), on the fourth day none of the strains reached 60%. When the da-
ta of the 26 (20+6) experiments in which there were changes were analyzed by the y° test there was a statistically significant difference
(p = 0.044). Resistance to fosfomycin could entail a biological cost (less fitness) for the majority of the E. coli strains assayed.
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INTRODUCCION

La fosfomicina es un antibidtico bactericida que actia
sobre la pared celular bacteriana interfiriendo en el primer
paso de la sintesis del peptidoglucano (1). La resistencia a
la fosfomicina se debe a cambios por mutaciones cro-
mosdémicas en uno o varios de los genes implicados en los
sistemas de transporte de este antimicrobiano al interior de
la célula bacteriana (2). Ademads, puede deberse a una en-
zima codificada por plasmidos que inactiva el antibiético,
aunque este ultimo mecanismo es mas raro en aislamientos
clinicos (3, 4).

En el laboratorio es facil obtener mutantes de Escheri-
chia coli resistentes a la fosfomicina, algo que no ocurre
frecuentemente en la clinica.

La fosfomicina trometamol se usa como uno de los far-
macos de eleccién para el tratamiento de las infecciones
del tracto urinario no complicadas, causadas en el 80% a
90% de los casos por cepas de E. coli. Pese a su uso fre-
cuente, en los ultimos afios no se ha producido un incre-
mento importante de la resistencia a este antibidtico en los
aislamientos de E. coli de urocultivos, que globalmente es
muy baja (1% a 3%) (5, 6). Con otros farmacos, como las
fluoroquinolonas y el cotrimoxazol, su uso elevado ha de-
sencadenado un incremento importante en la prevalencia
de la resistencia (5).

La adquisicién y la diseminacidn de la resistencia a los
antibidticos es un factor de supervivencia en presencia de
éstos, pero en su ausencia puede tener un coste bioldgico
para la poblacién al tener que competir con otras bacterias
sensibles de la misma especie (7). Este coste bioldgico pue-
de observarse, entre otras causas, por una velocidad de cre-
cimiento disminuida o por una pérdida de competitividad o
de patogenicidad (8). Es cierto que a veces, pero no siempre,
las bacterias disminuyen o eliminan ese coste biolégico
con otras mutaciones llamadas “compensatorias” (8).

Para una determinada presién antibidtica, el coste biold-
gico determinard la extensién de la resistencia en un indivi-
duo (tracto intestinal) y en la comunidad (medio ambien-
te). Si el coste bioldgico es muy elevado, las cepas resis-

tentes tenderdn a extinguirse o a mantenerse en muy peque-
fa proporcion al competir con las sensibles, lo que dificul-
tarfa que causasen infeccién por simple cdlculo de proba-
bilidades. Un mayor coste bioldgico, expresado como menor
velocidad de crecimiento, también influird en la posibili-
dad de causar infecciones del tracto urinario, ya que esta
demostrado que se necesita una velocidad minima de cre-
cimiento para establecer una infeccion en la vejiga (9).

La baja resistencia a la fosfomicina también puede de-
berse a las altas concentraciones que se alcanzan en la ori-
na, que superan las concentraciones preventivas de mutan-
tes y evitan su aparicion.

El objetivo de este estudio fue examinar y valorar c6-
mo compiten in vitro por el mismo sustrato alimentario ce-
pas de E. coli sensibles y resistentes a la fosfomicina aisla-
das de pacientes con infecciones del tracto urinario. Si hu-
biera diferencias en la velocidad de crecimiento a favor de
las sensibles, ello podria explicar por qué no se ha exten-
dido (y seria poco probable que se extendiese) la resisten-
cia a la fosfomicina, y por qué es menos probable que cau-
sen infecciones del tracto urinario las cepas resistentes que
las sensibles.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

Se utilizaron cepas clinicas causantes de infecciones del
tracto urinario resistentes a la fosfomicina (n=11). Se de-
terminé la CMI de la fosfomicina por dilucién en agar
Mueller-Hinton segtin el método del CLSI, y la de otros
antibidticos (ampicilina, cotrimoxazol, dcido nalidixico, ci-
profloxacino, gentamicina, cefuroxima y cefotaxima) por
microdilucién en caldo Mueller-Hinton. Se comprobd si fer-
mentaban o no la lactosa.

Igualmente, se seleccionaron cepas clinicas causantes
de infecciones del tracto urinario sensibles a la fosfomici-
na (n=15) y con el resto del patrén de antibiograma idén-
tico a alguna o varias de las resistentes. El resultado de la
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Tabla 1. Cepas de E. coli causantes de infecciones del tracto urinario empleadas en el estudio.

E. coli R-Fos (CMI >128 mg/l)

E. coli Fos-S (CMI <8 mg/l)

N° CMI fosfomicina Lactosa Resist. otros antibidticos N° Lactosa  Resist. otros antibiéticos
1 >256 L+#) Am, SxT, Cip, Nal 14 L(-) Am, SxT, Cip, Nal
2 >256 L(+) Am, Cip, Nal 15 L(-) Am, SxT, Cip, Nal
3 >256 L(+) Am, Cip, Nal 16 L(-) Am, SxT, Cip, Nal
4 >1024 L(+) Am, Sxt, Gn, Cip, Nal 17 L(- Am, Cip, Nal
5 256 L(+#) Am, Cip, Nal 18 L(-) Am, Cip, Nal
6 >256 L(+) Am, SxT, Cip, Nal 19 L(-) Am, SxT, Gn, Cip, Nal
7 >1024 L(+) Am, Sxt, Gn, Cip, Nal 20 L) Am, SxT, Gn, Cip, Nal
9 >1024 L(+) Am, Sxt, Gn, Cip, Nal 21 L(-) Am, Cip, Nal
10 >256 L(+) Am, Cip, Nal 22 L(+) Am, SxT, Cip, Nal
11 >1024 L(-) Am, Sxt, Cip, Nal 23 L(+) Am, SxT, Cip, Nal
12 >1024 L(+) Am, SxT, Gn, Cip, Nal 24 L(+) Am, SxT, Cip, Nal
25 L(+) Am, SxT, Cip, Nal
26 L(-) Am, SxT, Cip, Nal
27 L(-) Am, SxT, Gn, Cip, Nal
28 L(-) Am, Cip, Nal

Fos: fosfomicina; Am: ampicilina; SxT: cotrimoxazol; Cip: ciprofloxacino; Gn: gentamicina; Nal: dcido nalidixico.

L(+): fermenta la lactosa. L(-): no fermenta la lactosa.

En medio caldo nutriente se hicieron los siguientes experimentos: cepa 1 con cepas 14, 15y 16; cepa 2 con cepas 17, 18 y 21; cepa 3 con ce-
pa 17; cepa 4 con cepas 19, 20 y 27; cepa 5 con cepas 17, 21 y 28; cepa 6 con cepas 14, 15, 16 y 26; cepa 7 con cepas 19, 20 y 27; cepa 9 con
cepas 19 y 27; cepa 10 con cepas 17, 18, 21 y 28; cepa 11 con cepas 22, 23, 24 y 25; y cepa 12 con cepas 19, 20 y 27.

fermentacion de la lactosa era el contrario del de la cepa re-
sistente a la fosfomicina con que se pretendia competir (si
una era lactosa positiva, la otra era lactosa negativa) (Tabla 1).

Experimentos para valorar
la competitividad (fitness) (10)

Se pusieron a competir cepas por pares en caldo nu-
triente. Las cepas se ponian a competir en igual cantidad
[aproximadamente 50% y 50% (entre 45% y 55%)] duran-
te cuatro dias, con cambio diario a nuevo medio. Cada cepa
se cultivé primero por separado en el medio durante 18 a 24
horas. Luego se hizo una dilucién 1:10* de cada cepa en el
mismo medio en que se pusieron a crecer 18 a 24 horas por
separado. Después se mezclaron ambos cultivos en una pro-
porcién 1:1 y se inoculd una dilucién 1:100 en el medio. A
las 24 horas de crecimiento del cultivo-mezcla se volvié a
inocular una dilucién 1:100 en el medio usado. Este proce-
so se realiz6 diariamente por un total de cuatro pases. Cada
dia (dias O a 4) se hacian diluciones seriadas, de las cuales
se cultivaban 10 pl en placas de agar MacConkey que se in-
cubaban 18 a 24 horas y en ellas se realizaba el recuento
bacteriano y la proporcion de cada cepa (lactosa + y lacto-
sa —). Por tanto, se hicieron cinco recuentos diferenciales
(dias 0, 1, 2, 3 y 4). Los experimentos se repitieron por tri-
plicado y los resultados son la media.

RESULTADOS

Se hicieron 33 experimentos triplicados de competicién
por pares de cepas (fosfomicina-R frente a fosfomicina-S,
con el resto de determinantes de resistencia iguales y con
distinta capacidad de fermentar la lactosa para poder reali-
zar los recuentos diferenciales en agar MacConkey).

En 20 de los 33 experimentos (60,6%) hubo un aumen-
to relativo de la cepa sensible a la fosfomicina, que se tra-
dujo en que al cuarto dia habia de éstas mas del 60% (en-
tre el 65% y el 99%) (ver ejemplo en la Fig. 1).

En seis de los 33 experimentos (18,2%) hubo un au-
mento relativo de la cepa resistente a la fosfomicina, que se
tradujo en que al cuarto dia habfa de éstas mas del 60%
(entre el 65% y el 75%).

En siete de los 33 experimentos (21,2%) ninguna de las
cepas alcanz6 al cuarto dia el 60%.

Cuando se analizaron los datos de los 26 (20 + 6) ex-
perimentos en que hubo cambios por la prueba de ¥ se vio
que habia una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.044).

DISCUSION

Las cepas resistentes a la fosfomicina de este trabajo
son de origen clinico, o sea, seleccionadas in vivo. Las ce-
pas clinicas tienen diferentes contextos genéticos que pue-
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Figura 1. Competicién entre la cepa 3 resistente a la fosfomicina y la ce-
pa 17 sensible a la fosfomicina.

den afectar a la comparacion, es decir, no son isogénicas, y
esto debe considerarse una limitacion del estudio.

En el intestino, ambiente natural de E. coli, las mutan-
tes resistentes seleccionados deben competir por los nu-
trientes con las cepas sensibles que han quedado tras el tra-
tamiento o que han llegado del exterior y han recolonizado
el habitat. El resultado de la competiciéon dependerd de la
competitividad de cada poblacién.

In vitro hay una alta frecuencia de mutacién que gene-
ra resistencia a la fosfomicina, por lo que seria esperable
que esto ocurriese in vivo. Sin embargo, el hecho es que de
muestras clinicas se aislan pocas cepas de E. coli resisten-
tes a la fosfomicina, pese a su uso frecuente durante afios
(5, 6). Los resultados de nuestro trabajo de competicion en-
tre cepas, segtn los cuales la mayoria de las veces (60,6%)
la cepa sensible competia favorablemente con la resistente,
avalan que un alto porcentaje de las cepas de origen clini-
co resistentes a la fosfomicina sufren una reduccién de la
velocidad de crecimiento (uno de los mecanismos de la
competitividad).

En otros trabajos, realizados con distinta metodologia,
se ha visto que en algunos casos las mutantes resistentes no
serfan viables y en otros tendrian menos competitividad
frente a las cepas sensibles (11). En el estudio de Marchese
y cols. (12), sus dos cepas de E. coli resistentes a la fosfo-
micina mostraban una velocidad de crecimiento disminui-
da. Eso impediria su asentamiento en el intestino y su pos-
terior diseminacidn a otras personas.

REV ESP QUIMIOTERAP

Por tanto, la frecuencia de mutacién elevada de genes
de E. coli que confieren resistencia a la fosfomicina quizd
no sea un pardmetro muy relevante. Parece probable que a
la hora de evaluar el riesgo de desarrollo de resistencias sea
mas importante el coste bioldgico que tienen que pagar esas
mutantes (en ausencia de antibidtico, que son las condicio-
nes normales) cuando compiten con cepas sensibles (13).

En otros microorganismos, como el neumococo, se ha
descrito recientemente el coste que pagan las cepas resis-
tentes a la penicilina cuando compiten con sus antepasados
sensibles para colonizar las vias respiratorias altas de ratas
(14). También se observé un coste bioldgico en tres de
cuatro cepas de E. coli con un pldsmido de resistencia al
sulfametoxazol (10). Sin embargo, se han descrito casos en
que, tras un periodo de adaptacién al huésped, ocurren mu-
taciones en otros lugares (mutaciones compensatorias) que
reducen o eliminan el coste de la primera mutacién (15).
Incluso se ha observado que las bacterias resistentes por un
plasmido pueden, por mutaciones compensatorias, tener
mds competitividad (en este caso mayor velocidad de cre-
cimiento) que las sensibles libres del plasmido (10, 16).

La reduccion de la poblacién resistente depende de que
la resistencia ejerza un coste de competitividad en las bac-
terias en ausencia de antibiéticos. De los datos de nuestro
estudio, teniendo en cuenta las limitaciones referidas, con-
cluimos que la resistencia a la fosfomicina puede suponer
un coste biolégico (menor competitividad) para la mayoria
de las cepas de E. coli estudiadas. Este coste bioldgico di-
ficultaria su competicion con las cepas sensibles en la flo-
ra intestinal normal, lo que harfa menos probable que cau-
sasen infecciones del tracto urinario. La persistencia de la
resistencia a la fosfomicina en niveles bajos podria expli-
carse parcialmente por el hecho de que no toda la resisten-
cia a la fosfomicina supone un coste de competitividad.
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