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Se ha determinado la actividad in vitro de fosfomicina,
comparada con otros antimicrobianos de uso urinario, fren-
te a aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae de origen urinario productores de betalacta-
masas de espectro extendido (BLEE). Se estudio mediante
dilucion en agar o E-test la actividad de fosfomicina, cotri-
moxazol, ciprofloxacino, nitrofurantoina, amoxicilina/clavu-
lanico y gentamicina frente a 71 cepas de E. coliy 13 de
K. pneumoniae de origen urinario y productoras de BLEE. Las
cepas de E. coli producian sobre todo BLEE de tipo CTX-M
(76,1%), y principalmente CTX-M 14 (56,3%). Las cepas de K.
pneumoniae produjeron casi exclusivamente enzimas tipo
SHV (92,3 %), prevaleciendo SHV-2 (76,9%). Gentamicina
(4,49%), fosfomicina (5,6%) y nitrofurantoina (5,6%) mos-
traron los menores porcentajes de resistencia en E. coli. Co-
trimoxazol y ciprofloxacino (7,7 %) mostraron los porcenta-
jes de resistencia mas bajos en K. pneumoniae.
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In vitro activity of fosfomycin against
ESBL-producing enterobacteria
of urinary origin

In vitro activity of fosfomycin, compared with other
antibiotics used for urinary tract infections (UTI), against
extended spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Es-
cherichia coli and Klebsiella pneumoniae clinical isolates
obtained from UTIs, was determined. The activity of fos-
fomycin, co-trimoxazole, ciprofloxacin, nitrofurantoin,
amoxicillin/ clavulanic acid and gentamicin against 71
ESBL-producing E. coli clinical isolates and 13 ESBL-
producing K. pneumoniae clinical isolates obtained from
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UTI was studied by the agar-dilution method or E-test. E.
coli isolates produced mainly CTX-M type ESBL (76.1%),
especially CTX-M 14 (56.39%). K. pneumoniae isolates
produced most predominantly SHV-type ESBL (92.3 %),
mainly SHV-2 (76.9%). Gentamicin (4.4 %), fosfomycin
(5.6%) and nitrofurantoin (5.6%) showed the lowest re-
sistance proportions against E. coli. Co-trimoxazole and
ciprofloxacin (7.7 %) showed the lowest resistance pro-
portions against K. pneumoniae.
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INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) constituyen una de
las infecciones bacterianas diagnosticadas con mayor fre-
cuencia, tanto en el ambito hospitalario como en la comuni-
dad. Mas del 80% de las ITU no complicadas son causadas por
Escherichia coli. Otros uropatdgenos habituales son Staphy-
lococcus saprophyticus en ITU no complicadas, y bacilos
gramnegativos (enterobacterias distintas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa) y cocos grampositivos en [TU
complicadas’. Existen diversas pautas terapéuticas aceptables
en infecciones urinarias no complicadas (cotrimoxazol, beta-
lactdmicos y fluoroquinolonas, entre otras). Sin embargo, al-
gunas de ellas se estan viendo seriamente afectadas por la
emergencia de resistencias. Asi, la produccion de betalacta-
masas de espectro extendido (BLEE) parece estar en claro au-
mento, también en el ambito comunitario®3. Ha de tenerse
en cuenta que la rapida progresion de la produccion de BLEE
del tipo CTX-M, presentes sobre todo en E. coli, acentlia mas
si cabe la importancia de la produccion de BLEE en ITU no
complicadas. Del mismo modo, la resistencia a fluoroquinolo-
nas, sobre todo en E. coli, se situa en Espafa en cifras proxi-
mas al 20% y la resistencia a SXT entre el 30 y el 50%*.

Fosfomicina (acido 1,2-epoxipropilfosfonico) es un anti-
microbiano que actua sobre las primeras fases de la sintesis
de la pared bacteriana. Se trata de un antimicrobiano de
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amplio espectro, bactericida, indicado sobre todo en el tra-
tamiento de ITU no complicadas, en las que se puede utilizar
en monodosis.

Puesto que estudios previos muestran una excelente ac-
tividad de fosfomicina, de forma global, en ITU no compli-
cadas*5, con muy bajos porcentajes de resistencia, en este
estudio hemos querido determinar su comportamiento es-
pecifico frente a cepas productoras de BLEE sensibles y re-
sistentes a fluoroquinolonas y cotrimoxazol.

MATERIAL Y METODOS
Cepas

Se seleccionaron 84 aislamientos urinarios obtenidos a lo
largo de 2 afos en el Hospital Universitario de Salamanca,
no relacionados epidemioldgicamente, procedentes de pa-
cientes distintos, y que se habian demostrado productores
de BLEE. Las cepas fueron inicialmente clasificadas como
probables productoras de BLEE segun los criterios del Clini-
cal Laboratory Standards Institute (CLSI)S, confirmandose
posteriormente la presencia de dichas enzimas mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Antimicrobianos

Fosfomicina, cotrimoxazol, ciprofloxacino, nitrofurantoi-
na, amoxicilina/clavulanico y gentamicina se utilizaron co-
mo producto puro valorado, obtenido de los respectivos fa-
bricantes, o como E-test (AB Biodisk, 1zasa).

Estudios de sensibilidad

Los estudios de sensibilidad se realizaron mediante dilu-
cion en agar o mediante E-test, de acuerdo con los protoco-
los y normas recomendados por el CLSI.

Caracterizacion de las BLEE

Las BLEE se caracterizaron mediante isoelectroenfoque
(PhastSystem, GE HealtCare) y posterior extraccion de ADN
plasmidico, amplificacion mediante PCR y secuenciacion por
el método de Sanger con iniciadores especificos de grupo
para TEM, SHV y CTX-M3. Posteriormente, se caracterizaron
definitivamente las enzimas de cada grupo mediante ampli-
ficacion y secuenciacion de zonas con secuencias 0 muta-
ciones especificas.

RESULTADOS

De los 84 aislamientos seleccionados, 71 (84,5%) eran
E. coliy 13 (15,5%), K. pneumoniae. El origen era comunita-

rio en 47 casos (55,9%) y nosocomial en 37 casos (44,1%).
En conjunto, las BLEE encontradas con mayor frecuencia
fueron las del grupo CTX-M (54 aislamientos, 64,3 %), sequi-
das del grupo SHV (22 aislamientos, 26,2%) y el grupo TEM
(8 aislamientos, 9,5%) (tabla 1). Entre los aislamientos de E.
coli, la mayor parte producian BLEE del tipo CTX-M, princi-
palmente CTX-M 14, sequida de CTX-M 15y CTX-M 9. Todos
los aislamientos de K. pneumoniae excepto uno producian
BLEE del grupo SHV, principalmente SHV-2.

Los aislamientos de E. coli mostraron una excelente sen-
sibilidad a fosfomicina, con unos niveles de resistencia entre
las cepas comunitarias del 4,5%, del 7,4% entre las hospita-
larias, y unos niveles globales de resistencia del 5,5%. Por el
contrario, los niveles de actividad frente a K. pneumoniae
fueron muy inferiores, mostrandose todos los aislamientos
con sensibilidad intermedia (3 aislamientos, 23,1% del to-
tal), o resistentes (10 aislamientos, 76,9%).

Los porcentajes de resistencia a otros antimicrobianos de
uso habitual en ITU aparecen en la tabla 2.

Tabla 1 Caracteristicas de los aislamientos
estudiados
Especie y origen Grupo BLEE BLEE
E. coli comunitario: TEM 5(11,4%) TEM 116 3 (6,8%)
44 (62,0%) TEM 20 1(2,3%)
TEM 52 1(2,3%)
SHV 7 (159%) SHV 12 5 (11,4%)
SHV 2 1(2,3%)
SHV 5 1 (2,3%)
CTX-M 32 (72,7%) CTX-M 14 19 (43,2%)
CTX-M 15 9 (20,5%)
CTX-M 9 2 (4,6%)
CTX-M 1 1(2,3%)
CTX-M 10 1(2,3%)
E. coli nosocomial: TEM 2(7,4%) TEM 116 2 (7,4%)
27 (38,0%) SHV 3(11,1%) SHV 12 3 (7,4%)
CTX-M 22 (81,5%) CTX-M 14 21 (77,8%)
CTX-M 27 1(3,7%)
K. pneumoniae SHV 3(100%) SHV 2 2 (15,4%)
comunitaria: SHV 12 1 (7,7 %)
3 (23,1%)
K. pneumoniae TEM 1(10%) TEM 116 1(7,7%)
nosocomial: SHV 9 (90%) SHV 2 8 (61,5%)
10 (76,9 %) SHV 11 1(7,7%)

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.
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Tabla 2 | Sensibilidad a antimicrobianos
de las cepas estudiadas
E. coli (%) K. pneumoniae (%) Total (%)

Fosfomicina

S 94,4 - 79,8

| - 23,1 3,6

R 56 76,9 16,6
Cotrimoxazol

S 54,9 923 60,1

I _ _ _

R 451 7,7 39,9
Ciprofloxacino

S 29,6 76,9 36,9

| 7,0 15,4 8,3

R 63,4 7,7 54,8
Nitrofurantoina

S 94,4 61,5 89,3

I _ _ _

R 56 38,5 10,7
Amoxicilina/

clavulanico

S 80,3 84,6 81,0

| 56 - 4.8

R 141 15,4 14,2
Gentamicina

S 95,8 76,9 929

I _ _ _

R 42 23,1 7.1

S: sensibilidad; I: sensibilidad intermedia; R: resistencia.

DISCUSION

La emergencia de la produccion de BLEE estd modificando
de forma significativa la sensibilidad a antimicrobianos de las
enterobacterias, y en especial de algunas de las mas frecuente-
mente implicadas en ITU. Esto es especialmente cierto en Espa-
fa, debido al predominio de BLEE del tipo CTX-M, prevalentes
en especial en E. coli. Estudios espafoles recientes?? cifran en
torno al 1-2% la prevalencia general de BLEE en enterobacte-
rias, con predominio fundamentalmente en E. coliy K. pneu-
moniae y aparicion ocasional en otras enterobacterias (Klebsie-
lla oxytoca, Proteus mirabilis, etc.), aunque algunas de las
especies en las que este hallazgo es todavia infrecuente, como
Salmonella, muestran una tendencia ascendente’s. Aunque
inicialmente las BLEE aparecian sobre todo en brotes hospitala-
rios, poco a poco su produccion ha ido derivando hacia el me-
dio extrahospitalario, y en este momento casi la mitad de las
cepas productoras de BLEE proceden de la comunidad?39,

Por otra parte, con frecuencia los genes codificadores de
las BLEE van incluidos en integrones capaces de albergar
genes de resistencia a otros antimicrobianos; a ello hay que
afadir que se trata de cepas en las cuales la resistencia a
betactamicos y la frecuente combinacion de genes de resis-
tencia en los integrones mencionados, obliga a la utilizacion
de antimicrobianos en los que esta resistencia exdgena des-
empefa un escaso papel, como son las fluoroquinolonas.
Ello somete a este grupo a una mayor presion selectiva, y a
una mayor seleccion de mutantes resistentes.

En el presente estudio, se confirma el predominio de
E. coli como portador mas frecuente de BLEE en nuestro
medio. De las 84 cepas urinarias aisladas portadoras de
BLEE, un 84,5% eran E. coli. Se confirma asimismo la baja
frecuencia en especies distintas de E. coliy K. pneumoniae.
Todas las cepas detectadas pertenecian a estas especies.

Con una frecuencia incluso mayor que en otros estudios,
las cepas aisladas de ITU y productoras de BLEE son mayori-
tariamente comunitarias en el caso de E. coli (62%). Esta
cifra es alta si se compara con otros estudios en los que no
se estudian solo cepas urinarias, y en los que la proporcion
entre cepas nosocomiales y comunitarias suele estar al
509723, Sin embargo, la produccion de BLEE en K. pneumo-
niae, en el presente estudio, se sigue mostrando como un
fendmeno principalmente nosocomial. Tres de cada cuatro
aislamientos productores de BLEE en K. pneumoniae tenian
este origen.

Como en otros estudios publicados en Espafa, las BLEE
del grupo CTX-M muestran un claro predominio, sobre todo
en E. coli, en las que suponen mas del 70% tanto de las ce-
pas nosocomiales como de las comunitarias?3°. Las BLEE
tipo TEM y SHV muestran una frecuencia similar, sin que
existan grandes diferencias entre cepas comunitarias y no-
socomiales.

Entre las cepas de E. coli productoras de BLEE tipo TEM
predomina TEM-116, y entre las productoras de SHV predo-
mina SHV-12. Sin embargo, el predominio mas evidente se
observa en el caso del grupo CTX-M, ya que CTX-M 14 supo-
ne el 59,4% de las CTX-M vy el 43,2% de todas las BLEE pro-
ducidas por E. coli en el ambito comunitario, el 94,5% de
todas las CTX-M y el 77,8% de todas las BLEE producidas en
el ambito nosocomial, y el 56,3% de todas las BLEE produci-
das por E. coli de forma global.

Sin embargo, este predominio no se extiende a K. pneu-
moniae, en las que sigue siendo muy mayoritario el grupo
SHV. Dentro de este grupo destaca SHV2, que supone el
90,19% de la produccion de SHV y el 69,2% de la produccion
total de BLEE en esta especie.

La imposibilidad de utilizar cefalosporinas en estos pa-
cientes supone una limitacion considerable, aunque a priori
no sean la primera opcion, y existan alternativas diversas.
Sin embargo, el uso de otros antimicrobianos esta sensible-
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mente limitado. Llama la atencidn sobre todo el bajo por-
centaje de cepas sensibles a ciprofloxacino en E. coli, que no
llega al 30%. Estas cifras de sensibilidad son muy bajas in-
cluso para una zona, como Espafia, con altos niveles de re-
sistencia a fluoroquinolonas. Asi, una publicacion reciente
sobre infecciones urinarias con aislamientos de todo el pais,
refleja cifras de sensibilidad en torno al 77 %, mantenidas
ademas en cepas de 2002 y 2004*°. K. pneumoniae muestra
niveles de resistencia a fluoroquinolonas sensiblemente in-
feriores a los de E. coli, pero también muy superiores a los
de otros estudios, ya que las cifras de sensibilidad en estu-
dios no seleccionados son del 93-96%, frente al 76,9% del
estudio actual.

Del mismo, modo, la sensibilidad a cotrimoxazol es muy
baja (60,1%), debido sobre todo a los bajos porcentajes de
sensibilidad de E. coli. Estos porcentajes, no obstante, no
muestran una diferencia tan acusada como en el caso ante-
rior respecto a estudios previos con cepas no seleccionadas.
Asi, estudios previos*® muestran unos porcentajes de sensi-
bilidad de E. coli a cotrimoxazol del 65-7000, frente al
54,99% del estudio actual, y del 90-93% en K. pneumoniae,
equiparables al 92,3% del presente estudio.

Otros estudios similares realizados en Espafia reciente-
mente muestran unas cifras de resistencia a fluoroquinolo-
nas similares en E. coli (67,8%), pero muy superiores en
K. pneumoniae (35,5 frente a 7,7% hallado en este estudio),
aunque si se tienen en cuenta en el presente estudio todas
las cepas no sensibles (resistentes mas sensibilidad interme-
dia), la cifra se acerca bastante mas (23,1%)'°. Del mismo
modo, las cifras de resistencia a cotrimoxazol en el presente
estudio son inferiores al estudio de Cueto et al.'® (45,1 fren-
te a 67,5%), y lo son aun mas las de K. pneumoniae
(7,7 frente a 50%).

Dentro de los farmacos de uso fundamentalmente uri-
nario, tanto fosfomicina como nitrofurantoina muestran
una actividad mucho mas conservada frente a E. coli pro-
ductor de BLEE. Asi, en el presente estudio el 94,4% de las
cepas fueron sensibles a fosfomicina, cifra similar al 97-
980 que reflejan estudios sobre cepas no selecciona-
das*>™, y al 99,7% que refieren otros estudios sobre cepas
productoras también de BLEE'. Fosfomicina muestra la li-
mitacion ya conocida de su peor actividad frente a
K. pneumoniae, pero el franco predominio de E. coli en es-
te tipo de infecciones y, como portador de BLEE en nuestro
medio, hace que de forma global se muestre activa frente
al 79,8% de las cepas productoras de BLEE y causantes de
infeccion urinaria.

Una situacion similar se observa en relacion con nitrofu-
rantoina, que mantiene una actividad muy estimable frente
a E. coli (94,4%), similar a la observada en cepas no selec-
cionadas en otros estudios*>'. Como en el caso anterior, su
peor comportamiento frente a K. pneumoniae no repercute
de manera grave en sus cifras finales de actividad frente a
patdgenos urinarios productores de BLEE.

En cuanto a otros antimicrobianos de uso frecuente en
ITU, pero también en muchas otras circunstancias, amoxici-
lina/clavulanico muestra unos porcentajes de sensibilidad
inferiores en un 10% respecto a otros estudios. En estudios
previos sobre aislamientos urinarios, tanto de forma global
como en cepas productoras de BLEE*>'0™ . coli muestra
un porcentaje de sensibilidad a amoxicilina/clavulanico en
torno al 90% (80,3% en la presente serie), y K. pneumoniae
en torno al 95% (84,6% en este caso).

Por su parte, gentamicina se mantiene con excelentes ni-
veles de actividad, superiores al 90% y semejantes a los de
fosfomicina y nitrofurantoina.

En conclusion, la presencia de cepas productoras de BLEE
va siendo un fenomeno de frecuencia creciente en entero-
bacterias tanto nosocomiales como comunitarias. Algunos
de los antimicrobianos de uso habitual en ITU, como cipro-
floxacino y cotrimoxazol, muestran unas cifras de resisten-
cia en este tipo de cepas muy altas, sensiblemente superio-
res a las que se describen en cepas no seleccionadas. Sin
embargo, tanto fosfomicina como nitrofurantoina mues-
tran unos niveles de sensibilidad en estas cepas semejantes
a los que se describen de forma general, no registrandose el
acumulo de resistencia que se observa en las anteriores.
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