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LISTA DE ACRONIMOS

AEMPS: Agencia espafnola del medicamento y productos sanitarios.
AMPc: AMP ciclico.

BGN: bacilos Gram-negativos.

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.

C3G: cefalosporinas de tercera generacion.

CCR: represion catabdlica del carbono.

CDC: Center for diseases control and prevention.

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute.

CMI: concentracion minima inhibitoria.

CRP: complejo receptor de AMPc.

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control.

ECOFF: puntos de corte epidemioldgicos.

EPC: enterobacterias productoras de carbapenemasas.

ESCMID: European Society for Clinical Microbiology and Infectious Disease.
EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
VR: vancomicina resistentes.

FC: farmacocinética.

FD: farmacodinamia.

FDA: Food and Drug Administration.

G3P: glicerol 3-fosfoato.

G6P: glucosa 6-fosfato.

IDSA: Infectious Diseases Society of America.

ITU: infecciones de origen urinario.

MDR: multidrug resistant.

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

PEP: fosfoenolpiruvato.

SARM: S. aureus resistente a meticilina.

ufc: unidades formadoras de colonias.
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1.1 Resistencia bacteriana

Desde el descubrimiento en los afos cuarenta del siglo pasado de la penicilina, los
antibiéticos han sido uno de los mayores avances en el campo de la salud,
posibilitando la cura de numerosas enfermedades infecciosas. Ya en 1945, Alexander
Fleming advirtié que disponer de ellos no aseguraba siempre el éxito terapéutico,
puesto que los microorganismos rapidamente se adaptaban y se volvian resistentes a
estos antimicrobianos!. La generaciéon de resistencias es un fenémeno adaptativo
natural propio de las bacterias, y ha ido repitiéndose a lo largo de la historia, de
manera que, al poco tiempo de aparecer en el mercado un nuevo agente

antimicrobiano, aparecian microorganismos resistentes al mismo. (Figura 1)

Descubrimiendo de antibiéticos

Eritromicina Gentamicina Linezolid Ceftarolina
1933 1967 2000 2010
Imipenem
Penicilina Tetraciclina | Meticilina Vancomicina ~Ceftazidima Levofloxacino Daptomicina
1943 1950 1960 1972 1985 1996 2003
5
>
1959 1965 1975 1987 1996 2001 2004
Shigella |Neumococo Enterococo Enterobacteria | Neumococo |Staphviococcus| Acinetobactery
resistente resistente resistente resistente resistente resistente Pseudomonas
a tetracicina | a penicilina a gentatnicina a ceftazidima | alevofloxacine| = linezolid pati-resistentes
1962 1968 1988 1998 2002 2011
Staphylococecus Streprococcus Enterococo Enterobacteria Staphylococcus Staphyiococeus
resistente resistente resistente resistente resistente resistente
ameticlina  a eritromicina a vancomicina aimipenem & vancomicina a ceftarolina

Aparicién de resistencias

Figura 1: Linea del tiempo resumen en la que se muestra el afio de descubrimiento de

los antimicrobianos y el momento en el que se aislan cepas resistentes al mismo.

A modo de ejemplo, en el momento en el que se empezd a utilizar la penicilina en la
practica clinica, la gran mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus eran sensibles,
sin embargo, actualmente lo son menos del 5-10% de los aislados. De igual modo,
cuando se introdujo en el mercado la cefotaxima a principios de la década de los

ochenta, todas la cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae eran sensibles,
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mientras que en 2014 ya se encontraban unos porcentajes de resistencia del 13 y el
16%, respectivamente, en aislamientos de hemocultivos en Espafia?.

La generacién de resistencias se ve propiciada y amplificada por muchos factores,
como el uso inadecuado de antimicrobianos en medicina y en veterinaria, su uso con
finalidades no terapéuticas y la contaminacién ambiental por antimicrobianos3,?.

Este cumulo de factores ha llevado a la apariciéon y diseminacién de bacterias
resistentes a multiples antimicrobianos simultdneamente. Se conocen con el nombre
de microorganismos multirresistentes a aquellos que presentan resistencia a uno o
mas antimicrobianos de tres o mas familias. Ademas, las cepas multirresistentes son
capaces de diseminarse cuando no se toman medidas de prevencién y control de las
infecciones®. Hasta hace uno afios, el problema de la resistencia antibidtica estaba
principalmente localizado en el ambito sanitario, ya que es donde se concentraba el
mayor consumo de antimicrobianos y por lo tanto existia una mayor presién selectiva.
Actualmente las bacterias resistentes se han extendido al dmbito comunitario,
dificultando todavia mas su control y posterior erradicacion®.

Son pocas las opciones terapéuticas que quedan disponibles para tratar las infecciones
causadas por estos microorganismos multirresistentes, y muchas veces no son
Optimas, puesto que presentan mayor toxicidad, menor eficacia, escasa
biodisponibilidad y en algunos casos un precio mas elevado’®. Estas infecciones
ademds estdn asociadas a alta mortalidad®,'C., estancia hospitalaria prolongada y
elevado coste econdmico®!. Por esta razdn, no es sorprendente que recientemente se
haya clasificado el problema de la resistencia antibidtica como una amenaza a la salud
publica de primera magnitud?!?. La resistencia pone en peligro muchos de los logros de
la medicina moderna que han ayudado a aumentar la esperanza de vida y no se
pueden llevar a cabo sin antibioterapia, como es el caso de los trasplantes, cirugias

complicadas o profilaxis.

1.2 La resistencia bacteriana como un problema de salud publica

El aumento exponencial en los Ultimos anos de patdgenos multiresistenes se ha
convertido en un problema de salud publica mundial. La situacidon es especialmente

preocupante si nos fijamos en un tipo concreto de microorganismos, los bacilos Gram-
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negativos (BGN). Es muy alarmante la velocidad con la que han evolucionado las
resistencias en estas bacterias a antimicrobianos como las fluoroquinolonas, las
cefalosporinas y los carbapenémicos asi como su diseminacién a través de todo el
mundo en las Ultimas décadas'®. Ya en 2014, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) publicé un informe titulado Antimicrobial Resistance: Global Report on
Surveillance* donde se hacia especial hincapié en la problematica de las resistencias
antibidticas a la hora de tratar infecciones graves. Este problema ha ido mas all3, y este
afio la misma organizacién ha publicado una lista de “patédgenos prioritarios” para los
gue necesitamos desarrollar nuevos antimicrobianos puesto que se han agotado las
opciones terapéuticas debido a la multirresistencia®?.

El uso y abuso de los antimicrobianos claramente conduce a la aparicion de
resistencias. Los microorganismos evolucionan generando o seleccionando
mecanismos de resistencia que les permiten sobrevivir en presencia de los
anibidticos®. Estudios epidemioldgicos han demostrado que existe una relacion
directa entre el consumo de antimicrobianos y la emergencia y diseminacion de cepas
resistentes'®, En las bacterias, los genes que codifican para estos mecanismos de
resistencia pueden ser heredados de una cepa parenteral o pueden ser adquiridos
desde cepas no relacionadas mediante elementos genéticos méviles como integrones,
transposones o plasmidos. Esta transferencia horizontal hace posible que la resistencia
se transmita entre bacterias de diferentes especies®.

Los plasmidos son elementos extracromosdmicos de ADN circular presentes en
bacterias, que se replican independientemente del genoma del huésped. Es el
mecanismo de transferencia horizontal mas comudn y ha sido fundamental para el
reciente y rapido aumento de la resistencia a los antimicrobianos?®.

En este sentido, los clones bacterianos llamados “exitosos" son una poderosa fuente
de propagaciéon de estos componentes genéticos que codifican para mecanismos de
resistencia'3. Estos clones son capaces de proporcionar plataformas estables para el
mantenimiento y propagacién de genes de resistencia y han jugado un papel esencial
en la diseminacién global la multirresistencia en microrganismos Gram-negativos,
especialmente Enterobacteriaceae’.

El aumento de las infecciones causadas por E. coli y K. pneumoniae multirresistentes

(incluyendo aislamientos resistentes a las fluoroquinolonas, cefalosporinas vy
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carbapenemas) se deben en gran parte a la diseminacién global de ciertos clones de
exitosos, como E. coli de tipo 131 (ST131) y K. pneumoniae ST258. Las razones para el
éxito particular de estos clones exitosos y su asociacién con ciertos plasmidos de
resistencia son inciertas. Sin embargo, su capacidad de propagacidon rdpida es
indiscutible?3.

La terapia antibidtica con B-lactamicos como las cefalosporinas se considera uno de los
tratamientos elegidos para infecciones graves debidas a Klebsiella spp. y E. coli. Sin
embargo, durante los uUltimos 6 aifos han aumentado rapidamente la cantidad de
aislados de estas especies resistentes a cefalosporinas®. Las enzimas B-lactamasas son
la causa mas comun de resistencia a diversos agentes B-lactamicos. Si tenemos en
cuenta el problema de la diseminacién de resistencias, son de principal interés
aquellas enzimas que tengan codificacion plasmidica, asi como aquellas que tengan
actividad contra un mayor espectro de B-lactdmicos. Se conoce como "B-lactamasas de
espectro expandido" a aquellas enzimas con actividad contra las cefalosporinas con
cadenas laterales oxiimino y/o a las carbapenemas'3. Estas enzimas consisten en las B-
lactamasas tipo AmpC mediadas por plasmidos (por ejemplo, los tipos CMY), las B-
lactamasas de espectro extendido clase A (BLEE) (por ejemplo, los tipos CTX-M, SHV y
TEM) y las carbapenemasas (por ejemplo, los tipos KPC, las MBL, como los tipos VIM,
IPM y NDM vy las oxacilinasas, como por ejemplo, las enzimas tipo OXA-48)!3. La
produccién de B-lactamasas de espectro extendido causa resistencia a varios B-
lactamicos. Ademas, las Enterobacteriaceae portadoras de este tipo de estas enzimas,
a menudo, son resistentes a otras clases de antimicrobianos, como las quinolonas o los
aminoglucdsidos®®. El tipo global mds comun de BLEE es las B-lactamasas de tipo CTX-
M, mientras que OXA-48, KPC y NDM, son las carbapenemas mas frecuentes entre los
aislados nosocomiales y comunitarios de Enterobacteriaceae ?°.

En el informe sobre la vigilancia de la resistencia a antimicrobianos llevado a cabo por
el European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) en 2014, se describié un
porcentaje global de aislados de K. pneumoniae productores de carbapenemasas del
7,3% en Europa, con variaciones entre paises que iban desde el 0% al 62,3%, con una
mayor propension en la zona del Mediterrdaneo®. Las enterobacterias productoras de
carbapenemasas (EPC) se han diseminado a nivel mundial debido un cumulo de

factores, como el aumento masivo del comercio y los movimientos humanos como

10
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consecuencia de la globalizacion, permitiendo que la multirresistencia a farmacos se
propague rapidamente y convirtiéndola en un problema que traspasa las fronteras de
cualquier nacién?%22,

Es el caso de K. pneumoniae productora de KPC. Desde su primer asilamiento en
Estados Unidos se ha diseminado por todo el mundo, cansando brotes en Europa, y
llegando a convertirse en resistencia endémica por ejemplo en paises como Grecia e
Italia?3. En Espafia, se caracterizé un brote de KPC en Andalucia que tuvo como origen
una paciente trasladada desde un hospital Italiano, que afecté a mas de 28 pacientes

hasta la fecha del estudio y que en la actualidad continta activo?*.

Lo mismo sucede con E. coli y K. pneumoniae productoras de NDM. A pesar de ser el
subcontinente indio el lugar donde mas aislamientos se han descrito se han

encontrado aislados en los ultimos afios en Estados Unidos y Europa??.

Finalmente, la presencia de enzimas OXA-48 es mas prevalente en toda la cuenca del
Mediterraneo, aunque ya se han dado casos en zonas mas al norte de Europa como
Paises Bajos y Bélgica®>?®, y brotes en paises del sureste asidtico como es el caso de la

India?’.

Pero no solamente la resistencia a carbapenémicos es un problema, sino que la
resistencia combinada de cefalosporinas de tercera generacion, fluoroquinolonas y
aminoglucdsidos ha experimentado, segun los ultimos informes aportados por la Red
Europea de vigilancia de la resistencia antibidtica (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network), un claro aumento entre los afios 2012 y 2015, especialmente en

cepas de E. coli y K. pneumoniae?®.

Debido a todo lo anteriormente expuesto, se pone de manifiesto que el aumento
progresivo de la resistencia a antimicrobianos constituye un problema sanitario de
primera magnitud. En este sentido, se estima en 700.000 muertes anuales la cifra
actual de mortalidad atribuible a la resistencia antimicrobiana a nivel mundial®. Pero el
dato mas alarmante es la previsién para los préximos afos, ya que esta cifra seguird
creciendo hasta alcanzar los 10 millones de personas en el afio 2050 si no se

establecemos estrategias eficaces de caracter internacional para evitarlo®.

11
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1.3 Estrategias parar la lucha contra la resistencia antimicrobiana

Una gran parte de los avances médicos de las ultimas siete décadas ha sido debida al
descubrimiento y uso de los antimicrobianos, tanto para tratamiento como en
profilaxis. Sin embargo, con la aparicion y diseminacion de microorganismos
resistentes, su utilidad se esta viendo amenazada.

Son muchas las organizaciones que han propuesto medidas para intentar controlar la
aparicidn y diseminacién de las resistencias como por ejemplo la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS)%, el Centers for diseases control and prevention (CDC)*° o el
European centre for disease prevention and control (ECDC)!. Durante los ultimos afios
también se han ido generando programas nacionales e internacionales con el fin de
tratar de controlar la resistencia antimicrobiana3?=*. La mayoria de estos programas

coinciden en las estrategias principales:

1.3.1 Prevencion de las infecciones y estrategias no antimicrobianas

La seleccién de resistencias es un mecanismo evolutivo que se ve potenciado en el
momento en el que se ponen en contacto las bacterias con cualquier antibidtico. Por
ello, todas las medidas que conduzcan a una vigilancia y control adecuado de las
infecciones favorecerdn un menor uso de antimicrobianos. De esta manera
reduciriamos en cierta medida la presidn selectiva a la que se ven sometidas las
bacterias®>.

Otro método mucho mas sencillo, pero mas eficaz si cabe para evitar la propagacion de
las enfermedades, es la limpieza. Un punto clave para prevenir epidemias es el contar
con un buen sistema de gestidn de los residuos urbanos asi como educar a la poblacién
en medidas de higiene bésicas3®3’. En este sentido, el lavado de manos ha demostrado
ampliamente ser una de las estrategias mas eficaces en la disminucién de transmisién
de infecciones, sobre todo en el ambito hospitalario, asi como también el aislamiento

de pacientes infectados/colonizados3849,

12
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También son relevantes las estrategias no antimicrobianas, como por ejemplo el uso
de vacunas, inmunoglobulinas, activadores de la inmunidad, terapia con fagos o la

reversion de la resistencia®l.

1.3.2 Uso racional y optimizado de los antimicrobianos disponibles

El uso innecesario o inadecuado de antimicrobianos ha conducido al aumento de la
resistencia antimicrobiana. Para evitar esta circunstancia y proteger nuestro arsenal
terapéutico, es necesario mejorar el uso de los antimicrobianos para que ademds de
lograr la curacién del paciente tenga el menor impacto sobre la resistencia.

En ese sentido, muchas instituciones y hospitales han puesto en marcha programas de
uso adecuado de antimicrobianos (Programas PROA) para optimizar las terapias,
reducir los costes relacionados con las infecciones y las estancias hospitalarias
derivadas de estas, asi como mejorar la seguridad de los tratamientos y reducir o
estabilizar la aparicidn de resistencias*?’. La puesta en marcha en los hospitales de
equipos PROA y equipos de control de IRAs (infecciones relacionadas con la asistencia
sanitaria) ha supuesto un gran avance en el control de las resistencias antimicrobianas.
Estos equipos han de ser multidisciplinares y contar con médicos expertos en
enfermedades infecciosas, farmacéuticos, microbidlogos, epidemidlogos, enfermeros y
otros especialistas de areas afectadas®>44.

Son muchos los estudios que han demostrado la utilidad y eficacia de este tipo de
equipos para restringir la emergencia y la diseminacidn de las resistencias en el ambito
hospitalario y su trabajo es de maxima importancia ya que es justamente en los
hospitales donde el problema de la resistencia a antimicrobianos se magnifica y tiene

consecuencias mas tragicas*4°,

1.3.3 Reducir el uso de agentes antimicrobianos con fines no terapéuticos

Desde su descubrimiento, los antimicrobianos también se han utilizado en el campo de
la veterinaria. A pesar de que existen agentes antimicrobianos disefiados
exclusivamente para uso veterinario, la mayoria de las veces se utilizan los mismos

principios activos o derivados similares a los usados para el tratamiento en humanos®’.
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Los antimicrobianos en veterinaria no solamente se utilizan con fines terapéuticos,
sino que gran parte de ellos se usan como suplemento en su alimentaciéon para
promover el crecimiento o como profilaxis*®. Estd ampliamente demostrado que este
tipo de practicas ponen en peligro alternativas terapéuticas utiles para infecciones en
humanos, por lo que estas se encuentran prohibidas en Europa. A pesar de ello, se ha
descrito la presencia de enterobacterias productoras de BLEE, EPC y Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina en piensos y derivados carnicos*>>°.

En algunos paises, la produccién a gran escala de marisco y pescado en piscifactorias
también utiliza los agentes antimicrobianos para acelerar el crecimiento de sus
productos por lo que de igual manera se han de tener en cuenta como foco de origen
de cepas multirresistentes®?.

Una de las regiones donde es mas visible el problema de la aparicion de cepas
multirresistentes es el sudeste asidtico. En una revision sobre el uso de
antimicrobianos y la aparicién de resistencias realizado en esa region se muestra que la
prevalencia de microrganismo multirresistentes es mayor en aislados procedentes de
ganado porcino, y que va en aumento afio tras afio®2. En las Ultimas décadas esa zona
se ha consolidado como un gran exportador de todo tipo de alimentos, por lo tanto, se
trata de un problema que puede acabar atravesando fronteras.

De manera global, se estan poniendo en marcha iniciativas para disminuir el uso de
antimicrobianos necesarios para el tratamiento en humanos en ganado. Por ejemplo,
en Paises Bajos se ha puesto en marcha un programa denominado RESET con el fin de
reducir el uso de antimicrobianos en ganado lechero aplicando un conjunto de
medidas que abarcan tanto la formacién como la creacién de normativa e instituciones

reguladoras, dando muy buenos resultados>3.

1.3.4 Desarrollo nuevos antimicrobianos

La rapidez con la que se diseminan los mecanismos de resistencia, la presiéon para
reducir el uso de antimicrobianos, los escasos incentivos del mercado, y los elevados
costes para licitar y fabricar nuevos antimicrobianos han disuadido a los inversores en
este ambito, por lo cual actualmente hay pocos antimicrobianos nuevos en fase de

estudio®.
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A pesar de ser conscientes de la emergencia de microorganismos multirresistentes, en
los ultimos afos el numero de antimicrobianos nuevos aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA) se ha reducido notablemente comparandolo con el de
finales del siglo XX°°. Este hecho hizo que multiples sociedades cientificas se
coordinaran para plantear el problema de la disponibilidad de antimicrobianos y
aparecieran programas como la iniciativa 10x20 de la Infectious Diseases Society of
America (IDSA), que propone desarrollar 10 antimicrobianos nuevos antes del afio
2020. Entre enero de 2010 y diciembre de 2015, ocho nuevos antimicrobianos han sido
aprobados por la FDA: ceftarolina, fidaxomicina, bedaquilina, dalbavancina, tedizolid,
oritavancina, ceftolozano-tazobactam y ceftazidima-avibactam’.

En noviembre de 2011, la Comisién Europea inicid un programa denominado IMI
“Innovative Medicines Initiative” destinado a mejorar la eficiencia de la investigacion y
el desarrollo de nuevos antimicrobianos mediante un intercambio de conocimientos
abiertos®®. El resultado fue el programa “New Drugs 4 Bad Bugs (ND4BB)”. El programa
abarca siete proyectos que engloba todos los aspectos del desarrollo de
antimicrobianos, incluyendo investigaciéon sobre mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos (TRANSLOCATION), descubrimiento de farmacos (ENABLE), desarrollo
de farmacos (COMBACTE, COMBACTE-CARE, COMBACTE-MAGNET e iABC), economia y
vigilancia (DRIVE-AB). Por otro lado, en septiembre de 2012, el Centro de Evaluacién e
Investigacion de Drogas de la FDA anuncié también el establecimiento de un grupo de
trabajo multidisciplinario centrado en el desarrollo de fdrmacos antibacterianos. Desde
su inicio, el grupo de trabajo promueve el desarrollo de farmacos antibacterianos
ademads de proporcionar orientacidon y apoyo actuando como nexo de comunicacién
entre las necesidades clinicas y la industria farmacéutica®’.

Pero la velocidad a la que aparecen nuevos antimicrobianos se ve ampliamente
superada por la de generacién de resistencias por parte de los microorganismos.
Prueba de ello, es que ya se han detectado cepas resistentes a ceftazidima-avibactamy
con CMls incrementadas a dalbavancina, antimicrobianos que Illevan muy poco tiempo
disponibles en el mercado®®>°.

Con el fin de dar visibilidad a este problema, el 27 de febrero de este afio la OMS
publicé por primera vez un listado de los principales patdgenos multirresistentes a

tener en cuenta con el objetivo de guiar y promover la investigacién y desarrollo de
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nuevas drogas que nos ayude a combatir el problema global de la multirresistencia®®.
Entre ellas destacan los BGN multirresistentes: Enterobacterias productoras de BLEE o
carbapenemasas, Pseudomonas aeruginosa multirresistente y Acinetobacter

baumannii resistente a carbapenémicos.

1.4 Rescate de antimicrobianos en desuso frente a enterobacterias multirresistentes.

Aunque el desarrollo de nuevos antimicrobianos frente a microrganismos
multirresistentes se ha ralentizado en las Ultimas décadas, se dispone de
antimicrobianos denominados “antiguos”, que fueron desarrollados hace décadas y
que por diferentes razones dejaron de utilizarse que aun penen ser de gran utilidad

frente a la multirresistencia bacteriana.

La pérdida del interés por estas drogas es debida a diversos factores, algunos de ellos
especificos de cada farmaco. Lo que es comun para todos ellos es que en un momento
determinado dejaron de ser antimicrobianos de primera linea para el tratamiento, y
eso hizo que se dejaran de prescribir, derivando en su retirada del mercado en muchos
paises. Como consecuencia de este desuso muchas bacterias multirresistentes siguen

siendo sensibles a éstos®1:62,

En la mayoria de paises europeos y en Estados Unidos no se dispone de todo el
repertorio de antimicrobianos “antiguos” completo. Por ejemplo, la formulacién
intravenosa de la minociclina, uno de los agentes con mayor actividad frente a BGNs
multirresistentes, se hubo de reintroducir en el mercado americano en 2009 como
parte de un programas internacional de recuperacién de antimicrobianos antiguos

para combatir a los microorganismos multirresistentes®3

Muchos de estos antimicrobianos “antiguos” poseen un amplio espectro de accidn,
precios econémicos y carecen de restricciones de uso®. A pesar de ello, no se pueden
utilizar basandose solamente en su espectro de sensibilidad, sino que se requiere
conocer otros parametros farmacoldgicos igualmente importantes para asegurar el
éxito de la antibioterapia, que no se llegaron a investigar en profundidad durante el

desarrollo de los mismos. Entre estos factores destacan parametros de
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farmacodinamia (FD) y farmacocinética (FC) o las interacciones que puedan tener con

otros medicamentos.

Para solventar muchos de estos vacios de conocimiento, se necesitan ensayos clinicos
bien diseflados que nos proporcionen informaciéon veraz, aunque son pocos los
estudios que se llevan a cabo para optimizar estos antimicrobianos “antiguos”, ya que,
al no ser rentables para la industria farmacéutica, la mayoria han de ser financiados
con fondos publicos. Un ejemplo de ello es el proyecto AIDA creado en el 2011 con
financiacion de la Unién Europea. Este proyecto tiene como objetivo principal
responder a la cuestion de la eficacia clinica y la dosificacién 6ptima de cinco
antimicrobianos “antiguos” (colistina, fosfomicina, nitrofurantoina, minociclina y
rifampicina) estudiando aspectos tan importantes como regimenes de dosificacién,

eficacia microbioldgica, FC/FD asi como de toxicidad y aparicion de resistencia®.

Pero no es solamente para el tratamiento de infecciones complicadas donde estos
antimicrobianos “antiguos” pueden ser eficaces, sino que disponen incluso de una
mayor utilidad para el tratamiento en atencion primaria, donde la resistencia también
es un problema creciente y ademas la utilizaciéon de farmacos por via parenteral se ve
restringida. Un ejemplo de ello es el tratamiento de infecciones de origen urinario
(ITU) causadas por microorganismos productores de BLEE o resistentes a quinolonas
que afectan principalmente a mujeres que no requieren hospitalizacion para el
tratamiento de la cistitis o el tratamiento de la bacteriuria asintomatica por estos
microorganismos en embarazadas. Antimicrobianos como nitrofurantoina, fosfomicina
o mecilinam han demostrado ser de mucha utilidad en estos casos. En la siguiente

tabla se resumen otros posibles usos para estos antimicrobianos®®.
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1.5 Fosfomicina

1.5.1 Historia

Fosfomicina, conocida antiguamente como fosfonomicina, es un antibiético natural
que data del afio 1969%". Es el primer antibidtico de descubrimiento espafiol, ya que se
aislé inicialmente de una cepa del hongo Streptomices fradiae (ATCC 21096)
procedente de una muestra de tierra tomada en Alicante en 1966 %8, Su
descubrimiento se enmarca en el curso de un programa de investigacion de nuevos
antibioticos realizado por las compaiias Merck & Co Inc. y la Compafiia Espafiola de
Penicilina y Antibidticos. Posteriormente, también se ha logrado asilar de otras
especies como Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces wedmorensis,
Pseudomonas viridiflava y de Penicillium sp®,’°. En la actualidad se produce de manera
exclusiva por sintesis quimica. Su comercializacién se inicié en su forma de sal célcica
para la administracion oral, y como sal sédica para su uso intravenoso.

Se ha utilizado en algunos paises para el tratamiento de la infeccidn urinaria desde su
descubrimiento, pero se ha vuelto mucho mas popular desde que en 2011 la guia IDSA
y la European Society for Clinical Microbiology and Infectious Disease (ESCMID)
actualizaran sus recomendaciones para el tratamiento de esta infeccién colocando a
este antimicrobiano como el agente de primera eleccién para el tratamiento de la
infeccién urinaria no complicada causada por enterobacterias’?.

Fosfomicina también esta disponible para su uso en veterinaria desde hace mas de 40
afos, pero su uso en Europa es muy escaso, siendo mas comun en paises de centro y

Sudamérica’?.

1.5.2 Caracteristicas moleculares

La fosfomicina es un analogo del fosfoenolpiruvato (PEP). La molécula es sencilla e
hidrosoluble, con un peso molecular de 138 Da, uno los mas bajos en lo que a
antimicrobianos se refiere. Sélo consta de tres atomos de carbono, uno de ellos unido
al de fosforo sin puente de oxigeno intermedio. Su actividad antibacteriana se debe a
su enlace epoxi. La molécula es estable en un intervalo de pH de 4 a 11, con una

actividad 6ptima a pH 6,2. La sustitucion de los dos atomos de hidrégeno del radical
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fosférico por otros de sodio o de calcio da lugar a la sales disddica, para su uso
parenteral, o a la sal cdlcica, para su uso oral. Una formulacién galénica posterior une
la molécula a una base orgénica (tris-hidroximetil-aminometano) para aumentar su
biodisponibilidad, dando lugar al trometamol o trometamina’3.(Figura 4)

No pertenece a ninguna familia de antimicrobianos puesto que no esta relacionado

quimicamente con ningun de ellos.

Icl) HO
_on to . o e HSCVP:EH H N &
H.Cq ’P\OH HQC\W/P\O Ca HSC\W,P\O o' ¥ 3
o} o] o} HO
Fosfomicina célcica disodica trometamol

Figura 4: Formulacién de la fosfomicina (acido (-)cis -1,2-epoxi-propil-fosfénico) y sus

formulaciones (calcica, disddica y trometamol)”3

1.5.3 Mecanismo de accion

La fosfomicina es un antibidtico bactericida que inhibe el paso inicial de la biosintesis
del peptidoglicano de la pared celular en procariotras. Se une a la enzima UDP-N-
acetilglucosamina-3-0-enolpiruvil transferasa (MurA), mediante competicion con su
sustrato, el fosfoenolpiruvato (PEP). Esta enzima es la encargada de catalizar la
primera etapa de la biosintesis del heteropolimero de peptidoglicano en el paso previo
a la incorporacion de PEP a la uridin-difosfo-N-acetilglucosamina (UDP-NacGlu) para

74 Fosfomicina se une

originar el acido uridin-difosfo-N-acetilmuramico
covalentemente con el centro activo de MurA mediante un enlace tioéter con el
residuo de cisteina 115 (Cys115)7>~"7. La cristalizacién de MurA de E. coli unida a UDP-
NacGlu y a fosfomicina reveld que la molécula se une a Cys115 formando interacciones
electrostdticas estrechas entre los tres residuos conservados de MurA (Lys22, Arg120y

Arg397) y el grupo fosfonato del antibidtico’® 7. (Figura 5)
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(a) OH

2 OH o]
OPO5“" e} MurA HO
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O - UDP COO -~
PEP UDP-GIcNAc Enolpyruvyl UDP-GIcNAc
(b) HaC OH

HiC O PO, >—<
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2-
PO4

Figura 5: a) Reaccidn catalizada por MurA. b) Reaccién entre fosfomicina y el residuo

Cys115 de MurA, la cual produce una inactivacién de la enzima’8.

Pero para poder realizar su accidn, la fosfomicina previamente ha de llegar al
citoplasma de la bacteria, ya que es alli donde se localiza MurA. Se han descrito dos
proteinas trasportadoras de membrana del tipo major facilitator superfamily capaces
de introducir el antimicrobiano dentro de la bacteria: un transportador de L-alfa-
glicerol (GlpT) y uno de hexosas-6-fosfato (UhpT)®. GIpT es el transportador principal
de glicerol 3-fosfoato (G3P) en E. coli.® (Figura 6)

La expresion de los genes de ambos transportadores necesita de la presencia de AMP
ciclico (AMPc) asi como del complejo receptor de AMPc (CRP)®2 junto con un complejo
sistema de regulacidn que serd explicado mas detalladamente a continuacion.

El antibidtico actia sobre las bacterias en su fase de crecimiento ya que es en ese
momento cuando se sintetiza la pared y no interfiere en las reacciones que requieren

PEP de las células eucariotas’3.
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MEMBRANE GlpT

UDP-N- (—@ UDP-N-

Acetyl Acetyl-

’g glucostayn';me y = glucosamine

Cell growth

A No Fosfomycin B  Fosfomycin

Cell death

Figura 6: A) Representacion del mecanismo de accidén de MurA en la formacién del
peptidoglicano de membrana durante el crecimiento bacteriano. B) Fosfomicina (F)
entra en la bacteria a través de cualquiera de los transportadores (GlpT y/o UhpT) y se

une a MurA, bloqueando su actividad®.

1.5.4 Mecanismos de resistencia

1.5.4.1 Resistencia intrinseca a fosfomicina

Existen algunas bacterias que son intrinsecamente resistentes a fosfomicina. Hasta la
fecha, se han descrito principalmente dos mecanismos. El primero es un cambio
aminoacidico en MurA que afecta a la cisteina a la que se une el antibiético (Cys115)
por un aspartato. Esta mutacion genera una proteina completamente funcional, pero
insensible al antibidtico. Algunas bacterias que presentan esta secuencia son
Chlamydia spp®, Mycobacterium tuberculosis y Vibrio fischeri®*®>.

El segundo mecanismo es la utilizacién de manera natural de una via de reciclaje del

peptidoglicano en vez de su creacidon de novo (en la que interviene MurA). De esta

manera, la diana de fosfomicina no interviene en la sintesis de la pared y por lo tanto
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estas bacterias presentan una resistencia inherente al antibidtico®®. Esta ruta de

sintesis de peptidoglicano se ha descrito en Pseudomonas putida®’.

1.5.4.2 Genes cromosoémicos relacionados con la resistencia a fosfomicina

La adquisicion de resistencias a fosfomicina se podria obtener tedricamente con
cualquier mutacién que dificulte la unién del antibiético con su diana. Esto se puede
conseguir evitando o reduciendo la entrada de este en la bacteria o modificando su

estructura para que reduzca su afinidad por MurA82,

Reduccién de la permeabilidad a fosfomicina

Los mecanismos clasicamente relacionado con la resistencia a fosfomicina son las
alteraciones de sus transportadores, UhpT y GlpT7488,

GlpT es un transportador que incorpora glicerol 3-fosfato (G3P), mientras que UhpT
incorpora hexosas-fosfato como la manosa 6-fosfato®, glucosa 6-fosfato (G6P),
fructosa 6-fosfato y L-gliceraldehido 3-fosfato®°.

Ambos transportadores pertenecen al grupo de las major facilitator superfamily, y son
transportadores de membrana que a la vez que incorporan sus sustratos, expulsan un
fosfato inorganico fuera de la bacteria®-°%. La expresién de ambos transportadores es
inducida por sus sustratos y requiere la presencia del complejo AMPc-CRP.

Multiples estudios demuestran que cepas con sensibilidad reducida a fosfomicina no
son capaces de crecer en medios con una sola fuente de carbono (G3P en el caso de
cepas deficientes en el trasportador GlpT y hexosas como G6P en aquellas deficientes
en UhpT)*?

Ademads, se ha observado que la adicion de G6P al medio en el que se realiza el
antibiograma induce sensibilidad en cepas resistentes deficientes en GlpT, ya que se
induce un amento en la transcripcién del otro trasportador de fosfomicina (UhpT)®3.
Este sesgo estara siempre presente a la hora de interpretar los resultados de
sensibilidad a este antibidtico ya que la adicién de G6P es obligatoria si se siguen los
protocolos estandarizados de las técnicas de sensibilidad®*°>

En E. coli podemos encontrar ambos transportadores participando en la incorporacion

de fosfomicina al citoplasma celular, pero en el caso, por ejemplo, de P. aeruginosa
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Unicamente se encuentra presente la permeasa GlpT, produciéndose resistencia a
fosfomicina con solamente la inactivacion de este transportador®,

El mejor ejemplo de la importancia de estas permeasas en la resistencia a fosfomicina
es el paradigma de Listeria monocytogenes. Esta especie es incapaz de incorporar el
antibidtico in vitro y en consecuencia es resistente. Sin embargo, in vivo, el regulador
central de virulencia PrfA induce el factor de virulencia Hpt, una permeasa de G6P que
también puede ser utilizada por fosfomicina para entrar en la bacteria, sensibilizandola
a fosfomicina®’.

Pero no uUnicamente la presencia o ausencia de los transportadores afectan a la
resistencia a fosfomicina. Ambas permeasas estdn bajo un complejo sistema de
regulaciéon en el que intervienen numerosas proteinas, muchas de ellas implicadas

también en procesos relacionados con el metabolismo de azucares de la bacteria.

Regulacion del sistema GlpT

La estructura de GlpT de E. coli presenta dos dominios conectados por un largo bucle
central en el que encontramos el agujero para la translocacién del sustrato®®°°. La
parte transmembrana de transportador estd constituida por 12 a-hélices con una
estructura muy conservada entre todas las permeasas de G3P, La unién de
fosfomicina a GIlpT ha sido caracterizada en proteoliposomas por Santoro y
colaboradores, mostrando como la droga compite por el sitio de unién del sustrato
natural de GlpT y una vez unida es transportada al interior de la membrana®®. (Figura

7)

Figura 7: A) Estructura de GIpT, representacion en lazos: dominio N-terminal de la
proteina coloreado en verde y el C-terminal en rosa. Se representa una molécula de
G3P saliendo al espacio citoplasmatico y una molécula de fosfato inorgdnico entrando

al poro del transportador®.
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Debido a la importancia del G3P para el metabolismo de las bacterias, su transporte a
través de la membrana interna de las procariotas estd fuertemente regulado por varios
mecanismos, muchos de ellos con funciones redundantes. El primer punto de control
es el reguldn glpT, formado por 5 operones, el cual controla el ratio glicerol/G3P2, E|
gen glpT esta situado dentro de uno de estos operones (g/pCBATQ.). La transcripcion
del gen glpT estd reprimida por el represor GlpR (codificado en el operén glpEGR).
GlpR es capaz de unirse cerca del promotor de glpT, inhibiendo su transcripcion.
Mutaciones en glpR hacen que aumente la trascripcidn del transportador®:192,

En E. coli, la expresidon de GlpT esta inducida por G3P en condiciones aerobias y
requiere del complejo CRP-AMPc, mientras que en anaerobiosis se reprime por la
presencia de nitratos, glucosa y la mutacion en fnrl93:104,

De manera indirecta, también se ha comprobado que los productos finales de la
biosintesis de lipidos y de la glicolisis participan en la regulacién de glpT inhibiendo su

transcripcion'®, asi como los niveles de fosfato inorganico°®.

Regulacion del sistema UhpT

UhpT es un transportador de hexosas fosfato responsable de la entrada de G6P. Las
cepas resistentes a fosfomicina, incapaces de crecer en medios definidos con G6P
como Unica fuente de carbono, portan mutaciones de pérdida de funciéon en los genes
que activan al trasportador o en el propio transportador uhpT*°7:1%8,

De igual modo que el transportador GlpT, UhpT es un mondmero con doce hélices alfa
en su dominio transmembranal®. En la regulacién de la expresion de uhpT interviene
un sistema de dos componentes (uhpB y uhpC) y una kinasa (uhpA). Por lo tanto, la
inactivacion de cualquiera de estos genes provoca la no expresiéon del transportador, y
por lo tanto, disminucidn de la internalizacién de fosfomicinal®’. UhpC es una proteina
integral de membrana capaz de detectar la G6P en el medio y activar UhpB, una
proteina histidina-kinasa que forma parte de un sistema de dos componentes junto
con UhpA. UhpB, mediante un sistema His-a-Asp fosforil-tranferasa, afiade un fosfato a
UhpA. Una vez fosforilado, UhpA es capaz de unirse al promotor de UhpT,
promoviendo la trascripcion del trasportador®?110.111,

Ademads, la represién catabdlica de la bacteria, a través del complejo CRP-AMPc

también regula positivamente la transcripcion de UhpT2113, (Figura 8)
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Figura 8: Representacion esquematica del funcionamiento y la regulacion de los dos

sistemas de transporte de fosfomicina (GlpT y UhpT)%?

Papel del AMPc en la regulacion de los transportadores GlpT y UhpT.

Como hemos visto en los apartados anteriores, los niveles de AMPc son importantes
en la regulacion de ambos transportadores de fosfomicina, por lo que alteraciones que
produzcan variaciones en los niveles de AMPc también se relacionan con resistencia al
antimicrobiano. Se han reportado disminuciones en los niveles de AMPc intracelular
como consecuencia de mutaciones en el gen cyaA, el cual codifica para la enzima
adenilato ciclasa (AC), encargada de sintetizar el AMPc!4,

Del mismo modo, también se han relacionado mutaciones en el gen pts/ (el cual que
interviene en la ruta metabdlica de la represién catabdlica del carbono (CCR)), con la
modificacion de los niveles de AMPc y la consecuente resistencia a fosfomicina®%11>116,
El dominio EIIA del transportador de glucosa (EIIAGIc) es la unidad central de
procesamiento de la ruta CCR en E. coli. Cuando se fosforila, EIIAGIc puede activar la
enzima AC produciendo la sintesis de AMPc.

Las elevadas concentraciones de AMPc desencadenan la formacién de complejos CRP-

AMPc los cuales se unen a los promotores de los genes catabdlicos, activandolos, y

aumentando la transcripcion de los genes glpTy uhpT?2.
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El gen pts/ codifica para la proteina El, que fosforilara a HPr (proteina de histidina) que
a su vez acabara fosforilando a ElIAGIc.

Una vez ElIAGIc se encuentra fosforilado, puede o bien participar en la activacién de
genes catabdlicos como consecuencia de su unién a la enzima AC o bien, si la bacteria
se encuentra incorporando azucares al citoplasma mediante si el sistema
fosfoenolpiruvato-carbohidrato fosfotransferasa (sistema PTS), al no ser necesaria la
activacion de los procesos catabdlicos, el fosfato de EIIAGIc en vez de activar AC sera
utilizado para fosforilar los azlcares incorporados!*®. (Figura 9) En su estado no
fosforilado, ElIAGIc no puede activar AC, en cuyo caso, EIIAGIc se unird e inactivard

enzimas metabdlicas y transportadores de fuentes de carbono secundarias.

Activation of the bgl operon Cell membrane
=0

ATP
CAMP ) cAMP
}

Factor x

NSNS

Activation of catabolic genes

Figura 9: Representacion del sistema de represién de genes cataliticos en E. coli'*3.

Mutaciones en la diana murA

Las modificaciones en la diana de fosfomicina aparecen raramente en aislados clinicos,
y no se ha descrito ninguna hasta la fecha que afecte a su centro activo. Mutaciones
como Asp369Asn y Leu370lle se sugieren como posibles origenes de una sensibilidad
disminuida a fosfomicina, ya que son residuos muy conservados que pueden interferir
en la unidn del PEP a MurA, y por consiguiente, también en la unién del antibidtico®2.

Por otro lado, la sobreexpresiéon de MurA en E. coli, también ha demostrado ser
causante de una disminucion en la sensibilidad a este antimicrobiano, aunque a costa

de disminuir el fitness bacteriano®’.
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En microrganismos Gram-positivos también se han encontrado mutaciones en MurA.
Por ejemplo, en un estudio en el que se secuenciaron 96 cepas de S. aureus resistentes
a meticilina, se encontraron 7 mutaciones en MurA, pero solamente una de ellas (la
cual se traducia en un coddén de parada) se encontraba en una cepa resistente a

fosfomicinalls,

1.5.4.3 Mecanismos plasmidicos de resistencia

La resistencia plasmidica es aquella en la que el determinante de resistencia es
transmisible entre microorganismos mediante plataformas genéticas. Estos
determinantes de resistencia para fosfomicina son enzimas capaces de modificar la
estructura del farmaco haciéndole perder su actividad®®. En el caso del agente
antimicrobiano que nos ocupa, muchas veces esas mismas plataformas también llevan
mecanismos de resistencia para otros antimicrobianos®®!%°,

Las enzimas modificantes de fosfomicina se clasifican principalmente en dos grandes
grupos:

metaloenzimas (FosA, FosB y FosX) y enzimas tipo quinasa (FomA y FomB) (Figura 10).
Las metaloenzimas abren el anillo epdxido de la fosfomicina ayudandose de un
cofactor metdlico (ion manganeso, magnesio o potasio) y afaden diversos sustratos
(glutatidn, bacilitiol o agua) que hacen que la molécula pierda su actividad*?°.

Las proteinas Fos muestran una homologia muy alta de secuencia, con pocos residuos
de diferencia entre ellas. Estas pequenas variaciones son las que confieren las
diferencias cataliticas de cada subclase®. Estdn relacionados evolutivamente y forman
un grupo de enzimas relacionadas con la glioxalasa |, metilmalonil-CoA epimerasa y
extradiol dioxigenasas, todas ellas miembros de la misma superfamilia de
metaloenzimas y comparten un pliegue estructural comun que proporciona un
entorno de coordinacién metalico muy versatil, mediando la catalisis de un conjunto
muy diverso de reacciones!?!,

FosA fue la primera enzima de este grupo descrita. Se trata de una glutation-S-
transferasa encontrada originalmente en un plasmido de S. marcescens'?%123,
Posteriormente se aislé en un plasmido conjugativo de multirresistencia procedente

de aislados clinicos de enterobacterias residiendo en el transposén Tn292112412> FosA
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necesita Mn?* como cofactor para inactivar la fosfomicina afiadiendo una molécula de
glutatién al anillo oxirano del antibidtico, produciendo asi su inactivacién'?®. Ademas,
también requiere K* para una actividad 6ptima, ya que la activacion de la enzima es
100 veces mayor cuando este cation monovalente se une al centro catalitico'?’. El
analisis funcional de la secuencia FosA ha revelado varios residuos implicados en la
union del sustrato y ligando a los iones Mn?* y K* que son esenciales para la actividad
enzimatical?®.

Otras enzimas plasmidicas glutation-S-transferasa relacionadas (tipo FosA) son FosA3,
FosA4, FosA5 y FosC2112,

FosB es una tiol-S-transferasa que también confiere resistencia a fosfomicina. Se
detectd por primera vez en un plasmido de Staphylococcus epidermidis y
posteriormente se ha detectado en pldsmidos de muchas bacterias Gram positivas
como Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, S. aureus, S. epidermidis y E.
faecium*?9:130,

FosB se caracterizé inicialmente como una L-cisteina tiol transferasa Mg?* dependiente
gue catalizaba la adicidon de un grupo tiol utilizando L-cisteina como un sustrato
donante!3!. En contraste con FosA, FosB no muestra dependencia de metales
monovalentes. En el trabajo de Gaballa y colaboradores se sugiere que el bacillitiol
podria ser el donador de tiol in vivo para FosB!32, El andlisis cinético posterior de FosB
de S. aureus ha confirmado que la enzima es una tiol S-transferasa dependiente de un
metal divalente y que el bacillitiol es el sustrato tiol preferido por la enzima en
condiciones fisioldgicas!®.

Las hidrolasas del tipo FosX son una subfamilia de las enzimas relacionadas con FosA 'y
FosB, compartiendo 30%-35% de identidad de secuencia con ellas’**. Enzimas
homdlogas a FosX han sido identificados en el cromosoma de varios microorganismos
como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum y Brucella melitensis. FosX es un
hidrolasa Mn?* dependiente que cataliza la hidratacion de la fosfomicina®®®. La enzima
media la adicion de agua a la posicion C1 del antibiético, rompiendo el anillo de
oxirano y utiliza 4cido glutdmico como catalizador de la reacciéon®3>,

Los microorganismos productores de antibidticos suelen asociar los genes biosintéticos
a los genes de resistencia con el fin de protegerse ellos mismos de los efectos nocivos

de los antibidticos que generan. Los productores de fosfomicina tienen quinasas
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antibidticas no relacionadas con las metaloenzimas Fos que modifican y desintoxican el
antibiotico dentro de la bacteria. En Streptomyces spp., dos quinasas de fosfomicina
modifican secuencialmente al antibidtico en presencia de ATP y Mg?* FomA convierte

fosfomicina en fosfomicina monofosfato, mientras que FomB produce difosfato

fosfomicina utilizando la forma de monofosfato como sustrato3137,

/ Metalloenzymes

T_

e}

\\>P OH
-0

Fosfomycin
o Y FosA >_<
/ \ Glutathione, Mn2+, K* GS
O HS.
™~ P H
70/ N\ HoOC N N._-COOH
0 ) OH, 0 o f‘J*
g OH
FosB _O/
- Bacillithiol, Mg+
FomA FomB CH HSB
0
ATP, Mgz" ATP, MgZ+ g‘&\l OH
H,N 7}201—1
o} o] o Ho ° 'OH
-0 /A\ O A Q‘g:c,\lw 0 o
T \/ P ‘\\FL OH
O—/ \ . o> \O* FosX _ O/
\P ? 0*\ P H,0, Mn2*
o= T~ 2l HO
/ \O_ é o-
HO o
0=P__
Kinases / o
HO

Figura 10: Principales mecanismos enzimaticos de resistencia a fosfomicina®?®.

1.5.5 Espectro de accion y epidemiologia de la resistencia.

Fosfomicina es un agente antimicrobiano de amplio espectro que muestra una
excelente actividad bactericida frente a un amplio rango de microorganismos tanto
Gram-positivos como Gram-negativos, incluyendo aquellos que presentan
multirresistencias'3®.

Los microorganismos que estan clasificados como intrinsecamente resistentes a
fosfomicina seguin el comité CLSI y por lo tanto no seria necesario testar su sensibilidad
frente al antimicrobiano son A. baumannii/A. calcoaceticus complex, Burkholderia
cepacia complex y Stenotrophomonas maltophilia del grupo no-enterobacterias, y

Staphylococcus saprophyticus y Staphylococcus capitis dentro de los Gram-positivos!®®.
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El comité EUCAST afnade a esta lista Corynebactrium sp. como género intrinsecamente

resistente a fosfomicinal4C.

Actividad frente a Gram-positivos

S. aureus es habitualmente sensible a fosfomicina, manteniéndose en un rango de
33.2%-100% (frecuencia de 91.7%) segun los diferentes trabajos®2. La sensibilidad a
este antimicrobiano es similar en los S. aureus resistentes a meticilina (SARM). Se ha
calculado una CMI modal de 1 pg/ml aunque en este ultimo grupo es en el que se
encuentran los valores mas altos!2.

Fosfomicina también es activo in vitro frente a la mayoria de Enterococcus faecalis
incluyendo las cepas vancomicina resistentes (VR) y que por lo tanto tienen menos
opciones terapéuticas, con una CMI modal de 32-64 pug/ml'4l. De manera general, se
calcula que el 30-100% de las cepas de Enterococcus spp. son sensibles a fosfomicina, y
no parece haber relacion entre la resistencia a este farmaco y ser VR®%:142.143,

En un estudio americano con aislados de enterococo de origen urinario se observé una
sensibilidad a fosfomicina del 90,6%, puntualizando que existen diferencias de
resultado segun la metodologia que se utilice*4.

En un estudio hecho en Grecia sobre un total de 1.847 aislados Gram-positivos de
origen no urinario se observd un 69,1% de resistencia a fosfomicina. Si analizamos los
resultados por especies se determind que 416 de 419 (99.3%) S. aureus eran sensibles,
incluyendo 129 de 130 S. aureus resistentes a meticilina (SARM) mientras que
Unicamente 745 de 961 (77,5%) de los estafilococos coagulasa negativa presentaban
sensibilidad a fosfomicina. De los 42 Streptococcus pneumoniae, 64 Streptococcus
pyogenes y 93 otros Gram-positivos, el 61,9%, 40,6% y el 48,4% respectivamente,
fueron sensibles a fosfomicina®®.

La actividad de fosfomicina frente a S. pneumoniae se ha evaluado en dos estudios,

dando valores de sensibilidad del 61,9% y del 100%%214>,

Actividad frente a Gram-negativos y Gram-negativos multirresistentes

Fosfomicina tiene una excelente actividad frente a enterobacterias. En Europa, se

calcula una tasa de resistencia global para enterobacterias inferior al 1,5%4°.
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Para E. coli se han detectado porcentajes de sensibilidad que oscilan entre el 81 y
100%, dependiendo sobre todo del area geografica de la que provengan los
aislados®2147.148 | 3 CMI suele ser baja, por debajo de 2-4 pg/mi**°. Es en Asia donde
actualmente se reportan valores mas altos de CMI, llegando a presentar valores de 128
pg/mit>%151 Aunque en la actualidad no se ha realizado estudios con la suficiente
potencia como para determinar la diseminacidon real de la resistencia en este
continente, un trabajo reciente realizado en 20 hospitales en China se determind que
el 80.2 % de los aislados resistentes a fosfomicina eran portadores del gen fosA3>2,

En Espaiia, la resistencia a fosfomicina en E. coli sigue siendo muy baja. En un estudio
realizado en Aragdén, se determind el porcentaje de resistencia en aislados
procedentes de infeccidn urinaria comunitarias, que fue de 2,29% en 2011, 2,42% en
2012 y 3,65% en 2013%%3, En Galicia el porcentaje de resistencia oscila entre 1,8 y 5%
segln un estudio en el que participaron 9 hospitales de esta comunidad. Los ratios mas
elevado de resistencia se encuentran entre los varones mayores de 75 afios'®*. En
poblacién pediatrica, los resultados de sensibilidad son muy altos (99-100%) incluso en
E. coli BLEE>>156,

K. pneumoniae es mas frecuentemente resistente a fosfomicina que E. coli en la
mayoria de las series, variando la sensibilidad entre un 15 y un 100% con una media
del 83,8%°%2. La sensibilidad en paises en vias de desarrollo es ligeramente inferior
respecto a la observada en paises del primer mundo (82,4% vy 87,4%
respectivamente)®?.

Otras enterobacterias como Proteus spp, y Enterobacter spp. presentan porcentajes de
sensibilidad mas bajos, llegando al 50% y 75% respectivamente segun algunos
estudios®#147.157 En Citrobacter spp fosfomicina suele tener mas actividad, alcanzando
el 92.8% de sensibilidad en el dltimo estudio realizado en Grecia®>®.

Para P. aeruginosa y S. maltophilia la CMI suele estar alrededor de 64 pug/ml, por lo
gue la sensibilidad variard segun los puntos de corte utilizados. A. baumannii y M.
morganii son normalmente resistentes a fosfomicinat3144,

La sensibilidad a fosfomicina entre las capas productoras de BLEE tipo CTX-M es mayor
en E. coli que en K. pneumoniae calculdndose ratios de sensibilidad para el primero de
86-100%*°. Estos resultados son mejores a los que se obtienen con otros farmacos

como nitrofurantoina, ciprofloxacino o trimetoprim-sulfametoxazol4?.
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En una revision de 17 estudios, en la que se evalué la actividad de fosfomicina para el
tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias productoras de BLEE, 11 de
los estudios reportaron al menos un 90% de sensibilidad a este antimicrobiano en sus
aislados®.

Un posible nuevo uso para fosfomicina es en el tratamiento de las infecciones
causadas por enterobacterias resistentes a carbapenémicos. Existen estudios que
demuestran que la mayoria de cepas de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas son sensibles a este antimicrobiano. Aunque los ratios de sensibilidad
son variables segun los trabajos (67-93%) la mayoria de ellos coinciden en su potencial
uso, sobre todo en forma de tratamiento combinado9-162,

En un estudio llevado a cabo en 2017 en Turquia para conocer la sensibilidad a
fosfomicina de aislados clinicos multirresistentes se concluyé, que el 20,7% de cepas
productoras de BLEE eran resistentes con frecuencias del 9,5% para E. coli, 28% para
Enterobacter spp., 35,7% para Klebsiella spp. y 50% para Morganella spp. Ademas, el
72,2% de las cepas extremadamente resistentes y el 61,1% de las resistentes a

carbapenémicos fueron resistentes®3,

Epidemiologia de la resistencia plasmidica a fosfomicina

La resistencia plasmidica mas prevalente es la variante genética fosA. Principalmente
se asila en cepas de E. coli, tanto de origen clinico, ambiental asi como de animales de
granja y de compafiia, siendo Japodn, China y Corea del Sur los paises que han
reportado el mayor nimero de cepas con este mecanismo de resistenciat®4167,

El 7,8% de los aislados clinicos de E. coli recogidos en 20 hospitales geograficamente
dispersos en China entre julio de 2009 y junio de 2010 no eran sensibles a la
fosfomicina. De éstos, el 80% portaba el gen del fosA3, presumiblemente en un
plasmido conjugativo®?2. En otro estudio mas reciente del mismo pais se describe una
tasa de resistencia a fosfomicina del 60,8% en los aislados productores de KPC y del
12,5% en los productores de BLEE. Un 34% del total de aislados KPC portaban también
fosA3'5L, Pero lo méas alarmante es que fosA3 y blakeca se encontraron co-localizado en
el mismo plasmido, al que se denomind pFOS18, por lo que indicaria una posible

151

diseminacidon conjunta de ambos mecanismos de resistencia'>!. También se ha
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encontrado fosA3 en plasmidos CTX-M de E. coli en Japdn, flanqueados por elementos
1S26168,

Aunque el problema de la resistencia a fosfomicina mediante determinantes
plasmidicos es ya un problema grave en Asia, debido a la gran cantidad de personas
gue viajan a esas zonas y la cantidad de importaciones de distintos productos que
realizan, es esperable que en los préximos afos acabe siendo un problema de
resistencia a nivel mundial. De hecho, ya se ha detectado un caso de resistencia a
fosfomicina mediada por fosA3 en una paciente de Pensilvania, USA, sin ningun
precedente de viaje a esa zona. Los autores especulan sobre la posibilidad de la
presencia de estos plasmidos en productos alimentarios importados de esas regiones
puesto que, es en animales de granja donde mds se ha detectado este tipo de
resistencial®”16%179 Se han encontrado hasta la fecha muy pocos aislados en Europa

que porten fosA3Y71172,

1.6 Aparicion de resistencias a fosfomicina in vitro e in vivo

Desde su descubrimiento, fosfomicina se ha relacionado con una rdpida aparicién in
vitro de resistencia. En un estudio llevado a cabo en 1977, en el que se evaluaron un
total de 109 aislados clinicos, se determind que solamente el 7,3% de ellos no
desarrollaban resistencia a fosfomicina in vitro. Ademas, el 50% de estos aislados

tenian una alta frecuencia de mutacion, de entre 1x107 a 1x10°® bacterias'’3.

Sin embargo, no se observa este mismo fendmeno in vivo, puesto que a pesar de su
uso en clinica, sin tener en cuenta la resistencia plasmidica, los porcentajes de
sensibilidad se mantienen generalmente estables en los paises en los que se utiliza. No
existe una explicacidn Unica ni sencilla a este fendmeno. Nilsson y colaboradores
modelaron matematicamente la probabilidad de desarrollar resistencia a fosfomicina
en vejiga durante el tratamiento!’4. El modelo muestra que durante un episodio tipico
de infeccion urinaria, la probabilidad de desarrollar resistencias es alta. Sin embargo, si
esta resistencia viene asociada a una reduccion en la tasa de crecimiento de los
aislados, la probabilidad de desarrollar resistencia disminuye rapidamente puesto que
estas cepas serdn eliminadas por la orina antes de poder establecer la infeccién. Para

determinar si la resistencia a fosfomicina provoca dicha reduccidn en el fitness
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bacteriano, estos mismos autores seleccionaron un conjunto de cepas resistentes de
origen clinico y otras generadas in vitro. Al caracterizar las mutaciones encontradas in
vitro e in vivo se encontraron diferencias. La resistencia en los mutantes generados in
vitro fue causada por mutaciones en ptsl, cyaA, glpT, uhpA / T, mientras que no se
encontraron mutantes cyaA o ptsl in vivo. Sin embargo, todas las mutaciones causaron
una disminucién de la tasa de crecimiento tanto en medio de laboratorio como en

orina, independientemente de la ausencia o presencia de fosfomicina'’4.

En un trabajo previo realizados por nuestro grupo, se utilizé un modelo dinamico de
infeccion mediante el sistema de hollow-fiber para simular distintas dosificaciones
humanizadas de fosfomicina frente a una cepa clinica de E. coli BLEE con CMI 1 pg/ml.
En el trabajo, se observd, que pese a existir una reduccidn en la carga bacteriana al
inicio del tratamiento, aparecieron mutantes resistentes a fosfomicina con los

regimenes de dosificacién de 12, 15, y 18 g/dial’>. (Figura 11).
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FIG 3 Dose range-finding for suppression of development of fosfomycin-resistant mutants and fractionation studies with strain Ec46 (MIC, I mg/liter).
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Figura 11: Estudios de rangos de dosificaciones para la supresién de la aparicion de

mutantes resistentes. Cepa de E. coli con CMI 1 pg/ml*7>,

Otra hipodtesis utilizada para explicar la discordancia entre la resistencia in vitro y la in
vivo son variaciones en la virulencia de la bacteria relacionadas con la adquisicion de la
resistencia. Se ha visto que cepas resistentes a fosfomicina presentan una disminucién
en la capacidad adhesidon que pueden ayudar a prevenir el establecimiento de la

infeccién tanto en vejiga como en catéteres!’®.

A todo esto se he ha de sumar el hecho de que fosfomicina se acumula en la vejiga
para su eliminacién. Esto hace que la concentracion del farmaco aumente
sustancialmente, produciendo una eliminacién rdpida del inéculo bacteriano e
impidiendo la seleccion de mutantes resistentes. Como ademds la principal indicacion
de este antimicrobiano es para el tratamiento de este tipo de infecciones, podria ser
una explicacién para la alta tasa de éxito de este tratamiento cuando el

microorganismo causante es E. coli'”’.

Es en el caso de infecciones causadas por P. aeruginosa donde se han reportado
mayores tasas de fracasos terapéuticos (7-20%)’8. Un estudio reciente ha mostrado la
tendencia in vitro de 59 cepas de P. aeruginosa con CMI <64 pg/ml a adquirir
resistencia a fosfomicina tras estar en contacto con el antimicrobiano, aun en el caso

de indculo bacteriano bajo?’°.

La mayoria de ensayos clinicos que han evaluado el tratamiento con fosfomicina lo han
hecho en infeccion urinaria, en regimenes de una sola dosis, y si aparece resistencia a
fosfomicina suele ser principalmente en aislados de P. aeruginosa, Proteus spp.,

Klebsiella spp. o Enterobacter spp*’8.

Recientemente, se ha publicado una revision sistematica y metaanalisis en que se
evalud el uso de fosfomicina intravenosa®®. En este trabajo se calculé un porcentaje
medio de aparicion de cepas resistentes durante el tratamiento del 3,4%, el cual se
parece al encontrado para otras clases de antimicrobianos como penicilinas,
aminoglucdsidos o carbapenémicos. Esto confirma la alta discrepancia entre los

resultados de aparicion de resistencia in vitro e in vivo'&,
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1.7 Uso clinico de fosfomicina

En la actualidad, la Agencia espafiola del medicamento y productos sanitarios (AEMPS),
ha autorizado el uso de fosfomicina-trometamol para el tratamiento de las infecciones
agudas no complicadas del tracto urinario inferior (como cistitis y uretritis no
gonocdcica), producidas por microorganismos sensibles a la fosfomicina y como
profilaxis de infecciones urinarias después de una intervencién quirdrgica y de
practicas transuretrales diagndsticas.

Con una biodisponibilidad de fosfomicina trometamol oral de 34-58%'2! |a dosificacion
utilizada en la mayoria de paises, incluyendo Espafia es de 3 g/dia en dosis Unica®. Aun
y asi, algunos autores recomiendan una dosificacion superior (3 g cada 2-3 dias)'®. Las
evidencias actuales no hacen necesario el ajuste de la dosis en subpoblaciones
vulnerables como mujeres embarazadas, poblaciéon de edad avanzada o pacientes con
disfuncién renal®184  En poblaciéon pediatrica si se recomiendan dosificaciones
inferiores ajustadas al peso del paciente!8>,

Por otro lado, en su forma de sal disédica se encuentra aprobada para su uso por via
intramuscular, tanto en infecciones del tracto genitourinario (pielitis, pielonefritis,
endometritis y prostatitis) como en tracto respiratorio (agudizacién de broncopatias
cronicas) e infecciones de tejidos blandos asi como en profilaxis previa a exploraciones
radioldgicas con sondajes o catéteres.

Finalmente, la sal disédica en su formulacién para administracidon intravenosa, se
encuentra indicada para el tratamiento de infecciones urinarias complicadas
(pielonefritis, hidronefrosis, abscesos renales y prostatitis), ginecolégicas, respiratorias
(broncopatias agudas o crénicas, abscesos pulmonares), del aparato digestivo
(colecistitis, abscesos apendiculares, peritonitis, etc.), postquirdrgicas, septicemias,
endocarditis y meningitis, asi como en profilaxis quirdrgicas en traumatismos abiertos,
cirugia abdominal, cardiovascular, neurocirugia, cirugia en enfermos con alto riesgo
(trasplantes, inmunodeprimidos), hemodialisis o dialisis peritoneal y en grandes

quemados?®,
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Ademas, la formulacion intravenosa, fosfomicina ha demostrado ser de gran utilidad
para el tratamiento de infecciones de piel y partes blandas, asi como para infecciones
intraoculares debido a la excelente difusion del antimicrobiano en humor acuoso?®®.

En los casos de infecciones hospitalarias graves (septicemias, endocarditis, meningitis)
la AEMPS hace la puntualizacién de que es indispensable utilizar la fosfomicina
asociada a otro antimicrobiano para evitar al maximo la seleccién de mutantes
resistentes!®,

En nuestro pais, la posologia y forma de administracién descrita en la ficha técnica de
fosfomicina intravenosa para adultos es de 4 g cada 6-8 horas mediante en goteo de 1
hora.

En casos de insuficiencia renal se mantendrd constante la dosis de 4 g por
administracion, alargando el intervalo entre las mismas en funcidn del aclaramiento de
creatinina.

Sin embargo, las dosis de fosfomicina intravenosa varian considerablemente entre
estudios y paises. En Europa se ha utilizado a una dosis media de 181 mg/kg en
Francia, 182 mg/kg en Alemania y Austria, y 220 mg/kg en Espafia. Normalmente, esta
dosis se divide en 2-3 dosis iguales. Sin embargo, en Japdn, la dosis media es mucha

mds baja, con valores medios de 56 mg/kg por dia'.

1.7.1 Papel de la fosfomicina frente a bacterias multirresistentes.

Existen estudios que demuestran que, pese a que fosfomicina es un buen
antimicrobiano para la resolucion de infecciones urinarias frente a bacterias sensibles,
su uso en monoterapia no es suficiente si se trata de infecciones recurrentes o de
causadas por bacterias multirresistentes en pacientes con comorbilidades
significativas'®” 18, En la actualidad, la pauta habitual de administracion, es en
combinacion, por ejemplo con cefalosporinas, penicilinas, carbapenémicos, colistina o

aminoglucdsidos!®,

Un uso potencial para la fosfomicina intravenosa es el tratamiento de bacterias
multirresistentes como S. aureus resistente a meticilina, enterococo VR o BGN

multirresistentes, ya que, debido a su Unico mecanismo de accién, presenta sinergia
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con una gran cantidad de antimicrobianos y la combinaciéon ha demostrado ser una
alternativa eficaz®®. (Tabla 2).

Segun un metaanalisis publicado en 2017 en el que se evallan los resultados del uso
de la fosfomicina intravenosa en 128 estudios publicados que incluyen mds de 5.527
pacientes, los autores concluyen que no existe diferencia en cuanto a la eficacia clinica
ni microbiolégica en el tratamiento con fosfomicina frente a otros antimicrobianos, a
pesar de que existan varios comparadores (penicilinas, cefalosporinas,
aminoglucdsidos), regimenes de tratamiento e indicaciones'®®, En este estudio se
muestra una alta eficacia frente a A. baumannii si se usa en combinacién con colistina,
a pesar de la poca actividad propia de la fosfomicina frente a este microrganismo.
Actualmente, estd en curso un ensayo clinico controlado aleatorizado multicéntrico
denominado FOREST (EudraCT Number: 2013-002922-21) cuyo principal objetivo es
demostrar la no inferioridad del tratamiento con fosfomicina comparado con
meropenem para la resolucion de bacteriemias de origen urinario causadas por E. coli
BLEE. En este estudio, se compara tanto la eficacia clinica como la microbiolégica y la
seguridad del tratamiento con fosfomicina (4g cada 6h) y de meropenem (1g cada 8h)
como de la terapia dirigida. Se espera que este estudio proporcione la evidencia
cientifica necesaria para utilizar fosfomicina intravenosa con seguridad frente a este

tipo de infecciones!®.
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1.8 Estudios de sensibilidad. Técnicas y limitaciones.

La actividad de un antimicrobiano frente a bacterias se determina mediante la
realizacion de un antibiograma. Los métodos de sensibilidad antimicrobiana tuvieron
un gran desarrollo durante los afios 40. Con la aparicion de numerosas técnicas y
debido al gran avance de las mismas pronto se hizo evidente la necesidad de
estandarizacion. En 1961 la OMS publicé un informe sobre la metodologia oficial para

realizar los estudios de sensibilidad??%1°1,

En la actualidad, existen diferentes técnicas para la realizacién del antibiograma. Las
mas relevantes son: dilucién en agar, microdilucién en caldo y difusién en agar. Es
importante la normalizacidn de todos estos métodos para que los resultados sean

reproducibles entre laboratorios!3°192,

La mayoria de sistemas comerciales que se utilizan en la practica diaria en los
laboratorios de microbiologia son adaptaciones, automatizadas o semiautomatizadas,
de estas técnicas y proporcionan resultados esencialmente equivalentes a los métodos

estandarizados de referencia.

1.8.1 Dilucidn en agar

Este método se describid por primera vez en 1940 y a lo largo de esa década aparecen
numerosas publicaciones en las que esta técnica ha sido aplicada para el estudio de

sensibilidad de diferentes antimicrobianos frente a distintas especies bacterianas'®.

La principal caracteristica de este método es que el antimicrobiano a estudiar se
encuentra diluido dentro del agar de la placa, donde posteriormente se inoculara el
microorganismo a evaluar. Para lograr el rango de concentracidon deseado se prepara
una serie de placas de medio Mueller Hinton agar con concentraciones crecientes en
base 2 (por ejemplo, 1, 2, 4, 8, 16 pg/ml) del antibidtico hasta encontrar la
concentracion minima que inhibe el crecimiento bacteriano. Esta concentracion es
conocida con las siglas CMI y se expresa en pg/ml si se siguen los estandares de
nomenclatura del comité americano CLSI y en mg/L si se siguen los estandares

internaciones de EUCAST. Indculos de multiples microorganismos se pueden aplicar
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simultaneamente sobre la superficie del medio utilizando un replicador de Steers.

(Figura 12)

El dispositivo posee una serie de pinchos que al ser sumergidos en los pocillos que
contienen el inéculo bacteriano depositan un volumen concreto en la placa con el
medio de cultivo. Por un lado, los replicadores con dispensadores de 3 mm de
didmetro colocan aproximadamente 2 pl (rango entre 1-3 pl) en la superficie del agar,
mientras que los que tiene dispensadores mds pequefios de 1 mm, depositan entre
0,1-0,2 ul. La mayoria de los replicadores existentes tienen capacidad para inocular 32-

36 microorganismos, simultdneamente.

Figura 12: Replicador de Steers.

Para la preparacién de una dilucidn en agar estandarizada es necesario el uso de un
indculo inicial de microorganismo a estudiar muy concreto. Para ello, se necesita partir
de una suspension con una turbidez de 0,5 McFarland obtenida de colonias aisladas de
un cultivo fresco (24 horas). Una turbidez de 0,5 McFarland equivale
aproximadamente a 1-2 x 108 unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) de
la mayoria de las especies bacterianas. La concentracion de bacterias final para esta
técnica es de 10* UFC por punto de inoculacién. De esta manera, mediante la
utilizacién de un replicador con pinchos de 3 mm de didametro (2 pl/dispensador) la
suspension 0,5 McFarland se diluird 1:10 en solucidn salina (107 UFC/ml). Por otro lado,
si los dispensadores son de 1 mm (0,1-0,2 pl/dispensador) la solucion de 0,5 McFarland
se emplea directamente.

Una vez inoculadas las placas, estas son secadas a temperatura ambiente e incubadas

a 35+29C por un periodo de 16-20 horas. Transcurrido este tiempo, los puntos
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inoculados en las placas son observados visualmente y se establece la CMI como la
concentracion mas baja que inhibe el crecimiento bacteriano. Esta técnica descarta las
concentraciones en las que solo haya crecido una colonia aislada o en las que aparece
un halo tenue en lugar de la inoculacion®®®,

La técnica de dilucién en agar continta siendo el Unico de método de referencia para
determinar la CMI a fosfomicina, aunque con la peculiaridad de que se requiere la
adicién de 25 pg/ml de glucosa 6-fosfato (G6P) al medio de cultivo'®. Aunque los
comités no lo recogen actualmente, Diez-Aguilar y colaboradores demostraron,
basandose en un trabajo de Castafieda-Garcia y colaboradores®®, que para determinar

la CMI a fosfomicina para P. aeruginosa es indiferente la adicion de G6P, puesto que

este microorganismo no presenta el trasportador especifico utilizado por este azucar.

Aunque también se recomienda esta técnica para determinar la CMI de muchos otros
antimicrobianos no suele utilizarse en la practica clinica al ser muy laboriosa y dificil de

automatizar®>191,

1.8.2 Microdilucion en caldo

La microdilucién en caldo es hoy en dia el método de referencia para determinar la
CMI de la mayoria de los antimicrobianos. Su metodologia estd totalmente regulada y

estandarizada por normativa 1SO 1°2

En esta técnica, al igual que ocurre con la dilucién en agar, se utilizan concentraciones
crecientes de antimicrobiano, que son enfrentadas al microorganismo a estudiar y por
lo tanto se determina la CMI de manera cuantitativa. La diferencia es que en este caso,
el antimicrobiano, se encuentra diluido en un caldo Mueller Hinton Il (cationes
ajustados). Estas diluciones, realizadas igualmente en base 2, son llevadas a cabo en
placas de microdilucidn de 98 pocillos en las que uno de ellos se ha de reservar como
control de crecimiento del microrganismo en ausencia de antimicrobiano y otro para

control de esterilidad del proceso.

El indculo inicial del microrganismo a testar, puede proceder tanto de colonias aisladas

en medio solido como de un caldo de crecimiento. Se parte de una suspension 0,5
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McFarland y se realizan las diluciones necesarias para obtener una concentracion final

de 2-8 x10° UFC/ml por pocillo de microdilucién®.

La interpretacidon de los resultados, que a veces resulta compleja, se facilita tomando
como referencia el crecimiento observado en el pocillo usados como control positivo,

donde se ha de observar una clara turbidez.

Generalmente se acepta un margen de discrepancia aceptable entre ensayos a la hora

de determinar la CMI de 1 una dilucién en base 2. (Figura 13)

Concentraciones de antibidtico (ug/ml): Control  Control

26 128"64 32 wlé' - 5 r:egatio posiivo
Aislado A
Aislado B =
Aislado C / \
Aislado D ‘% \

Aislado G [§& \;“ﬁ;‘\},’“‘\\,‘/“ Nz "O! .

R

YN -y@ \

Figura 13: Resultado de test de sensibilidad por microdilucién en caldo. La CMI de cada
aislado se encuentra sefialada con un circulo rojo. Por ejemplo, para el aislado A la CMI
es de 256 pg/ml, para el B > 256 pg/ml, para el C 64 pug/ml, para el D 128 pg/ml, para
los aislados E, Fy G 64 ug/ml, y para el H >256 pg/ml.

1.8.3 Técnicas de difusion en agar

Estas técnicas se basan en la difusion del antimicrobiano a través del agar de la placa.
El antimicrobiano se presenta normalmente deshidratado y embebido en un disco de
celulosa o en una tira de plastico, segun el método utilizado. El microorganismo (a una
concentracion de 0,5 McFarland) se dispone en la superficie de la placa a modo de
césped, con anterioridad a la colocacién de los discos o tiras. Cuando el antibidtico es

colocado, este difunde y evita el crecimiento del microorganismo, quedando
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delimitada una region de inhibicidn, que sera el dato resultado de estas técnicas. A

continuacion se comentan las peculiaridades de las técnicas mas extendidas:

Disco-placa

Este método se conoce con el nombre de Kirby-Bauer en referencia a los
descubridores del mismo'®419>, En 1975 este método se convirtié en la base de los
estandares de difusién en disco del National Committe for Clinical Laboratory

Standards (NCCLS, actual CLSI), que aun en la actualidad siguen vigentes.

La técnica consiste en depositar, sobre una superficie de agar previamente inoculada
con un microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con una concentracién
conocida de antibiético. Una vez que el disco se pone en contacto con la superficie del
agar, el antibidtico comienza a difundir radialmente a través del mismo formandose un
gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion se observa un
halo de inhibicion alrededor del disco si el microorganismo inoculado no es capaz de
crecer en contacto con el antibidtico. La cantidad de antibidtico sera mayor en las
proximidades del disco, mientras que a mayor distancia de este, menor sera la
concentracion del antibidtico. De esta manera, el diametro del halo de inhibicidn sera
proporcional a la sensibilidad de la bacteria. Los resultados son expresados en

milimetros. (Figura 14)

Figura 14: Antibiograma por disco-difusién. La mediciéon se realiza en milimetros,
contando el didmetro del halo de inhibicién. Por ejemplo, para oxacilina (OX) el halo es

de 24 mm, mientras que para penicilina (P) es de 9 mm.

45



MONICA BALLESTERO TELLEZ INTRODUCCION

El procedimiento, asi como los medios de cultivo, la preparacion del inéculo
bacteriano, la lectura de los halos de inhibicidn y la interpretacion de los resultados se
encuentra estandarizado por parte de las guias internacionales!3®'6, Este método es
facil de realizar, rdpido, barato y reproducible. Sus principales limitaciones son que no
permite conocer el valor de CMI y la necesidad de 18-24 horas para conocer los

resultados.

Método de Epsilon test (Etest)

El E-test se describid por primera vez en 1988 como un nuevo método para determinar
la CMI mediante difusién en placa y fue posteriormente introducido en el mercado en
el afio 1991 tras ser aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de

los Estados Unidos (FDA)%7/1%8,

Esta técnica sigue el mismo principio de difusién en agar del antibidtico, con Ia
peculiaridad de que el antimicrobiano ahora se encuentra dispuesto en un gradiente
sobre una tira pldstica, de manera que la parte superior de esta encontramos una
concentracion mas elevada que la inferior. Este rango de concentraciones es conocido
y viene especificado en la superficie de la tira. Al poner en contacto la tira de E-test con
la superficie de agar se produce de forma inmediata la difusion del antibidtico desde la
tira hacia el agar, credndose un gradiente exponencial de concentraciones del
antimicrobiano. Tras la incubacién de la placa, se observa una zona de inhibicién con
forma de elipse. En el punto donde la concentracién de antibidtico no es suficiente
para impedir el crecimiento de la bacteria inoculada acabara la elipse de inhibicidn. En
el punto donde esa elipse entra en contacto con la tira de plastico es donde se lee el
resultado de esta técnica. El resultado serd la concentracién de antibidtico que se
encuentra a esa altura de la tira, por lo que obtendremos un valor de la CMI. (Figura

15)

Esta técnica se considera una alternativa para el estudio cuantitativo de sensibilidad a
antimicrobianos, que ademas es sencillo, rdpido y tiene una buena correlacion con el
método de referencia, sin embargo el coste de la técnica es mas elevado que la

anterior.
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Elipse de |
inhibicion

- _ CMI = 1 pg/ml

Gradiente
de
antibiético

Figura 15: Antibiograma mediante Etest de ceftolozano/tazobactam (C/T)

1.9 Puntos de corte de sensibilidad/resistencia.

Los puntos de corte de sensibilidad frente a antimicrobianos son esenciales para la
practica diaria de un laboratorio clinico de microbiologia. Estos puntos de corte se
utilizan para clasificar a los patégenos causantes de infeccion entre sensibles vy
resistentes. Dependiendo de la metodologia utilizada, estos puntos de corte se
expresaran como concentracion (mg/L) (si utilizamos técnicas como la microdilucién,
dilucidon en agar o diluciéon en gradiente) o en milimetros de didmetro de la zona de
inhibicidon (si usamos la técnica de disco difusién). En general, todas las técnicas
necesitan de estos puntos de corte para poder inferir sus resultados en criterios de
sensibilidad o resistencia y poder asi orientar el tratamiento clinico'®.

El término sensibilidad o resistencia a un antibidtico es complejo y conlleva un

significado diferente segun si se aplica a un punto de vista microbiolégico o clinico.

1.9.1 Cepas salvajes y no salvajes: la resistencia microbioldgica

Cuando se habla de sensibilidad o resistencia in vitro estos términos tienen una
definicion muy concreta. Una cepa sensible in vitro a un antibidtico es aquella cuyo

crecimiento es inhibido por dicho farmaco a un rango de concentracién concreto. De
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manera opuesta, una cepa es resistente in vitro, si a una determinada concentracién
de antibidtico, no se inhibe su crecimiento y ademds se trata de una concentracién
mayor a la encontrada en la cepa salvaje'®.

Desde un punto de vista puramente microbiolégico no es correcto hablar de
microrganismo sensibles, sino de cepas salvajes (wild type, WT). Se denominan cepas
salvajes aquellas que no presentan mecanismos de resistencia adquiridos frente a un
determinado antibidtico. La resistencia microbioldgica se da en las cepas no salvajes,
ya que poseen mecanismos de resistencia adquiridos o mutacionales frente al
antibiodtico estudiado. La informacién para establecer estos puntos de corte se obtiene
de realizar un nimero entre moderado y alto de veces un test de sensibilidad in vitro
estandarizado con cepas de una misma especie y posteriormente representar la
distribucién de valores de CMI para un antibidtico. Esta metodologia también se ha
utilizado para establecer puntos de corte epidemiolégicos (ECOFF), en los que se
determina un valor de CMI concreto para separar subpoblaciones de una misma
especie entre salvajes y resistentes!%%20,

En las siguientes imagenes se muestran ejemplos de las distribuciones de CMI para
5.117 aislados de E. coli (Figura 16) y 758 de K. pneumoniae (Figura 17) para
fosfomicina segln el comité EUCAST. Estos datos se obtienen al realizar la técnica de
referencia para establecer la CMI (en este caso dilucién en agar) de una coleccién de
aislados de diferentes zonas geograficas. Las graficas representan la frecuencia de
aislados con igual CMI. De esta manera, se establece el ECOFF de E. coli para
fosfomicina en 8 mg/L, y por lo tanto, se considerardn cepas salvajes aquellas que
tengan una CMI < a 8 mg/L. Para K. pneumoniae podemos observar que las
distribuciones de CMI para fosfomicina se mueven un rango de valores mas elevados,
variando entre 0.5 y > 256 mg/L. Este comité no ha establecido un rango de ECOFF

para K. pneumoniae a fosfomicina.
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Figura 16: Distribuciones de CMI a fosfomicina en E. coli. El cambio de color de azul a
blanco delimita el ECOFF de este microorganismo. Figura procedente del European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Data from the EUCAST MIC
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Figura 17: Distribuciones de CMI a fosfomicina para K. pneumoniae. Figura procedente
del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Data from the EUCAST

MIC distribution website.

1.9.2 Sensibilidad y resistencia clinica.

Los puntos de corte clinicos hacen referencia a la concentracién de un antibidtico que
es capaz de predecir la eficacia terapéutica de dicha droga cuando se utiliza para
solventar una infeccion. Para ello contamos con tres posibles categorias:

- Sensible: Cuando la probabilidad de éxito terapéutico al tratar una infeccion

causada por el microorganismo estudiado con un antibidtico determinado a
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una dosificacidn concreta es muy alta. Se clasifican como sensibles utilizando
unos valores de puntos de corte establecidos con una metodologia técnica
estandarizada (CMI o diametro de halo de inhibicion). Hay muchos factores que
pueden afectar a la respuesta clinica de un antibiético frente a un
microrganismo, como por ejemplo la biodisponibiliad del farmaco en el lugar de
la infeccidn, la interaccidon con otros farmacos o las caracteristicas intrinsecas
del propio paciente. Por esta razén, los puntos de corte clinicos pueden ser
variables y modificados en determinadas circunstancias?°%201,

Intermedio: Se clasifica a un microorganismo como de sensibilidad intermedia
a un antimicrobiano cuando no se tiene seguridad del éxito terapéutico del
mismo. Esta clasificacién se utiliza por ejemplo cuando el tratamiento con ese
antibidtico sélo es dptimo si este se concentra en la localizacidon anatémica de
la infeccién o si se usa a altas dosis. Esta categoria también es utilizada para
intentar evitar pequeinas variaciones debidos a las técnicas de laboratorio
utilizadas que podrian llegar a tener grandes repercusiones clinicas al causar
discrepancias de categoria2°%201,

Resistentes: Un microorganismo se define como resistente a un antibidtico
cuando la probabilidad de éxito terapéutico es muy baja. Como se ha
comentado anteriormente, la clasificacién dentro de esta categoria se obtiene
utilizado valores de puntos de corte estandarizados que pueden verse

modificados en determinadas circunstancias clinicas20%.201,

De esta manera, un microorganismo salvaje puede ser o no sensible a un determinado

antibidtico para la resolucién de una infeccién, de la misma manera que las cepas no

salvajes o que presentan alglin mecanismo de resistencia adquirido pueden llegar a ser

eliminadas con determinados antimicrobianos dependiendo de la dosis utilizada o la

localizacion de la infeccion.

1.9.3 Comités internacionales: EUCAST y CLSI

Los puntos de corte que definen la sensibilidad y resistencia para un antimicrobiano,

asi como el desarrollo metodoldgico de las distintas técnicas se encuentran

estandarizadas a través de distintas agencias y comités a nivel nacional como por
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ejemplo, Clinical of Laboratory Standards Institute (CLSI, Estados Unidos), Société
Frangaise Microbiologie (SFM, Francia), British Society for Antimicrobial Chemotherapy
(BSAC, Reino Unido), Deutsches Institut fiir Normung (DIN, Alemania), Comité Espafiol
del Antibiograma (COESANT, Espafia), entre otros. Sin embargo, es cierto que la
mayoria de paises han ido decantdndose en los Ultimos afios por los dos principales
comités a nivel mundial como son EUCAST (Europa) y CLSI (EEUU).

EUCAST es el organismo encargado de la estandarizacion de las metodologias vy
actualizacion de los puntos de corte a nivel europeo y forma parte de la sociedad
ESCMID. Esta financiado por la propia ESCMID, la Unién Europea y los comités para el
establecimiento de puntos de corte de varios paises europeos. EUCAST suministra toda
esta informacién de manera gratuita a través de su pagina web, y se actualiza
anualmente. Otras funciones que también desempeifia este comité es Ila
estandarizacién de las técnicas de sensibilidad a antimicrobianos y el establecimiento
de puntos de corte para los huevos antimicrobianos en desarrollo?09202,

Por otro lado, CLSI se describe a si misma como un grupo internacional, interdisciplinar
y sin animo de lucro que trabajan para el desarrollo consensuado de estandares de
laboratorio con el fin de asegurar la calidad de los resultados de aquellos que los
apliquen de forma voluntaria. Por lo que al establecimiento de puntos de corte se
refiere, la organizacion ha desarrollado y publicado algoritmos en los que se indican los
procedimientos exactos que se han de seguir para determinar la CMI del
microorganismo que testamos asi como los puntos de corte que hemos de aplicar para
clasificarlo como sensible, intermedio o resistente. El establecimiento de estos puntos
de corte tiene en cuenta caracteristicas in vitro de los farmacos como la estabilidad, la
farmacocinética y la farmacodinamia, la distribucion de diferentes CMI dependiendo
del origen geografico de las cepas y la correlacién de los resultados de las pruebas in

vitro con la respuesta clinica entre otros factores?03204,

Con respecto a fosfomicina, los puntos de corte de sensibilidad para enterobacterias
presentan diferencias segun el comité que se utilice para interpretar los resultados de
sensibilidad.

Mientras que para métodos de dilucién CLSI utiliza las tres categorias (sensible <64

pug/ml, intermedio 128 pg/ml, resistente =256 ug/ml) y solo aconseja informar estos
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resultados para infecciones del tracto urinario originadas por E. coli, EUCAST no
presenta la categoria de intermedio, situando el punto de corte de sensibilidad en <32
ug/mly de resistente en >32 pg/ml. Ademds, EUCAST recomienda evaluar fosfomicina
para el tratamiento por via oral de la infecciéon de orina no complicada. (Tabla 3)

De la misma manera, los puntos de corte para las técnicas de disco-difusién en agar
también difieren entre comités, siendo para CLISI diametros de halo de inhibicién 216
mm sensibles, entre 13-15 mm intermedios y menores de < 12 mm resistente y para
EUCAST uUnicamente son sensibles las cepas con mas o0 22 mm de halo de inhibicién y el

resto se consideran resistentes'®1%, (Tabla 4)

Puntos de corte para
métodos de microdilucion (ug/ml)

Sensible Intermedio Resistente
CLsI <64 128 > 256
EUCAST <32 32

Tabla 3: Resumen de los puntos de corte para métodos de microdilucién para

Enterobacterias en fosfomicina para los comités CLSI y EUCAST.

Puntos de porte para
disco-difusién en agar (mm)

Sensible Intermedio Resistente
CLSI >16 13-15 <12
EUCAST >24 24

Tabla 4: Resumen de los puntos de corte para métodos de difusion en agar para

Enterobacterias en fosfomicina para los comités CLSI y EUCAST.

En la dltima actualizacién de los protocolos EUCAST se hace una puntualizacién sobre
la manera en la que se deben medir estos halos de inhibicién, y recomienda ignorar las
colonias aisladas que puedan aparecer dentro del halo. De este modo sélo se tiene en
cuenta el didmetro del halo de inhibicidn de la poblacién general para la

determinacidon del punto de corte'®?. (Figura 17)
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Figura 17: Ejemplos proporcionados por el comité EUCAST para la correcta medicion

de los diametros de inhibicién de fosfomicina en E. coli. Se recomienda ignorar las
colonias aisladas en el interior del halo en los ejemplos A, B y C. La Figura D se
considera que no existe zona de inhibicién y por lo tanto se consideraria este aislado

como resistente a fosfomicinal®?.
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2.1 Hipotesis

2.1.1

2.1.2

2.1.3

2.1.4

La pérdida de actividad de los transportadores UhpT y GIpT junto con

alteraciones en su sistema de regulacién causan resistencia a fosfomicina.

La CMI a fosfomicina es un buen predictor de la actividad de este

antimicrobiano frente a E. coli.

La concentracion del indculo bacteriano juega un papel fundamental en la
sensibilidad a fosfomicina, debido al enriquecimiento del -cultivo, en
subpoblaciones presentes en el indculo inicial en cepas clinicas de E. coli y K.

pneumoniae.

Las diferencias en el inéculo inicial utilizado en las técnicas estandarizadas para
la determinacion de la sensibilidad a fosfomicina causan discrepancias en los

valores de CMI.

2.2 Objetivos del estudio

2.1.1 Objetivos principales

1) Evaluar la contribucién a la resistencia a fosfomicina de los genes
implicados en el transporte intracelular de dicho antimicrobiano en un

entorno genético controlado.

2) Demostrar el impacto de las diferencias en el indculo inicial de los métodos

de sensibilidad para la determinacién de la CMI a fosfomicina.

2.1.2 Objetivos secundarios

1) Construir una coleccién isogénica de mutantes de delecién simple (AglpT,

AuhpT, AcyaA 'y Aptsl) y doble delecién (AglpT-uhpT, AglpT-cyaA, AglpT-ptsl,
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2)

3)

4)

AuhpT-cyaA, AuhpT-ptsl, Aptsli-cyaA) para evaluar su sensibilidad a
fosfomicina.

Determinar la frecuencia de aparicion de mutantes resistentes a
fosfomicina en la coleccion anterior y evaluar mediante curvas de letalidad
la actividad de este antimicrobiano a concentraciones clinicamente
relevantes.

Estudiar la CMI de cepas clinicas de E. coli y K. pneumoniae mediante
dilucion en agar y microdiluciéon controlando el indculo inicial de ambas
técnicas.

Analizar los acuerdos de categoria clinica ente ambas técnicas en funcién de

la metodologia empleada.
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Objectives: Fosfomycin activity in Escherichia coli depends on several genes of unknown importance for fosfo-
mycin resistance. The objective was to characterize the role of uhpT, glpT, cyaA and ptsI genes in fosfomycin re-
sistance in E. coli.

Methods: WT E. coli BW25113 and null mutants, AuhpT, AglpT, AcyaA, Aptsl, AglpT-uhpT, AglpT-cyaA, AglpT-
ptsl, AuhpT-cyaA, AuhpT-ptsI and AptsI-cyaA, were studied. Susceptibility to fosfomycin was tested using CLSI
guidelines. Fosfomycin mutant frequencies were determined at concentrations of 64 and 256 mg/L. Fosfomycin
in vitro activity was tested using time-kill assays at concentrations of 64 and 307 mg/L (human Crnax)-

Results: Fosfomycin MICs were: WT E. coli BW25113 (2 mg/L), AglpT (2 mg/L), AuhpT (64 mg/L), AcyaA (8 mg/L),
Aptsl (2mg/L), AglpT-uhpT (256 mg/L), AglpT-cyaA (8 mg/L), AglpT-ptsI (2mg/L), AuhpT-cyaA (512 mg/L),
AuhpT-ptsI (64 mg/L) and AptsI-cyaA (32 mg/L). In the mutant frequency assays, no mutants were recovered
from BW25113. Mutants appeared in AglpT, AuhpT, AcyaA and AptsI at 64 mg/L and in AuhpT and AcyaA at
256 mg/L. AglpT-ptsI, but not AglpT-cyaA, AuhpT-cyaA or AuhpT-ptsl, increased the mutant frequency compared
with the highest frequency found in each single mutant. In time-kill assays, all mutants regrew at 64 mg/L.
Initial bacterial reductions of 2-4 logyo cfu/mL were observed for all strains, except for AuhpT-ptsI, AglpT-uhpT
and AuhpT-cyaA. Only AglpT and AptsI mutants were cleared using 307 mg/L.

Conclusions: Fosfomycin MIC may not be a good efficacy predictor, as highly resistant mutants may appear, de-
pending on other pre-existing mutations with no impact on MIC.

Introduction

The continuous increase of antibiotic resistance reported world-
wide in Enterobacteriaceae, together with the lack of new active
compounds, has made it necessary to rescue old antibiotics as an
alternative strategy.' Fosfomycin, currently used for uncompli-
cated urinary tract infections,” has attracted renewed interest due
toits proven efficacy in the management of difficult-to-treat infec-
tions caused by multidrug-resistant Enterobacteriaceae.’
Fosfomycin is able to inhibit the enzyme UDP-N-acetylglucos-
amine enolpyruvyl transferase (MurA), which catalyses the initial
step in peptidoglycan biosynthesis. The way in which fosfomycin
reaches the cytosol and blocks MurA activity is under the control of
complex metabolic networks. Two membrane transporters, be-
longing to the major facilitator superfamily, have been described
in fosfomycin intake.* UhpT is a hexose phosphate transporter and

GlpT is the major Escherichia coli uptake system for glycerol-3-
phosphate. In both cases, transport occurs with the simultaneous
counterflow of inorganic phosphate from the bacteria.” UhpT ex-
pression is mediated by a two-component regulatory system
(UhpBC), together with the regulon-specific activator (UhpA), and
by catabolite repression, through the action of the cyclic AMP
(cAMP)-cAMP receptor protein complex (CRP, also known as CAP),
which regulates the transcription of >100 catabolic genes.®’
Expression of the glpT gene is under the control of the repressor
GlpR and is positively regulated by cAMP-CRP and FNR (the primary
transcriptional regulator that mediates the transition from aerobic
to anaerobic growth).® The transcription activator cAMP-CRP also
plays an important role in the regulatory phenomenon known as
carbon catabolite repression, by which the expression of functions

©The Author 2017. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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Table 1. Oligonucleotide primers employed

Amplified gene Primer Sequence Amplicon size (bp)
murA ECmurAF 5-AAACAGCAGACGGTCTATGG-3 1542
ECmurAR 5-CCATGAGTTTATCGACAGAACG-3
glpT ECglpTF 5-GCGAGTCGCGAGTTTTCATTG-3 1785
ECglpTR 5-GGCAAATATCCACTGGCACC-3
uhpA ECuhpAF 5-GATCGCGGTGTTTTTTCAG-3 771
ECuhpAR 5-GATACTCCACAGGCAAAACC-3
uhpB ECuhpBF 5-GAAAGAGATTGCCGCCGAAC-3 1712
ECuhpBR 5-CGATAGCGGGCATCAATTTC-3
uhpC ECuhpCF 5-GGGTGGCACATTACACATTTCC-3 1531
ECuhpCR 5-CCTGAAATGAATACCTGCGTGAG-3
uhpT ECuhpTF S-TTTTTGAACGCCCAGACACC-3 1667
ECuhpTR 5-AGTCAGGGGCTATTTGATGG-3’
crp ECcrpF 5-CCCTTCGACCCACTTCACTC-3 1032
ECcrpR S5-AATCAGTCTGCGCCACATCG-3
cyaA ECcyaAF 5-AACCAGGCGCGAAAAGTGG-3 2772
ECcyaAR 5-ACCTTCTGGGATTTGCTGG-3
ECcyaAintF 5-GTGCGACGAAGAAGAGCATTACG-3 1232
ECcyaAintR 5-ATTGCTCGCCGTTGAAGTGC-3
ptsl ECptsIF 5-GAAAGCGGTTGAACATCTGG-3 1908
ECptsIR S-TCCTTCTTGTCGTCGGAAAC-3

for the use of secondary carbon sources and the activities of the
corresponding enzymes are reduced in the presence of a preferred
carbon source.’ Carbon catabolite repression in E. coli is requlated
by the central processing unit, the glucose-specific phosphotrans-
ferase enzyme IIA component of the glucose transporter
(EITAGIc). When phosphorylated, EIIAGIc binds and activates ad-
enylate cyclase (cyaA), which leads to cAMP synthesis. High cAMP
concentrations trigger the formation of cAMP-CRP complexes,
which bind and activate the promoters of catabolic genes. EIIAGlc
is phosphorylated by phosphoenolpyruvate in a reaction requiring
PtsH and Ptsl.

The complexity of regulation affecting fosfomycin uptake and
activity reflects the potential role of many genes in the susceptibil-
ity to fosfomycin. Excluding plasmid-mediated fosfomycin resist-
ance due to the presence of fos genes, different studies have
related chromosomal mutations in murA, uhpT, uhpA, glpT, cyaA
and ptsI genes to fosfomycin resistance in clinical isolates.'**
However, the contribution made by each chromosomal mutation
to global fosfomycin resistance is not well understood because
mutations in these genes are often present in combination. In add-
ition, fosfomycin-resistant isolates have been described without
mutations in the genes.’®* A better understanding of the devel-
opment of fosfomycin resistance would help support the rational
design of fosfomycin susceptibility breakpoints based on the ability
of some mutants susceptible to fosfomycin to reach high levels of
resistance.

In the present study, the contribution of genes implicated in the
intracellular transport of fosfomycin (uhpT, glpT, cyaA and ptsI)
was evaluated using single- and double-gene deletion mutants in
an isogenic collection of E. coli. The results provided insights into
the development of fosfomycin resistance in E. coli.

Materials and methods

Bacterial strains

E. coli (BW25133) single-gene deletion mutants (AglpT, AuhpT, AcyaA and
Aptsl) associated with fosfomycin resistance were selected from the KEIO
collection.’® The kanamycin resistance determinant was subsequently
removed from the chromosome, following the protocol of Cherepanov and
Wackernagel.'® Briefly, the pCP20 plasmid was electroporated into each
KEIO clone. Transformants were selected on LB agar plates containing
chloramphenicol (30 mg/L; Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) and incubated at
30°C for 20-24h. Then, five colonies were grown on drug-free LB agar
plates and incubated at 43°C for 18h to eliminate the pCP20 plasmid.
Double-gene deletion mutants (AglpT-uhpT, AglpT-cyaA, AglpT-ptsl,
AuhpT-cyaA, AuhpT-ptsl and AptsI-cyaA) were generated by phage P1vir
transduction [Coli Genetic Stock Center (CGSC), Yale University] from the
previously selected strains, as described.'®

For each single- and double-gene deletion mutant, the murA, glpT,
uhpA, uhpB, uhpC, uhpT, ptsl, crp or cyaA genes were PCR amplified using
specific primers (Table 1) and sequenced to confirm gene deletion and the
absence of other possible mutations related to fosfomycin resistance.

Susceptibility tests

Susceptibility testing for fosfomycin was performed in triplicate by the agar
dilution method, following CLSI guidelines. Briefly, a replicator pin 1mm in
diameter transferred an inoculum of 10* cfu/spot of bacterial suspension to
the agar surface. Mueller-Hinton 11 agar (MHA) plates (Becton-Dickinson,
Sparks, MD, USA) containing 25 mg/L glucose-6-phosphate (G6P) (Sigma-
Aldrich) and fosfomycin (Sigma-Aldrich) at concentrations ranging from
0.25 to 1024 mg/L were prepared. The plates were allowed to dry and then
incubated in ambient air for 16-20h at 35°C. The MIC recorded was the
lowest concentration of antimicrobial agent that completely inhibited
growth, disregarding a single colony or a faint haze caused by the inoculum.
E. coli ATCC 25922 was used as the control strain. Testing of susceptibility to
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Table 2. Fosfomycin MIC and mutant frequency, selecting at fosfomycin concentrations of 64 and 256 mg/L, for single- and double-gene deletion

mutant strains

Fosfomycin mutant frequency (mean + SD)

Fosfomycin
Strain MIC (mg/L) selecting at 64 mg/L selecting at 256 mg/L
BW 25113 2 <107? <107?
AglpT 2 13x107° +13x10°° <1077
AuhpT 64 29%x107° +1.6x10°° 21x10°°+14x10°°
AcyaA 8 1.4x107° +1.7x107° 47x107% +42x10°°
Aptsl 2 9.7x1077 +7x10°® <1077
AglpT-uhpT 256 ND 96x107" +6x 107"
AglpT-cyaA 8 ND 1.2x107°+ 8.2x 1077
AglpT-ptsI 2 ND 9.4%x1077 + 6.6 %1077
AuhpT-cyaA 512 ND 79%10° ' +58x%10°!
AuhpT-pts] 64 ND 6.1x10°% + 4.4x10°°
AptsI-cyaA 32 ND 24%x10°%4+23x10°°
ND, not done.

fosfomycin was interpreted according to CLSI breakpoints (resistant
>256 mg/L, intermediate 128 mg/L and susceptible <64 mg/L).

Fosfomycin mutant frequency

Mutant frequencies were assessed for the four single and six double mu-
tants. WT strain E. coliBW25113 was included as a control. The mutant fre-
quency for fosfomycin resistance was determined as follows. An overnight
culture of each strain (~10° cfu/mL) was diluted 1:10 to avoid the pres-
ence of mutants in the initial culture. An initial inoculum of ~10? cfu/mL
was then incubated overnight in Mueller-Hinton broth (MHB) and subse-
quently placed on drug-free plates (to calculate the total bacterial concen-
tration) and on MHA II-G6P plates containing fosfomycin (to estimate the
subpopulation able to grow at this antimicrobial concentration). Mutants
were isolated from MHA 11-G6P plates supplemented with fosfomycin at
concentrations of 64 and 256 mg/L for single-gene deletions and 256 mg/L
for double-gene deletions. Plates were incubated for 48 h at 37°C. The ex-
periments were performed in quintuplicate. Fosfomycin mutant frequen-
cies of each single mutant and its corresponding double mutant were
compared using ANOVA and the post hoc Tukey and Dunnett tests.
Statistical analyses were performed using SPSS 22.0 (IBM, Armonk NY, USA).
P <0.05 was considered significant.

In vitro fosfomycin activity by time-kill curves

In vitro fosfomycin activity was assessed by time-kill curves as follows.
A starting bacterial inoculum of 10° cfu/mL was used and fosfomycin con-
centrations of 64 mg/L (the highest susceptible concentration according to
current CLSI breakpoints) and 307 mg/L (mean maximum plasma concen-
tration in humans observed at steady-state after a dose of 8 g fosfomycin
every 8h) were tested.!” Experiments were performed in MHB 11-G6P
(20mL). Bacterial growth was quantified at 0, 4, 24 and 48 h after incuba-
tion, with shaking at 37°C. Samples were properly diluted in 100-fold dilu-
tions and plated on to MHA 11 plates to estimate viable numbers.

Fosfomycin-resistant mutants from time-kill curves

When bacterial regrowth was observed after 48 h on the time-kill curves,
up to five colonies were selected to assess the MIC of fosfomycin and geno-
type changes. The isolated mutants were serially passaged five times on
fosfomycin-free plates to assess the stability of the phenotype. Fosfomycin

MIC was determined as previously stated. Owing to the stability of the re-
sistance phenotype, mutants recovered from each condition were
sequenced looking for additional mutations in murA, glpT, uhpA, uhpB,
uhpC, uhpT, ptsl, crp and cyaA genes.

Results

Contribution of single and double mutants to
fosfomycin resistance

The fosfomycin MICs for the isogenic collection are shown in
Table 2. No increase in MIC was observed for the AglpT and AptsI
strains with respect to the WT strain (2 mg/L). Of the single-gene
deletion variants/mutants, only loss of the cyaA or uhpT genes
caused a 4- and 32-fold increase, respectively, in the fosfomycin
MIC. All the single-gene deletion mutants were susceptible to fos-
fomycin. The combined mutations of AglpT-cyaA, AglpT-ptsl
and AuhpT-ptsI showed no synergistic effect on fosfomycin resist-
ance. However, Aptsi-cyaA, AglpT-uhpT and AuhpT-cycA led to a
4-8-fold increase in the MIC of fosfomycin relative to the highest
MIC of the single-gene mutant alone. In spite of carrying two
deleted genes, AglpT-cyaA, AglpT-ptsl, AuhpT-ptsI and AptsI-cyaA
were susceptible, while AglpT-uhpT and AuhpT-cyaA were resist-
ant to fosfomycin according to CLSI guidelines.

Variations in fosfomycin mutant frequency

Fosfomycin mutant frequencies for the isogenic collection at 64
and 256 mg/L are shown in Table 2. No mutants were recovered
from the BW25113 strain at any of the fosfomycin concentrations
tested. Inactivating mutations in the glpT, cyaA and ptsI genes led
to the selection of mutants at 64 mg/L. However, neither the AglpT
nor Aptsl strains was able to produce colonies at 256 mg/L, in
contrast to AcyaA and AuhpT. The AuhpT strain, with an MIC of
64mg/L, showed a mutation frequency of 2.9 x 10~° using the
MIC for selection. This result would appear to indicate that, in this
mutant, an MIC of 64 mg/L could be caused by part of the bacterial
population. Conversely, a mutation frequency close to 1, observed
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Figure 1. Time-kill curves for E. coli single-gene deletion mutants (AglpT, AuhpT, AcyaA and Aptsl) and double-gene deletion mutants (AglpT-uhpT,
AglpT-cyoA, AglpT-ptsl, AuhpT-cyaA, AuhpT-ptsl and AptsI-cyaA), using 64 and 307 mg/L fosformycin.

in AglpT-uhpT and AuhpT-cycA strains, with MICs of 256 and
512 mg/L respectively, indicates that the majority of the bacterial
population share this susceptibility.

It is important to note the increase in the fosfomycin mutant
frequency in the double mutant AglpT-ptsl (9.4 x 1077) with re-
spect to each single mutant (<107%). The other double mutants
(AglpT-cyaA, AuhpT-ptsl) did not significantly increase the mutant

frequency relative to the highest frequency observed in each single
mutant.

In vitro fosfomycin activity in time-kill curves
The time-kill curves are represented in Figure 1. Fosfomycin
showed rapid bactericidal activity against BW25113 at both
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Table 3. Changes in susceptibility to fosfomycin and mutations found in recovered strains after the time-kill experiments using fosfomycin concen-

trations of 64 and 307 mg/L

MIC (mg/L)
Time-kill fosfomycin

Strain concentration (mg/L) original final Mutation found
AglpT 64 2 =1024 uhpT 1326delT frameshift
AuhpT 64 64 >1024 crp301_341del

307 none
AcyaA 64 8 >1024 uhpB 48delT frameshift

307 uhpC (G81A Thr275top)
Apts] 64 2 >1024 uhpT (C1033T GIn345Stop)
AglpT-uhpT 64 256 >1024 none

307 none
AglpT-cyaA 64 8 >1024 uhpC 541_548del

307 uhpB (C784T GIn262Stop)
AglpT-ptsI 64 2 >1024 uhpC (A214C, Thr72Pro)

307 uhpB (A543G Trp181Stop)
AuhpT-cyoA 64 512 >1024 none

307 none
AuhpT-pts] 64 64 >1024 glpT 659_724del

307 glpT 659_724del
AptsI-cyaA 64 32 >1024 uhpB (T764A Leu2555top)

307 uhpT 541_928del
concentrations tested. In our isogenic collection, a 2-4 log,o  Discussion

cfu/mL reduction in colony count was observed within the first 4 h
with both antibiotic concentrations, with the exception of the
Aptsl-cyaA, AuhpT-ptsl, AglpT-uhpT and AuhpT-cyaA mutants
with MICs of 32, 64, 256 and 512 mg/L, respectively. With the ex-
ception of WT E. coli BW25113, all strains evaluated using 64 mg/L
fosfomycin showed regrowth, even though their MICs were below
this concentration after 24h incubation. Similar results were
achieved using 307mg/L fosfomycin, where all the mutants
regrew, except for AglpT and AptsI mutants, the two with the low-
est MICs (2 mg/L). Itis noteworthy that the AuhpT mutant, despite
having an MIC of 64 mg/L, showed a high bacterial reduction using
1x MIC of fosfomycin.

Overall, the results fit well with those obtained in the fosfomy-
cin mutant frequency experiments. Those strains with a mutant
frequency close to or >10"° for any fosfomycin concentration
showed bacterial regrowth during the time-kill experiments.

Mutant analysis

Five colonies of each mutant recovered at the 24 h time point were
selected. After five serial passages on fosfomycin-free plates, the
stability of the mutants was confirmed. All recovered strains
showed fosfomycin MICs of >1024 mg/L, regardless of the fosfo-
mycin concentration at which they were selected or their initial
susceptibility.

The characteristics of the fosfomycin-resistant strains are
described in Table 3. Most of the mutations lay in the uhp operon,
except when uhpT had previously been deleted. In these cases,
mutations in glpT or crp were observed. No additional mutations
were found in AglpT-uhpT or AuhpT-cyaA.

Fosfomycin is a broad-spectrum bactericidal antibiotic, which re-
quires intracellular transport to block the first step of peptidogly-
can synthesis. Fosfomycin resistance has been associated with
plasmid-encoded inactivating enzymes or chromosomal muta-
tions in genes related to the fosfomycin target (murA) or to fosfo-
mycin intake (glpT, uhpA, uhpT, cyaA or ptsl).**** These mutations
often appear in combination and the contribution of each gene to
the fosfomycin resistance remains unknown. In the present study,
the importance of the main chromosomal genes related to fosfo-
mycin susceptibility was analysed. The results presented here
show that the presence of these chromosomal mutations alone,
or even in selected combinations, increases the MIC of fosfomycin,
but does not confer resistance according to current susceptibility
breakpoints (i.e. MIC <256 mg/L).'® In our conditions, this means
that fosfomycin resistance is not caused by a single-step mutation,
but that a sequential process of mutations is required. This is im-
portant because the addition of G6P to the medium used for sus-
ceptibility testing may mask mutants unrelated to the hexose
phosphate transporter (UhpT) and so yield low fosfomycin MIC val-
ues. In such cases, the presence of these single mutations may
yield a fosfomycin-susceptible phenotype, but will facilitate the se-
lection of highly resistant subpopulations when additional muta-
tions appear; in this regard, this effect may be caused by deletions
in the glpT or ptsI genes. WT E. coli BW25113 and the AglpT and
Aptsl strains had the same fosfomycin MIC, although the presence
of these single mutations with no apparent effect on the MIC led to
changes in mutant frequency from >10"?to 1.3 x 10~ (AglpT) or
9.7 x 1077 (AptsI). As a result of this effect, BW25113, AglpT and
Aptsl strains behaved differently in the presence of fosfomycin.
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Bacterial regrowth was observed in the time-kill experiments per-
formed with AglpT and AptsI strains when fosfomycin concentra-
tions were 32 times (64 mg/L) higher than the MIC value (2 mg/L).
This result was consistent with the mutant frequency observed for
this fosfomycin concentration and an initial bacterial concentra-
tion of 10° cfu/mL (in 20 mL volume). Thus, bacterial subpopula-
tions with increased MICs were present at the beginning of the
assay and then selected for by the presence of fosfomycin. In the
time-kill experiments, the absence of regrowth in higher concen-
trations (307 mg/L) occurred because the higher concentration of
fosfomycin prevented the selection of highly resistant mutants,
correlating also with the mutant frequency (>10~°) observed at
concentrations of 256 mg/L.

The other single mutants, AuhpT (MIC of 64 mg/L) and AcyaA
(MIC of 8mg/L), both susceptible, behaved similarly, with
regrowth at 64 and 307 mg/L fosfomycin, due to the appear-
ance of mutations in the cAMP-CRP complex and uhp operon,
respectively.

It should be noted that no additional mutations were found in
AglpT-uhpT or AuhpT-cyaA. Taking into account their high fosfo-
mycin MIC, this could indicate the existence of additional mechan-
isms in the cell that could lead to extremely high levels of
resistance.

A limitation of the present study could be the use of a bacterial
collection made up of gene deletions instead of point mutations.
Using this strategy, comparison of AmurA mutants could not be
performed as the murA gene is essential for cell viability and could
not be deleted.'* murA point mutations are not the most common
mutation found in fosfomycin-resistant isolates.'' ** The high fre-
quency of mutations in the uhp operon could also be explained by
the mutant selection conditions. The use of G6P with fosfomycin
preferably selects mutants in the hexose phosphate transport sys-
tem rather than others.

The use of fixed concentrations in the time-kill assays may not
reflect the in vivo response of fosfomycin. Nevertheless, consistent
with the present results, the importance of pre-existing subpopula-
tions involved in fosfomycin therapeutic failure has been observed
previously, both in our work and by other authors using in vitro
dynamic infection models.'®?° Thus, it is important to select a ra-
tional starting dose for fosfomycin aimed at eliminating subpopu-
lations with increased MICs that are sometimes not detected in
susceptibility tests but are able to acquire additional mutations
and become highly resistant.

Finally, as the number of mutants and genes analysed was lim-
ited, and taking into account the complexity of the regulatory net-
works affecting the metabolic pathways involved, we were unable
to exclude the role of other genes that affected the susceptibility
to fosfomycin.

In conclusion, the fosfomycin MIC may not be a good pre-
dictor of efficacy. Highly resistant mutants may appear,
depending on other pre-existing mutations that have no impact
on the MIC obtained with commonly used susceptibility testing
methods.

These findings provide information that contributes to a better
understanding of the impact of different mutations on fosfomycin
activity and point to the need for a method to evaluate fosfomycin
activity in vitro that is able to predict the appearance of resistant
mutants as they occur during fosfomycin therapy.
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aim was to study the role of the different inoculum size used in agar dilution with respect to broth
microdilution, according to CLSI, in the fosfomycin MIC discrepancies.

Methods: Fosfomycin MICs were determined using agar dilution (reference) and broth microdilution in
220 Escherichia coli (n = 81) and Klebsiella pneumoniae (n = 139) clinical isolates. Fosfomycin mutant

Editor: G. Greub frequencies were determined in 21 E, coli (MIC =1 mg/L) and 21 K. pneumoniae (MIC = 16 mg/L). The
emergence of resistant subpopulations of five E. coli strains (MIC = 1 mg/L) was monitored over the

Keywords: time by microdilution assay using 0, 4 and 8 mg/L of fosfomycin, and eight different inocula

Bacterial subpopulation (5 x 10°-3.91 % 10° CFU/well, 1 : 2 dilutions).

FUSfOI“YCiP Results: For E. coli, 86.4% of categorical agreement (CA), 9.1% very major errors (VME), 3.3% major errors

Heteroresistance (ME) and 9.9% minor errors (mE) were found. For K. pneumoniae, CA was 51.1%, VME 15.7%, ME 28.4% and

Mutant frequency

L mE 25.2%. Essential agreement (+1—logz) was observed in 55.45%. By microdilution, 35.9% of the MICs
Susceptibility test

showed discrepancies of >2 dilutions. Initial inoculum used was 5.63 times higher in the microdilution

method, in range with CLSI methodology for both techniques. Fosfomycin mutant frequencies were

6.05 » 1077 (4 x MIC) to 5.59 x 1077 (256 x MIC) for E. coli, and 1.49 x 107# (4 x MIC) to 1.58 x 1077

(16 = MIC) for K. pneumoniae. Resistant subpopulations arose mainly after 8 h of incubation with inocula

>3.13 x 10% CFUfwell.

Conclusions: The higher inoculum used in the microdilution method enriched the initial inoculum with

resistant subpopulations and could partially explain the fosfomycin MIC discrepancies with respect to the

agar dilution method. M. Ballestero-Téllez, CMI 2017;s:1

© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Introduction

Fosfomycin is a first-line agent for the empirical treatment of
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shown that many extended-spectrum fi-lactamase-producing and
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae remain susceptible
to fosfomycin [5-8].

The current susceptibility breakpoint for fosfomycin is set as
<64 mg/L by CLSI, only for testing and reporting of Escherichia coli
and Enterococcus faecalis urinary tract isolates, According to CLSI,
the only approved MIC method for testing the fosfomycin suscep-
tibility is agar dilution, using Mueller—Hinton agar plates supple-
mented with 25 mg/L of glucose-6-phosphate, whereas broth
microdilution MIC testing should not be performed [9,10]. How-
ever, because agar dilution is a tedious and time-consuming
method with respect to other susceptibility tests, it is not
routinely used in the microbiology laboratories. In spite of broth
microdilution being an inadvisable technique for fosfomycin, it is
the base of most automated susceptibility tests. Moreover, different
studies have shown disagreements in the fosfomycin susceptibility
among broth microdilution, Etest or disc diffusion tests, with
respect to the reference method [6,11,12]. Hence, it is not clear what
is the most reliable technique to estimate fosfomycin susceptibility.

Fosfomycin heteroresistance has been described in Strepto-
coccus pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa [13,14]. However,
the role played by these subpopulations in the outcome of in-
fections treated with fosfomycin, or the discrepancies observed in
the fosfomycin susceptibility tests are not well known.

In this regard, we and other authors have recently observed,
using in vitro infection models, how subpopulations with increased
MIC may compromise the activity of fosfomycin due to the selection
of highly resistant mutants, displacing the more susceptible pop-
ulations, when the antimicrobial is present [4,15]. The amount of
population with heterogeneous susceptibility depends on the
mutant frequency and the total bacterial concentration.

The CLSI guidelines for performing the agar dilution and broth
microdilution susceptibility test methods differ in the starting
bacterial concentration and hence the concentration of hetero-
resistant subpopulations [9].

In the present work, we study the importance of the initial
bacterial inoculum together with the fosfomycin mutant frequency
in E. coli and Klebsiella pneumoniae clinical isolates, as a factor
contributing to the observed discrepancies in the fosfomycin MIC
obtained by agar dilution and broth microdilution methods.

Material and methods
Strains

A total of 220 E. coli (n = 81) and K. pneumoniae (n = 139) iso-
lates were recovered from urine, blood, bile or abdominal samples,
in the Virgen Macarena University Hospital from January to July
2013. Microorganisms were identified using both a MicroScan
system (Siemens, West Sacramento, CA, USA) and matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS; Bruker Daltonics, Germany), according to the
manufacturer's instructions.

Susceptibility tests methods

Agar dilutions were performed in triplicate following CLSI
standards [9]. Bacterial cultures were adjusted to the 0.5 McFarland
standard (c. 1 x 108 to 2 x 108 CFU/mL). Replicators with 1-mm
pins that deliver 0.1-0.2 pL (i.e. 10* CFU/spot) were used to place
the bacterial suspension onto the agar surface within 15 min of
preparation.

Mueller—Hinton 11 agar (MHA) plates (Becton-Dickinson,
Sparks, MD, USA) containing 25 mg/L of glucose-6-phosphate
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) and fosfomycin (Sigma-Aldrich)
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concentrations from 0.25 mg/L to 1024 mg/L were prepared. Plates
were allowed to dry and incubated for 16—20 h in ambient air at
35°C.

MIC was recorded as the lowest concentration of antimicrobial
agent that completely inhibits growth, disregarding a single colony
or a faint haze caused by the inoculum [9].

Broth microdilution method was performed using two different
starting inocula as follows [9]. Assays were performed using
Mueller—Hinton Il broth (MHB) supplemented with 25 mg/L
glucose-6-phosphate. Fosfomycin concentrations ranged from 0.25
to 1024 mg/L. Initial bacterial densities of ¢. 2 x 10° to 8 x 10° CFU/
mL in 100 pL of volume (i.e. 2 x 104 to 8 x 10% CFUJwell) (according
to the CLSI standards) or ¢. 1 x 10° CFU/mL in 100 pL of volume (i.e.
1 x 10* CFU/well) (similar to the agar dilution starting inoculum)
were used. Escherichia coli ATCC 25922 and Enterococcus faecalis
ATCC 29212 were used as control strains. Modal MIC was used in
subsequent calculations. Initial bacterial inocula used for both
techniques were quantified by plating 1 : 100 dilutions in MHA
plates.

Categorical agreement (CA) was defined as test results within
the same susceptibility category. Very major errors (VME) were
defined as those in which the microdilution method result was
susceptible and resistant by agar dilution method. Major errors
(ME) were defined as those in which the microdilution method
result was resistant and the agar dilution method result was
susceptible. Finally, minor errors (mE) were defined as those in
which either method reported a result as intermediate and the
other method reported the result as susceptible or resistant. De-
nominators for calculating error rates, based on broth micro-
dilution results, were as follows: the number of resistant isolates
(VME rate), the number of susceptible isolates (ME rate), and the
total number of isolates tested (CA and mE) [ 16]. Essential agree-
ment was calculated by determining the number of test results
that were within +1 doubling dilution of the MIC determined by
the reference method. Agreements between agar dilution and
broth microdilutions were evaluated by a Bland—Altman plot [17].
The Kruskal-Wallis and Dunn's multiple comparison tests
were used for comparing MIC distributions obtained with the
different methods and conditions. Statistical significance was
established at a p value of <0.05. Values for the k coefficient, which
gives a measure of the percentage of agreement between the
categorical results of susceptibility testing methods, were inter-
preted according to classifications by Landis and Koch [18]. Sta-
tistical analyses were performed using SPSS 22.0 (IBM, Chicago, IL,
USA).

Fosfomycin mutant frequency

The mutant frequencies were assessed in a subset of 21 E. coli
(MIC =1 mg/L) and 21 K. pneumoniae (MIC = 16 mg/L) isolates,
with the lowest MIC found in our collection. The fosfomycin mutant
frequency was determined as follows. An overnight culture of each
strain (c. 10° CFU/mL) was diluted 1 : 107 to avoid the presence of
mutants in the initial culture, Then, a starting inoculum of ~10?
CFU/mL was incubated overnight in MHB, and finally plated in
drug-free (to calculate the total bacterial concentration) or drug-
containing MHA plates (to estimate the subpopulation able to
growth at this antimicrobial concentration).

Mutants were recovered in MHA plates supplemented with
25 mg/L of glucose-6-phosphate and a range of fosfomycin con-
centrations (4 x, 16 x, 64 x and 256 x MIC for E. coli and 4 x and
16 x MIC for K. pneumoniae). After 48 h of incubation at 37°C, up to
five colonies were picked and changes in the fosfomycin MIC were
confirmed by the agar dilution method as previously described. The
experiments were carried out in duplicate,
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Subpopulations growth monitoring

To evaluate the critical inoculum that selects resistant sub-
populations, both resistant subpopulations and total bacterial
population were monitored over the time for six E. coli strains. The
strains were selected with a fosfomycin MIC of 1 mg/L to observe
the appearance of wide susceptibility variations, and a range of
fosfomycin mutant frequencies from 1074 to 1077 to cover the
observed mutant frequency in the previous experiment.

The time—course of the bacterial growth was monitored over
time by measuring each 60 min the increase in optical density at
595 nm during 24 h at 37°C, using the multimode microplate reader
Infinite 200Pro (Tecan Group AG, Mannedorf, Switzerland). Bacte-
rial strains were grown in 96-well flat-bottom plates (Greiner BIO-
ONE GmbH, Frickenhausen, Germany) with MHB containing 25 mg/
L of glucose-6-phosphate and fosfomycin concentrations of 0 mg/L
(growth control), 4 mg/L or 8 mg/L. Eight different bacterial inocula
were used in each assay and were prepared as follows. A 200-fold
dilution from an adjusted 0.5 McFarland bacterial suspension (i.e.
~5 % 10° CFU/well) was used as starting inoculum, and then, 1 : 2
dilutions were subsequently performed. The bacterial concentra-
tions in the microtitre plate ranged from 5 x 10° CFU/well to
3.91 x 10* CFU/well in a volume of 100 uL. Each condition was
replicated four times in each plate using the same overnight inoc-
ulum. After 24 h of incubation, selected fosfomycin-containing
wells with bacterial growth were taken and fosfomycin MIC was
determined by agar dilution as described above.

Results
Susceptibility testing

Using the agar dilution method as reference, 150 isolates were
susceptible, nine intermediate and 63 resistant to fosfomycin ac-
cording to the CLSI breakpoints (Table 1). The comparison between
the modal MICs obtained with broth microdilution with those ob-
tained using agar dilution made by the Bland—Altman analysis

(Fig. 1) revealed large limits of agreement between 2.78 and —4.68
of the logy-transformed data of both measurements. The median
MIC obtained by agar dilution, broth microdilution with standard
inoculum and broth microdilution with low inoculum and were
32 mg/L, 128 mg/L and 32 mg/L (p <0.01), respectively. Higher
dispersion of the MIC correlations was observed with the pro-
gressive increase of the MIC.

The starting bacterial concentration of the microdilution
method with standard inoculum was 5.63-fold higher than the agar
dilution method. This result was in range with the ratio (two-fold to
eight-fold) between the initial bacterial concentration set by the
CLSI guidelines for the agar dilution method (10* CFU/spot) and the
broth microdilution method (2 x 10* to 8 x 10* CFUjwell, i.e.
(2 % 10° to 8 x 10° CFU/mL for a 100-pL assay volume).

The percentages of agreement between both methods at
different inocula are shown in Table 1 for E. coli and K. pneumoniae.
An increase of the k-values from 0.210 (0.169 for E. coli and 0.209 for
K. pneumoniae) to 0.361 (0298 for E. coli and 0.345 for
K. pneumoniae) were observed with the reduction of the starting
inoculum in the microdilution method. This indicates a fair agree-
ment between the two techniques with independence of the bac-
terial concentration used. However, essential agreement (+1-logz)
increased from 55.3%, using the standard inoculum in broth
microdilution method, to 75.6% when the low inoculum was used.

Fosfomycin mutant frequency

Similar mutant frequencies were found for E. coli and
K. pneumoniae for 4x and 16x MIC. Fosfomycin mean (95% low-
er—upper CI) mutant frequencies among the E. coli clinical isolates
were: 6.05x107° (192x10° to 102x107% 4 x MIC),
521 x10°% (1821075 to 8.6x 1075 16 x MIC), 437 x 10°°
(141x10% to 733x107% 64xMIC), and 5.59 x 1077
(1.82 x 1077 to 9.36 x 1077, 256 x MIC). For K. pneumoniae the
values were: 1.49 x 1074 (4.43 x 107°t0 2.53 = 104, 4 x MIC), and
1.58 % 107% (1.75 % 107° to 2.99 » 1077, 16 x MIC). Individual re-
sults are plotted in Fig. 2. The large range of mutant frequencies

Table 1
Fosfomycin susceptibility performed by agar dilution method and percentage of agreement between agar dilution and broth microdilution methods using different inocula
Escherichia coli (n = 81) Susceptible Intermediate Resistant
59 n=9 n=13
Agreement Inoculum n % 95% Cl
Categorical agreement S1 68 83.95 7.99
L 66 81.48 8.46
Very major error Sl 1 7.69 14.49
L 2 15.38 19.61
Major error S1 4 6.78 6.41
L 0 0 0
Minor error Sl 12 14.81 7.74
L 15 18.52 8.46
Klebsiella pneumoniae (n = 139) Susceptible Intermediate Resistant
n=190 n=0 n=49
Agreement Inoculum n % 95% C1
Categorical agreement Si 72 51.80 8.31
L 119 85.61 5.83
Very major error SI 8 16.33 10.35
L 11 2245 11.68
Major error S1 24 26.67 9.14
L 3 333 3.7
Minor error Sl 35 25.18 7.22
L 6 432 3.38

Sl: standard inoculum (5 x 10° CFU/mL, i.e. 5 x 10* CFUJwell).
LI: low inoculum (10° CFU/mL, i.e. 10* CFU/well).
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observed (from 1072 to 107?) indicates a heterogeneous mutational
status among the clinical isolates.

Reductions in the susceptibility were confirmed in all the mu-
tants tested. Increments from six to ten doubling dilutions were
observed for E. coli and from two to six or more (i.e. >1024 mg/L) for
K. pneumoniae.

Subpopulations growth monitoring

The fosfomycin mutant frequency of the selected strains were as
follows: Ec42, 4.75 x 104 Ec148, 2.37 x 107%; Ec162, 119 » 1075;
Ec271, 131 x 1077; Ec2974 4.64 x 107% E. coli ATCC 25922,
2.1 x 1075, Mutants able to grow at 4 mg/L and 8 mg/L (4 x and
8 x MIC) were detectable 6—8 h after the beginning of the exper-
iments (Fig. 3). This indicates a low but not negligible amount of
resistant subpopulations within the total bacterial population.
Skipped wells (i.e. growth observed at 8 mg/L, but not at 4 mg/L)
were predominantly observed using high inocula resulting in low
reproducibility of the assay even within the same replica. This
suggests a very low proportion of mutants with increased MIC at
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Fig. 3. Subpopulation growth monitoring over time, at different initial bacterial inocula. Total bacterial population (no fosfomycin) is shown by red lines. Resistant subpopulations
able to grow at 4 mg/L (blue lines) and 8 mg/L (green lines) of fosfomycin (4 x and 8 x MIC) are shown for Ec42, Ec148, Ec162, Ec271, Ec2974 and Escherichia coli ATCC 25922 strains
(all with MIC = 1 mg/L). Each line represents the growth of a single experiment. Experiments were carried out in quadruplicate using the same overnight inoculum.

the beginning of the experiment. A starting inoculum <3.13 x 10*
CFU/well showed an important reduction in the amount of mutant
subpopulation with increased MIC. The presence of these sub-
populations correlated well with the mutant frequency of each
strain and the inoculum used. The susceptibility of the strains
recovered from the fosfomycin-containing wells showed MIC in-
crements from 16 x to 256 x, with respect to its original value.

Discussion
Antimicrobial heteroresistance is the occurrence of variable

responses to antibiotics from bacterial cells within the same
population. This phenotype has been described for many

microorganisms and antimicrobials [19]. Fosfomycin hetero-
resistance has been studied in S. pneumoniae and P. aeruginosa
[13,14]. Nevertheless, little is known in Enterobacteriaceae and
neither the clinical implications, nor its role in susceptibility tests
has been studied.

For other antimicrobials, such as colistin or vancomycin, a
reduced efficacy of these antimicrobials in infections with the
presence of heteroresistant subpopulations has been observed
[20,21]. In vitro studies have shown lower fitness in fosfomycin-
resistant mutants; however, these results have not been evalu-
ated in vivo, or for longer periods where compensatory mutations
may occur re-establishing the biological cost of these mutations
[22].
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According to the CLSI guidelines, the agar dilution technique is
the reference method to determine the MIC to fosfomycin [10].
Nevertheless, many authors have shown a lack of correlation in the
fosfomycin MICs determined by different susceptibility methods
[6,12,23]. In this sense, we observed in the present and previous
studies, that broth microdilution often shows MIC values higher
than those obtained by agar dilution [12]. Because the broth
microdilution method is the base of most automated susceptibility
test systems, it is important to understand the underlying factors of
these discrepancies. In the present work, we have studied the role
of the different starting inocula used in the broth microdilution and
agar dilution methods. Whereas the recommended initial inoculum
is set to 10* CFU/spot in the agar dilution method, a range of 2 x 10°
to 8 x 10° CFU/mL (i.e. 2 x 10% to 8 x 10* CFU/well in 100 pL) is
accepted for the standard broth microdilution [10]. This implies
that the starting inoculum in the broth microdilution method is
from two-fold to eight-fold higher than that used in the agar
dilution. In this sense, we have seen a better essential agreement
between both methods when similar initial inoculum is used. Also,
we have observed in our collection of clinical E. coli and
K. pneumoniae strains, using fosfomycin concentrations above the
MIC (4 x MIC) a mean frequency of mutants of 6.05 x 10> (from
48 x107* to 1x1078) and 149 x 1074, (from 177 x 10> to
8.21 x 1077), respectively. Taking into consideration these results,
pre-existing mutants are present in the starting inoculum of the
fosfomycin susceptibility testing. Hence, subtle variations in this
bacterial burden may enrich the culture with resistant sub-
populations producing variations in the result of the susceptibility
test. Therefore, only the strains with high or low mutant frequency
show better reproducibility in the fosfomycin susceptibility testing,
whereas strains with a mutant frequency closed to the initial
inoculum used show low reproducibility.

In the present work, we have demonstrated this fact by moni-
toring over time the subpopulations' growth of different strains in
the presence of fosfomycin concentrations above the MIC. Using the
standard inoculum for susceptibility testing, the amount of initial
resistant subpopulations is low, and this is the reason for skipped
wells and the low reproducibility within the same assay. This
phenomenon is not restricted to Enterobacteriaceae and has been
commonly described by other authors, especially when disc diffu-
sion or Etest are performed, where scattered colonies within the
inhibition zones in disc diffusion or the ellipsoid inhibition zone in
Etest are frequently found [6,24]. In this sense, Diez-Aguilar et al.
have recently shown better essential and categorical agreements
between the reference method and Etest or disc diffusion, reducing
2-logip the initial bacterial concentration [24]. We have also
observed better essential and categorical agreements between the
agar dilution method and the broth microdilution method when
similar inocula are used. However, in our view this procedure is
risky, as resistant subpopulations are removed from the suscepti-
bility assay but they could be present at the infection site. Per-
forming the susceptibility test with higher inocula will reduce the
discrepancies by increasing the mutants in the assay. It must be
noted that the clinical implication of this measure is not clear. For
example, following this methodology, fosfomycin resistance would
be overestimated and in low inoculum infections caused by fosfo-
mycin heteroresistant strains, fosfomycin could be efficacious due
to the absence of resistant subpopulations.

Our study, again, raises the question of whether the current
agar dilution method is the appropriate reference technique to
determine fosfomycin susceptibility. To the best of our knowledge,
nobody has studied the correlation between clinical outcome and
the fosfomycin MIC determined with different susceptibility
testing methods, including agar dilution. In this regard, we and
other authors have previously shown that an inadequate
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fosfomycin therapy rapidly selects the subpopulations with
increased MIC, displacing the more susceptible ones [4,15]. In
conclusion, in vivo studies should be performed to evaluate the
clinical impact of the fosfomycin heteroresistance. Meanwhile,
susceptibility testing, either in broth or agar, should be carried out
with higher bacterial inocula to capture the whole resistance
present in the bacterial population.
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4.1 Primer articulo

Contribucion de cada mutacion simple o en combinacion a la resistencia a fosfomicina
en E. coli.

La CMI a fosfomicina de la cepa silvestre (E. coli BW 25133), utilizada para generar la
coleccion de mutantes de delecion fue de 2 pg/ml, utilizando la técnica de referencia.
Los mutantes de delecion para los transportadores principales de fosfomicina UhpT y
GIpT presentaron valores de CMI de 64 y 2 ug/ml, respectivamente. En ambos casos y
utilizando los puntos de corte CLSI, las dos cepas fueron clasificadas como sensibles. La
delecién individual de los genes cyaA y ptsl, que intervienen en la regulacion de los dos
transportadores, mostraron valores igualmente dentro de la categoria de la
sensibilidad con una CMI de 8 y 2 ug/ml, respectivamente. Finalmente, las CMI de los
dobles mutantes generados fueron las siguientes: AglpT-uhpT 256 pug/ml, AglpT-cyaA 8
ug/ml, AglpT-ptsl 2 pg/ml, AuhpT-cyaA 512 pg/ml, AuhpT-ptsl 64 pg/ml, Aptsl-cyaA 32
ug/ml, por lo que Unicamente se consideran resistentes los mutantes AglpT-uhpT y

AuhpT-cyaA 512 pg/ml.

Variaciones en la frecuencia de aparicion de mutantes

Empleando la cepa parenteral BW 25113 no se obtuvieron mutantes en ninguna de las
concentraciones de fosfomicina utilizadas (64 y 256 pg/ml). Sin embargo, todas las
cepas con una Unica delecidn generaron mutantes capaces de crecer a 64 ug/ml de
fosfomicina y presentaron una alta frecuencia de aparicion de mutantes a esta
concentracion: AglpT 1,3x10°+1,3x10°; AuhpT 2,9x10°+1,6x10>;, AcyaA 1,4x10
>+1,7x10; Aptsl 9,7x107+1,7x10°8. Por otro lado, cuando se realizé el estudio elevando
la concentracién de fosfomicina a 256 pg/ml, Gnicamente los mutantes AuhpT y AcyaA
fueron capaces de generar mutantes, con una frecuencia de 2,7x10°+1,4x10°y 4,7x10

6+4,2x10®, respectivamente.

Las cepas con deleciones en dos de los genes, fueron capaces de generar todas ellas

mutantes a una concentracion de fosfomicina de 256 pg/ml, con las siguientes
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frecuencias: AglpT-uhpT 9,6x101+6x10Y; AglpT-cyaA 1,2x10°+8,2x107; AglpT-pts/
9,4x107+6,6x107; AuhpT-cyaA 7,9x101+5,8x10Y; AuhpT-ptsl 6,1x10°+4,4x10°®; Aptsi-
cyaA 2,4x10°+2,3x10°.

El hecho de que AuhpT, con una CMI de 64 pg/ml, presentara una frecuencia de
aparicion de mutantes en una concentracion de 64 ug/ml de fosfomicina de 2,9x10
>+1,6x107, podria indicar que solamente una parte de la poblacién total presenta dicha
CMI. Por otro lado, los dobles mutantes que presentaron una CMI mds elevada
presentan frecuencias de aparicion de mutantes en 256 pg/ml de fosfomicina préximas

a 1, lo que demostraria que la mayor parte de la poblacidn comparte esa CMI.

Actividad in vitro de fosfomicina: curvas de letalidad

La rapida actividad bactericida de fosfomicina quedé reflejada en los resultados de las
curva de letalidad de la cepa BW25113 para ambas concentraciones testadas (64 y 307
pg/mil). Esa rapida reduccion del inéculo inicial se observo para la mayoria de las cepas
de la coleccidon estudiada, con disminuciones de entre 2-4 logio ufc/ml tras 4 horas en
presencia del antimicrobiano. Evidentemente, este efecto no se aprecié o fue menor
para los mutantes AuhpT-pts/, AglpT-uhpT y AuhpT-cyaA con CMlIs de 64, 256 y 512
ug/ml, respectivamente.

Pasadas 4 horas, todas las cepas isogénicas, incluso aquellas con valores de CMIs mas
bajos, lograron recrecer a una concentracion de 64 pg/ml del antimicrobiano.

El mismo efecto se produjo a la concentracion mas alta testada de fosfomicina (307
ug/ml), excepto para las cepas AglpT y Aptsl (ambas con una CMI idéntica a la cepa
parenteral BW25113 de 2 pg/ml), en las que si se logro esterilizar el cultivo a las 24
horas.

El inéculo bacteriano inicial para la realizacion de las curvas de letalidad fue de 10°
ufc/ml, por lo que los recrecimientos observados parecieron estar en relacién con los
resultados de los ensayos de frecuencia de aparicion de mutantes. Por lo tanto, los
recrecimientos observados fueron posiblemente originados por subpoblaciones con

CMl incrementada presentes al inicio del ensayo de las curvas de letalidad.

Andlisis de los mutantes obtenidos en la curva de letalidad
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Para todas las cepas isogénicas que presentaron recrecimiento en el punto de las 24
horas de las curvas de letalidad, se seleccionaron 5 colonias y se confirmé la
estabilidad de estos mutantes mediante pases consecutivos en placas sin antibidtico.
Todos los mutantes recuperados, independientemente de su genotipo y de la
concentracion de fosfomicina utilizada en la curva de letalidad, presentaron una CMI
mayor de 1024 pg/ml para este antimicrobiano.

Tras la caracterizaciéon mediante PCR y secuenciacién de estos mutantes se comprobd
gue la mayoria de ellos presentaban mutaciones relacionadas con la regulacion de
uhpT, con la excepcién de los casos en los que la cepa isogénica de la que procedian
era precisamente AuhpT. En estos casos, las mutaciones encontradas se localizaron en
los genes glpT o crp.

No se encontraron mutaciones en ninguno de los genes estudiados en el caso de los

mutantes procedentes de las cepas AglpT-uhpT y AuhpT-cyaA.
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4.2 Segundo articulo

Comparacion entre los métodos de sensibilidad a fosfomicina.

Se testaron un total de 220 aislados clinicos mediante diluciéon en agar (método de

referencia) para determinar la sensibilidad a fosfomicina.

Se clasificaron como sensibles 150 de ellos, con sensibilidad intermedia 9 y resistentes

a fosfomicina 63, segun los puntos de corte del CLSI.

Al comparar estos resultados de CMI obtenidos mediante el método de referencia con
los de la la técnica de microdilucién en caldo en aislados de E. coli se obtuvieron un
86,4% de acuerdos de categoria, un 9,1% de errores maximos, un 3,3% de errores
mayores y un 9,9% de errores menores. Para K. pneumoniae estos valores fueron

respectivamente de 51,1%, 15,7%, 28,4% y 25,2%.

Ademas, se observd de manera global, que al determinar la CMI mediante la
microdiluciéon en caldo, el 35,9% de las cepas mostraron discrepancias de CMI

superiores a * 1 dilucion, respecto a las obtenidas mediante dilucién en agar.

Por otro lado, se determind también la CMI a fosfomicina utilizando la microdilucion
en caldo con dos indculos diferentes, el estandarizado, (5,63 veces superior al utilizado

en la dilucién en agar), y con uno que igualaba el inéculo de la dilucién en agar.

Finalmente, la reduccion en el indculo inicial de la microdilucidn en caldo que iguala el
empleado en la técnica de referencia, permitié mejorar las discrepancias entre ambas
técnicas, con un aumento en el valor k de 0,210 a 0,361 y de los acuerdos de categoria

del 55,3% a un 75,6%.

Frecuencia de aparicion de mutantes

En primer lugar, la frecuencia de aparicién de mutantes fue similar entre E .coli y K.
pneumoniae, en términos proporcionales a su CMI. La frecuencia de aparicion de
mutantes para cepas de E. coli en concentraciones de fosfomicina 4 veces superiores a

su CMI fue de 6,05x10°, mientras que para concentraciones de fosfomicina 16 veces
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superiores a su CMI fue de 5,21x10°®. Para K. pneumoniae los resultados fueron de
1,49x10* a 4 veces su CMI y 1,58x10 a 16 veces la CMI. Por otro lado, la frecuencia de
aparicion de mutantes fue muy heterogénea en cepas con una misma CMI inicial
halldandose en un rango de entre 103 y 10°. Los mutantes generados presentaron

todos valores de CMI muy superiores a las cepas originales.

Monitorizacion del crecimiento de las subpoblaciones

La monitorizacién del crecimiento bacteriano de un conjunto de aislados clinicos de E.
coli con CMI de 1 pg/ml, a diferentes concentraciones de fosfomicina y empleando
distintos inéculos bacterianos, permitié observar la aparicién de subpoblaciones con
sensibilidad disminuida respecto a la cepa original. El recrecimiento de estas
subpoblaciones resistentes se volvidé detectable por el sistema de lectura, alrededor de
las 4-10 horas tras iniciar el ensayo, mostrandose un desplazamiento de la curva de
crecimiento hacia la derecha en comparacion con el control de crecimiento. Estas
subpoblaciones comenzaron a aparecen al utilizar indculos iniciales superiores a
3,13x10% ufc/ml. De nuevo, los resultados obtenidos fueron concordantes la frecuencia

de aparicion de mutantes obtenida para esos aislados a las concentraciones utilizadas.
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El interés global que existe actualmente en recuperar antimicrobianos antiguos para el
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes es fruto
de la escasez de alternativas terapéuticas con las que contamos para hacer frente a
este tipo de bacterias?®. La multirresistencia a antimicrobianos es un problema de
salud publica internacional, y el poder rescatar herramientas eficaces como son los
antimicrobianos antiguos (la fosfomicina entre ellos) es una de las estrategias
propuestas por organismos internacionales como la OMS o el ECDC para hacer frente a

este problema?®:3%.64,

Aunque la fosfomicina es un antibidtico descubierto en 1969, aun existen muchas
lagunas en el conocimiento de la respuesta de las bacterias a este antimicrobiano asi
como los mecanismos de adquisicion de resistencias al mismo. Ademads, a pesar de
tener un buen espectro de accion y escasos efectos adversos, la facilidad con la que
aparecian resistencias en los ensayos in vitro junto con la aparicién de nuevos
farmacos mas prometedores en la misma época hizo que este antimicrobiano pasara a
guedar marginado como herramienta terapéutica a finales del siglo XX, exceptuando
su uso para infecciones urinarias no complicadas. Su escaso uso ha determinado que
numerosas bacterias multirresistentes sigan siendo sensibles a fosfomicina, como en el
caso de enterobacterias productoras de BLEA o productoras de carbapenemasas®!.
Prueba del actual interés por este antimicrobiano es el incremento en la produccidn
cientifica, pasando de 462 entradas de “fosfomycin” en la base de datos PubMed en la

década de los 90 a 860 en los ultimos siete aflos2%®.

La resistencia a fosfomicina se ha asociado a enzimas inactivantes de codificacidon
plasmidica asi como a mutaciones en genes cromosdmicos, ya sea MurA (diana de la
fosfomicina) o el conjunto de genes que intervienen en el transporte intracelular de la
droga (glpT, uhpT, cyaA o ptsl)®®82, A pesar de conocer que estos genes se encuentran
involucrados en la resistencia desde hace décadas, no se conoce el papel que juegan
dichas mutaciones en la resistencia a fosfomicina. La mayoria de los trabajos
publicados, en los que se ha intentado correlacionar la resistencia a fosfomicina con
mutaciones en genes especificos, abarcaron un numero muy reducido de genes, o en

muchos casos encontraron mutaciones en varios de ellos. Esto ha hecho dificil
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establecer el grado de implicacion de estos genes en la pérdida de sensibilidad a
fosfomicina en las bacterias de manera individualizada'’*. Ademads, la mayor parte de
estos estudios se han realizado en el continente asiatico, donde la resistencia mediada
por plasmidos estd ampliamente extendida, enmascarando el efecto de los

mecanismos cromosdmicos de resistencia a fosfomicina®1°2.

Con este trabajo se pretende esclarecer la contribucidon de cada uno de los genes glpT,
uhpT, cyaA o ptsl a la disminucidn de la sensibilidad a fosfomicina en E. coli. Al haber
utilizado una coleccién isogénica todos los mutantes de delecién generados comparten
la misma base genética y por lo tanto las variaciones en la sensibilidad observadas

entre ellos se deberan Unicamente a la inactivacién del gen analizado.

Los resultados anteriormente expuestos demuestran, sorprendentemente, que
ninguna de las deleciones simples realizadas en los principales genes descritos en la
literatura como causantes de la pérdida de sensibilidad a fosfomicina logran convertir
a la cepa parenteral en resistente a este antimicrobiano. Ademads, los mutantes con
dobles deleciones también son mayoritariamente sensibles, siendo Unicamente AglpT-
uhpT y AuhpT-cyaA clasificados como resistentes a fosfomicina segun la normativa
CLSI**°. En nuestras condiciones experimentales esto hecho podria significar que la
resistencia a fosfomicina no se debe a una tnica mutacidn sino a un proceso secuencial
mediante el cual la suma del efecto de alteraciones en diferentes genes finalmente
produce cepas resistentes al antimicrobiano. Este hecho es importante ya que la
metodologia utilizada para testar la CMI a fosfomicina podria estar enmascarando
alguna de estas mutaciones iniciales. La adicién de glucosa-6-fosfato al medio parece
ocultar el aumento en la CMI de aislados con mutaciones que no afecten a UhpT. Por
ejemplo, la cepa con la mutacion en el transportador GIpT presenté una CMI de 2
ug/ml, la misma que la cepa parental BW2113, sin mutaciones. Esta CMI podria puede
estar disminuida debido a la adicion de glucosa-6-fosfato al medio, hecho que produce
la sobreexpresion del otro transportador de fosfomicina (UhpT) propiciando una
mayor entrada del antimicrobiano dentro de la bacteria y, por lo tanto, volviéndola
mas sensible. De esta manera, aunque la bacteria tenga inactivado un transportador
(GlpT) de fosfomicina, la sobreexpresion del segundo (UhpT) es suficiente como para

reestablecer la sensibilidad, comportandose fenotipicamente como una bacteria sin
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mutaciones. La importancia del transportador UhpT se pone de manifiesto en el
aumento en la CMI que produce, ya que es la mutacion puntual estudiada que produce
un mayor aumento de la CMI, pudiendo significar que esta sea la principal via de

entrada del antimicrobiano a la bacteria.

En los aislados en los que la mutacién no se situa en el gen uhpT, pero si en otros
genes (por ejemplo en glpT o ptsl), la bacteria muestra un fenotipo sensible. Sin
embargo, este genotipo puede facilitar la seleccion de subpoblaciones altamente
resistentes al antimicrobiano cuando una segunda mutacién aparece. Prueba de ello
son las cepa parental BW25133, AglpT y Aptsl/ comparten la misma CMI, pero
presentan diferencias en sus frecuencias de apariciéon de mutantes, siendo >10° para
BW25113, 1,3x107 para AglpT y 9,7x107 para Aptsl. Esto significaria que cepas con la
misma CMI se comportardan de manera distinta al entrar en contacto con fosfomicina,
hecho que queda demostrado en los ensayos de letalidad. Cuando las cepas con los
genes glpT y ptsl inactivados, se cultivaron en concentraciones de fosfomicina 32 veces
mayores a su CMI, se observé un descenso inicial en la carga bacteriana para
posteriormente evidenciar el crecimiento de subpoblaciones con altos niveles de

resistencia a fosfomicina (>1024 pg/ml).

Por otro lado, la ausencia de recrecimiento observado al aumentar la concentraciéon de
fosfomicina a 307 pg/ml, podria ser explicada por las que altas concentraciones
utilizadas. Esta concentracién fue suficiente para erradicar la subpoblaciones
preexistentes y previno por lo tanto la seleccion de mutantes de alto nivel de

resistencia.

Hay que tener en cuenta que el indculo inicial utilizado en las curvas de letalidad fue
de 108 ufc/ml (volumen de 20 ml) y que la frecuencia de aparicién de mutantes en 64
ug/ml de fosfomicina, para los cepas con deleciones simples, comprende un rango que
va de 1,3x10™ a 9,7x107 por lo que coincide con el hecho de que todas ellas sean
capaces de recrecer en las curvas de letalidad realizadas a esa concentracién puesto
gue subpoblaciones bacterianas con una CMI incrementada a fosfomicina ya estarian

presenten en el inicio del ensayo.
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Esto se correlacionaria también con la frecuencia de aparicién de mutantes (<107°)

observada a 256 pg/ml de fosfomicina.

Los otros dos mutantes simples creados, AuhpT y AcyaA presentaron una CMI de 64
ug/ml y 8 pg/ml respectivamente. Ambas cepas fueron sensibles a fosfomicina y se
comportaron de manera similar en las curvas de letalidad, recreciendo tanto a 64
como a 307 pg/ml de fosfomicina. Esto fue debido a la aparicién de segundas
mutaciones en el complejo CRP-AMPc o en los genes relacionados con la regulacion de

UhpT.

Es importante destacar que, en los dobles mutantes AglpT-uhpT y AuhpT-cyaA, a pesar
de recrecer en las curvas de letalidad y obtener un CMI final mayor a la inicial, no se
encontraron mutaciones en ninguno de los genes estudiados. Esto hace pensar en la
posibilidad de que existan mecanismos de resistencia adiciones en la bacteria capaces

de producir resistencia de alto nivel a fosfomicina.

Teniendo en cuenta el inéculo bacteriano empleado, la frecuencia de aparicion de
mutantes de las cepas seleccionadas y las concentraciones de antimicrobiano utilizado,
la presencia de subpoblaciones al inicio de los ensayos era un fendmeno plausible

como se demostrd posteriormente.

Sin embargo, una limitacién de este trabajo es la utilizacién de una coleccién de
mutantes realizada mediante un protocolo de delecién completa de los genes y no por
mutaciones puntuales como se observa en algunos aislados clinicos. Este protocolo
imposibilita, por ejemplo, el estudio del mutante AmurA, ya que se trata de un gen
esencial para la viabilidad de la bacteria. Por otro lado, en la mayoria de aislados
clinicos secuenciados en otros trabajos, la proteina MurA, no presenta mutaciones.
Unicamente se ha demostrado que la sobreexpresion de esta proteina causa
resistencia a fosfomicina aunque hasta la fecha no se ha descrito en cepas
clinicas®?117.152207  En |a mayoria de estos trabajos, las mutaciones que con mas
frecuencia se observan en cepas clinicas, se encuentran relacionadas con el
transportador UhpT y su regulacién. Sin embargo es cierto, que las condiciones en las
gue se seleccionan la mayoria de los aislados resistentes a fosfomicina pueden sesgar

el tipo de mutante obtenido. Esto es debido a que tanto los discos como los Etest
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contienen glucosa-6-fosfato y por lo tanto estas condiciones favorecen la seleccion de
mutantes relacionados con la via de adquisicion de hexosas-6-fosfato. Nilsson y
colaboradores compararon las mutaciones en algunos genes relacionados con
resistencia a fosfomicina en cepas de origen clinico con las mutaciones de cepas
resistentes obtenidas por presién antibidtica en el laboratorio'’*. Estos investigadores
concluyeron que las mutaciones encontradas difieren segun el origen de los aislados,
puesto que in vivo no encuentran mutaciones en los genes cyaA o ptsl. Tras comprobar
en nuestra coleccidn de deleciones isogénicas que la pérdida de estos dos genes solo
genera CMls a fosfomicina de 8 y 2 pug/ml respectivamente no es de extrafiar que no
fueran encontradas ya que se siguieron los puntos de corte de CLSI para la seleccién de

dichas cepas clinicas resistentes a fosfomicina.

Otra limitacién de este trabajo es el numero limitado de genes estudiados. En la
resistencia a fosfomicina participa una compleja red de regulacién de multitud de
genes metabdlicos, por lo que no podemos excluir que existan otros genes implicados
en la reduccién de la sensibilidad a este antimicrobiano. A pesar de ello, este trabajo es
el estudio que mas genes has estudiado en relacién con la resistencia a fosfomicina

hasta la fecha.

Por otro lado, el uso de concentraciones fijas de antibidtico en los ensayos de curvas
de letalidad puede que no refleje exactamente la respuesta in vivo a fosfomicina. Sin
embargo, estos resultados obtenidos en las curvas de letalidad, concuerdan con
nuestro trabajo previo realizado mediante ensayos de hollow-fiber. La importancia de
las subpoblaciones preexistentes en el inéculo inicial se puso de manifiesto en el
fracaso terapéutico de distintos regimenes con fosfomicina en este sistema
experimental. Posteriormente, otros grupos han publicado resultados similares y en

concordancia con nuestro trabajo!’>208-210,

Por otro lado, el poder establecer una CMI fiable y reproducible es un punto clave para
el uso racional de cualquier antimicrobiano, ya que es ese valor el utilizado para
clasificar como sensible o resistente a un aislado, y por lo tanto poder guiar el

tratamiento antimicrobiano.
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Siguiendo la actual normativa del CLSI, la Unica técnica de referencia para establecer la
CMI a fosfomicina es la dilucidon en agar®. Esta es una técnica tediosa y dificil de
automatizar, por lo que en la practica clinica la mayoria de laboratorios utilizan
sistemas automatizados que simulan la microdilucion en caldo. Existen diversos
estudios que analizan las discrepancias de los resultados de sensibilidad a fosfomicina
segln la técnica utilizada. En ellos, se puede observar como la microdiluciéon en caldo
tiende a generar resultados de CMI mayores a los obtenidos por la técnica de
referencia. Esto se traduce en un informe de cepas con mayor grado de resistencia a
fosfomicina, al encontrarse estas técnicas mas ampliamente distribuidas en los

laboratorios de microbiologia?!*~213,

Estas discrepancias en los valores de CMI se relacionan en ocasiones con el fenémeno
de la heterorresistencia, que se define como la aparicién de una respuesta variable a
los antimicrobianos por parte de bacterias aisladas dentro de una misma poblacién
bacteriana®!#. Este fenotipo ha sido descrito para fosfomicina en S. pneumoniae y P.
aeruginosa’®?%>, pero se conoce poco sobre la heterorresistencia a fosfomicina en

enterobacterias.

Para antimicrobianos como la colistina o la vancomicina si se ha demostrado un menor
éxito microbiolégico a la hora de tratar infecciones producidas por poblaciones
heterorresistentes pero hasta la fecha, no existen datos sobre la implicacidn clinica de

estas subpoblaciones en el tratamiento con fosfomicina 216217,

En algunos estudios previos se ha concluido, coincidiendo con nuestros resultados, que
los mutantes preexistentes en el indculo inicial son los causantes de los recrecimientos
bacterianos en ensayos en los que se expone a las bacterias a fosfomicina por periodos
mas o menos largos de tiempo. Estos resultados difieren también segun la especie de
bacteria estudiada y la concentracién del indculo inicial, pero siempre generan
mutantes resultantes de alto nivel de resistencia al antimicrobiano de igual manera

que sucede en nuestra coleccién de mutantes isogénicos 17>:208,209,

En el segundo manuscrito que conforma esta tesis doctoral se muestra que las
diferencias permitidas entre los indculos iniciales en las dos técnicas para establecer la

CMI a fosfomicina (dilucion en agar y microdilucion), son suficientes para producir
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resultados discordantes debido a la existencia de subpoblaciones con sensibilidad

disminuida al inicio de dichas técnicas.

Mientras que el inoculo establecido para realizar una técnica de dilucion en agar es de
10* ufc/por punto de inoculacién, para la técnica de microdilucién en caldo se permite
un rango que varia entre 2-8x10° ufc/ml (lo que supondria 2-8x10* ufc por pocillo de
100 pl) %. Esta diferencia significa que en la microdilucion en caldo se utiliza entre 2y 8

veces un indculo superior que en la dilucién en agar.

En este estudio, queda demostrado que una mejor correlacion entre los resultados
entre ambas técnicas se puede conseguir al igualar los indculos iniciales (el valor k
aumenta de 0,210 a 0,361) siendo mas marcado para cepas de K. pneumoniae. En la
coleccién estudiada, los valores de CMI de fosfomicina para K. pneumoniae fueron mas
altos que para E. coli por lo que variaciones de 1 o 2 diluciones pueden suponer un
cambio en el acuerdo de categoria, pudiendo ser esa la causa de los mejores

resultados obtenidos para K. pneumoniae al igualar inéculos.

Al calcular la frecuencia de apariciéon de mutantes de las cepas clinicas estudiadas, para
E. coli se obtienen tasas que van desde 4,8 mutantes por cada 10* bacterias a 1 de
cada 108 con una meda de 6,05 de cada 10° bacterias. De esta manera, si utilizamos un
indculo inicial para hacer la microdilucion de alrededor de 10.000 ufc/ml, estamos
introduciendo mutantes al inocular la CMI. Este hecho se muestra con mas claridad en
los aislados de K. pneumoniae, con una media de frecuencia de aparicién de mutantes
de 1,49 de cada 10* bacterias, lo que se correlaciona con una mayor proporcion de
discordancias en los valores de CMI (el acuerdo de categoria pasa de ser un 51,8%

utilizando el indculo estandar a un 85,6% igualando los indculos de as técnicas).

Considerando estos resultados, mutantes preexistentes estdn presentes en el inéculo
inicial utilizado para realizar los test de sensibilidad a fosfomicina, por lo que pequefias
variaciones en la concentracién de dicho inéculo pueden aumentar la proporcion de
mutantes con sensibilidad disminuida a fosfomicina. Afianza esta conclusion el hecho
de que son aquellas cepas con una baja frecuencia de aparicion de mutantes las que

presentan un mayor grado de reproducibilidad entre técnicas, mientras que con las
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cepas que presentan una frecuencia de aparicion de mutantes cercana a la

concentracion del indculo inicial se obtienen resultados menos reproducibles.

En este trabajo se decidi® monitorizar el comportamiento de las subpoblaciones
resistentes a diferentes concentraciones de fosfomicina, utilizando indéculos iniciales
con concentraciones decrecientes a la mitad para cada determinacién. Utilizando esta
metodologia se pudo observar como las subpoblaciones resistentes aumentaron a lo
largo del tiempo, llegando a alcanzar valores detectables de forma mas tardia que la
poblacion total. Con la disminucidon del indculo inicial de forma progresiva, se observo
como el recrecimiento de cepas resistentes termind por desaparecer. Esto fue debido
a que el inéculo utilizado fue tan bajo que redujo la probabilidad de que contuviera

mutantes resistentes en el ensayo.

En el caso de fosfomicina, hemos demostrado que la aparicién de crecimiento en
pocillos salteados de las placas de microdilucién puede ser debido a la inoculacién, en
el pocillo del ensayo, de mutantes con sensibilidad disminuida. Estos mutantes
preexistentes en el indculo inicial se encuentran en una proporcién tan baja que a
veces son inoculados en un pocillo con menor concentracion de fosfomicina y generan
CMI bajas y en otras ocasiones en pocillos con mayores concentraciones. Esto produce

grandes dificultades a la hora de interpretar los resultados de la microdilucién.

Este fendmeno también ha sido observado por otros autores utilizando técnicas como
la difusién en disco o en Etest, en las que se observa como colonias aisladas dentro de
la zona de inhibicién 211212, En este sentido, se han propuesto diferentes soluciones
para poder interpretar los resultados. El comité EUCAST, en su ultima actualizacidn,
recomienda no tener en cuenta las colonias salteadas dentro del halo de inhibicién,
cuando se utiliza la técnica disco-difusién con el fin de obtener resultados mas
reproducibles 1, En este sentido, Diez-Aguilar y colaboradores proponen reducir el
indculo inicial en 2 Logio ufc/ml, puesto que de esta manera consiguen un aumento de
los acuerdos de categoria y una disminucion de los errores entre la técnica de dilucidn
en agar y la difusién en disco o Etest 2!1. Con este trabajo se corrobora este hecho,
puesto que al disminuir el indculo inicial logramos de igual manera mejorar la

concordancia entre técnicas.
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Sin embargo, consideramos que ambas estrategias son arriesgadas, ya que estamos
descartando los resultados que generan los mutantes preexistentes en el cultivo y
hasta la fecha no existe evidencia cientifica generada a partir de ensayos clinicos que
apoye esta decision. No se conoce, qué es lo que sucede en el curso de una infeccién
real con estas subpoblaciones, sobre todo en aquellas que cldsicamente se consideran

de alta carga bacteriana como es el caso de los abscesos, neumonias u osteomielitis.

En ensayos realizados en el sistema hollow-fiber, capaces de simular in vitro diferentes
dosificaciones de antibidtico con tal de asemejar la exposicion de la bacteria al
antimicrobiano a lo que sucede in vivo, se han demostrado que es necesario utilizar
concentraciones altas de fosfomicina para lograr evitar la aparicion de mutantes
resistentes. Aun y asi, existen discrepancias sobre cudl ha de ser esa concentracion. En
el ensayo de VanScoy y colaboradores, consiguen eliminar estas subpoblaciones con
una dosificacion de 4g cada 8 horas?®®, mientras que en un trabajo anterior realizado
por Docobo y colaboradores es necesario una dosis de 8g cada 8 horas para lograrlo!’>.
La explicacion a dicha diferencia se debe a la cepa utilizada en cada estudio. En el
primero, se utiliza la cepa de coleccion E. coli ATCC 25922, con una sensibilidad muy
baja a fosfomicina y sin mutaciones de bajo nivel de resistencia, mientras que en el

segundo se traté de un aislado clinico con mutaciones en GlpT.

En un articulo recientemente publicado, se valida la hipdtesis de la ventana de
seleccion de mutantes in vitro e in vivo en un modelo animal para fosfomicina frente a
las cepas E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853. En este trabajo, se exponen
dichas bacterias a concentraciones por encima de su CMI pero por debajo de la
concentracion preventiva de mutantes y en las curvas de letalidad se observa un
recrecimiento de las cepas, de igual manera que en trabajos previos. Sin embargo, en
el modelo animal, se observan diferencias entre las dos especies. Mientras que en el
modelo por E. coli la infeccidn consigue resolverse con dosis superiores a 30
mg/kg/dia, la producida por P. aeruginosa no se consigue aclarar con ninguna de las
dosificaciones testadas y la infeccidén se va enriqueciendo en mutantes con CMls mas

elevadas?®0.

Otro aspecto de extremada relevancia, se encuentra relacionado con la optimizacién

del tratamiento antimicrobiano. La posibilidad de disefiar un tratamiento optimizado
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con fosfomicina, viene dado a través de un mejor conocimiento de los parametros
farmacocinéticos (FC) y farmacodindmicos (FD), que rigen la actividad de este
antimicrobiano. En este sentido, se han realizado algunas aproximaciones en los
ultimos afios. Si bien es cierto que se han realizado distintos estudios farmacocinéticos
con fosfomicina?!8,%1% 220 (Inicamente existe un trabajo que ha evaluado en pacientes
criticos la variabilidad de las concentraciones de la administracidon intravenosa de este

antimicrobiano, mediante un anélisis de farmacocinética poblacional??..

Por otro lado, distintos trabajos han tratado de conocer el parametro
farmacodinamico, que mejor predice la actividad de fosfomicina. Dos de estos trabajos
emplearon un modelo de in vitro de infeccién dindmica de hollow-fiber'’>2%, En el
primero de ellos, se sugiere que el cociente area bajo la curva entre la CMI (AUC/CMI)
podria ser el parametro predictor de eficacia, basado en la supresién de
subpoblaciones emergentes. Sin embargo, el disefio de este trabajo no estaba
encaminado a concretar este objetivo. El segundo de estos trabajos, empleando
estudios de rango de dosis y fraccionamiento de dosis concluye que es el tiempo por
encima de la RIC (resistance inhibitory concentration, concentracion inhibitoria de
resistencia, T>RIC). Sin embargo, en este trabajo existen algunas debilidades que no
permiten aseverar estas conclusiones. Por un lado las relaciones entre la actividad de
fosfomicina y los parametros AUC/CMI o T>RIC, no permiten claramente decantarse
por este segundo pardmetro. Por otro lado, en los ensayos, sélo evalian un periodo de
24 h en el que ademas no se monitoriza la evolucién de las subpoblaciones con CMI
incrementada. Finalmente, Lepak y colaboradores en un modelo murino de infeccidn
de muslo, de nuevo evaluaron estos parametros mediante estudios de
fraccionamiento de dosis in vivo®?®. La conclusién de estos autores es que el AUC/CMI
es el pardmetro FD que predice la eficacia de fosfomicina. Aunque estos resultados se

175 es importante destacar que

encuentran en consonancia con nuestro trabajo previo
la eficacia de nuevo se ha evaluado en un periodo de 24h, que clasicamente y para
otros antimicrobianos ha resultado suficiente, pero para fosfomicina pudiera no ser
predictor a largo plazo debido al recrecimiento de estas subpoblaciones con CMI

incrementada.
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Debido a todo lo anteriormente expuesto, si reducimos el inéculo inicial para que las
técnicas de sensibilidad puedan ser mds reproducibles, podemos estar infraestimando
las subpoblaciones resistentes, pero a su vez, utilizando un indculo inicial elevado,
podriamos estar amplificando subpoblaciones resistentes que acabaran generando
resultados resistentes, lo que podria acarrear el no uso de este antimicrobiano para
infecciones de bajo inéculo o en localizaciones donde se produce una acumulacion del

farmaco, situaciones en la que este podria ser una buena herramienta terapéutica.

Por todo lo anteriormente expuesto, los trabajos que componen la presente tesis
doctoral ponen de nuevo en cuestidn distintos aspectos en relacion fosfomicina, como
son la idoneidad del uso de la dilucién en agar como técnica de referencia para el
estudio de la sensibilidad a fosfomicina. Ademas, los resultados obtenidos en esta tesis
doctoral han contribuido a la comprensién de los mecanismos moleculares de la
resistencia a fosfomicina y ponen de manifiesto la necesidad de evaluar un método in

vitro reproducible capaz de predecir la aparicion de mutantes resistentes.

Finalmente, estos trabajos muestran la necesidad de realizar estudios in vivo que
permitan evaluar el impacto clinico de las subpoblaciones con CMI incrementada a
fosfomicina durante el tratamiento y la capacidad de estas subpoblaciones de
condicionar la caracterizacién de puntos de corte de farmacodindmicos predictores de

eficacia basados en la CMI.
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1-

Las mutaciones que causan pérdida de funcidn de los genes codificantes para
los transportadores de fosfomicina (uhpT, glpT), asi como de los principales
genes relacionados con la regulacién de su entrada en la bacteria (cyaA y ptsl),
no producen aumentos en los valores de CMI de fosfomicina considerados
como resistentes aplicando los puntos de corte de sensibilidad antibidtica de

CLSI.

Unicamente la pérdida de funcién en el gen uhpT provocaron resistencia a

fosfomicina segun los puntos de corte establecidos por EUCAST.

Las combinaciones de dobles deleciones que implican la inactivacién del
transportador UhpT determinan valores de CMIs a fosfomicina considerados

como resistentes aplicando los puntos de corte de CLSI o EUCAST.

La CMI a fosfomicina no es un buen predictor de la actividad de este
antimicrobiano frente a E. coli y K. pneumoniae, debido a que pequefias
variaciones en la concentracién del indculo inicial causan discrepancia entre las

distintas técnicas de sensibilidad a antimicrobianos.

La tasa de frecuencia de aparicion de mutantes resistentes a fosfomicina
observada en E. coli y K. pneumoniae es tan alta, que la probabilidad de
introducir mutantes resistentes en el propio indculo inicial durante Ia
realizacion de las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos hace poco

reproducibles dichas técnicas.
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