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RESUMEN

Las infecciones urinarias son causadas mayormente por Escherichia coli (E. coli), el uso indiscriminado de antibiéticos
ha originado un aumento de infecciones por cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Con
el objetivo de determinar la sensibilidad a fosfomicina se realiz6 un estudio en cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de urocultivos provenientes de un hospital de Peru. Se recolectaron 266 cepas de E. coli identificadas por métodos
convencionales como productoras de BLEE. Se determind la sensibilidad de fosfomicina por concentracién inhibitoria
minima mediante el método de dilucién en agar y por el método de disco difusion. Se encontr6é 192 (72,2 %) cepas de E.
coli productora de BLEE sensibles a fosfomicina. Se concluye que la fosfomicina presenta actividad antimicrobiana frente a
cepas de E. coli productoras de BLEE, y podria ser considerada una buena opcion terapéutica frente a cepas resistentes.
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SENSITIVITY TO FOSFOMYCIN IN EXTENDED-SPECTRUM BETA-
LACTAMASE-PRODUCING Escherichia coli

ABSTRACT

Urinary infections are caused mainly by Escherichia coli (E. coli); indiscriminate use of antibiotics has caused an increase
in infections due to extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing strains. Aiming to determine the sensitivity to
fosfomycin, a study was conducted in ESBL-producing E. coli strains isolated from urine cultures at a hospital in Peru. Two
hundred and sixty-six (266) strains of E. coli were collected, which were determined by conventional methods to be ESBL-
producing. Sensitivity to fosfomycin was determined through minimum inhibitory concentration with the agar dilution method
and the diffusion disc method. One hundred and ninety-two (192) (72.2%) strains of ESBL-producing E. coli strains sensitive
to Fosfomycin were found. It, therefore, follows that fosfomycin exhibits antimicrobial activity against ESBL-producing E. coli

strains and that it could be considered a good treatment option for resistant strains.
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INTRODUCCION

Las infecciones urinarias (IU) constituyen una de las patologias
infecciosas mas frecuentes en la comunidad y en el ambito
hospitalario. Se estima que la incidencia mundial de IU es
de 2 a 3 casos por 100 habitantes al afio ), representando
un problema clinico y de gran repercusion econdémica @.
Escherichia coli (E. coli) es el microorganismo uropatégeno
mas frecuente ®. Debido a esto, es importante seleccionar

un tratamiento empirico hasta contar con el resultado
del urocultivo y antibiograma, por lo que se requiere
de nuevos enfoques para abordar este tratamiento
debido a la aparicion de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en todo el
mundo “. En diversos paises la resistencia antimicrobiana
ha ido en aumento ©.

Un estudio realizado en pacientes ambulatorios con U
en Pert encontré que el 41 % de E. coli eran productora
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de BLEE, evidenciando un alto grado de resistencia para
los farmacos comunmente utilizados en la practica clinica
y considerados como de primera linea por las guias
internacionales en el manejo inicial de la IU ©.

Es recomendable un antibiético con una alta eficacia sobre
el agente sospechado, con muy buena distribucién corporal,
alta concentracion en vias urinarias y baja toxicidad, con
respuesta rapida y efectiva al tratamiento, que evite la
recurrencia y la aparicion de resistencia antimicrobiana. En
este sentido, la fosfomicina posee accién bactericida, es de
amplio espectro, inhibe la sintesis de la pared bacteriana
uniéndose por competicion, por ser analogo al Mur A, y no
presenta resistencia cruzada con ningun otro antibiético ©,
ademas presenta tasas de resistencia menores al 5 % ©.

Son escasos los estudios sobre la sensibilidad de E.
coli productora de BLEE aislados de urocultivos frente
a fosfomicina en Perl. El objetivo de este estudio
fue determinar la sensibilidad a fosfomicina en cepas
de E. coli productoras de BLEE aisladas de urocultivos,
adicionalmente se evalué la concordancia entre las técnicas
de dilucién en agar y disco difusion, ademas de evaluar los
parametros diagnésticos de estos métodos.

EL ESTUDIO

Se realizé un estudio transversal en el Hospital Nacional
Hipdlito Unanue (HNHU), el cual es un hospital general
de complejidad IlI-1 ubicado en la zona este de Lima,
que atiende a una poblacion aproximada de 2,6 millones
de personas, con atencion en especialidades médicas y
quirargicas en servicios de consulta externa y hospitalizacién
de pacientes adultos y pediatricos ©. La recoleccién de
muestras fue realizada durante enero a diciembre de 2016.

PROCEDIMIENTOS

El aislamiento primario se realizé sembrando las muestras de
orina en medios de cultivo segun métodos convencionales
estandarizados en el laboratorio de microbiologia del
HNHU. Se recolectaron e identificaron cepas de E. coli
de urocultivos de pacientes procedentes de los servicios
de consulta externa y hospitalizacién. Se excluyeron los
aislamientos repetidos por paciente, por la posibilidad
de sobrestimar la sensibilidad. Los datos del urocultivo y
pruebas de sensibilidad fueron tomados de los registros
del servicio de microbiologia del HNHU. Las cepas fueron
conservadas en caldo tripticasa de soya (TSB) con glicerol
al 20 % y almacenadas a —20 °C hasta su procesamiento.

PRODUCCION DE BLEE

Se consideraron cepas productoras de BLEE aquellas con
tamizaje laboratorial positivo y confirmacién fenotipica con
antibidticos basada en la demostracion de sinergia con
cefotaxima, ceftazidima y acido clavulanico, seleccionados
en la prueba de difusion en disco, siguiendo los estandares
de la Health Protection Agency 9.

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. La resistencia antimicrobiana es
un problema global. Se reconoce que la Escherichia coli es el principal
patdgeno de las vias urinarias, ademas de presentar una alta frecuencia
de cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
lo que motiva a investigar nuevas alternativas de tratamiento.

Principales hallazgos. De las 266 cepas productoras de BLEE
analizadas, el 72,2 % resulto ser sensible a fosfomicina, confirmado por
métodos disco difusion y de dilucion en agar.

Implicancias. Al encontrar altas tasas de sensibilidad frente a
fosfomicina en cepas BLEE, consideramos que el uso responsable de
este farmaco, aunado con programas de vigilancia, permitiran prevenir
la emergencia y diseminacion de gérmenes resistentes.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A FOSFOMICINA

Técnica de disco difusién (DD)

La sensibilidad de fosfomicina frente a las cepas
estudiadas se determind por la técnica de Kirby-Bauer,
Se realizd la estandarizacion del indculo bacteriano de E.
coli, con un subcultivo de colonias del microorganismo, que
fueron suspendidas en solucién salina fisiologica esteéril;
ajustandose al patron de turbidez 0,5 de la escala de Mc
Farland, verificado con un turbidimetro. Utilizando discos
de fosfomicina de 200 ug que contiene 50 ug de glucosa-
6-fosfato recomendado en las guias del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) 9,

Técnica de dilucién en agar (DA)

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se determiné por
este método de referencia recomendado por el CLSI ™, en
agar Miller Hinton suplementado con 25 pg/mL de glucosa-
6-fosfato (Sigma-Aldrich®) y fosfomicina disddica (Sigma-
Aldrich®), se ensayaron tres concentraciones de fosfomicina:
64 pg/ml, 128 pg/mly 256 pg/ml.

En todas las pruebas antes descritas se utilizaron dos
cepas control: ATCC 35218 y ATCC 25922, Escherichia
coli productor de BLEE y no productor de BLEE,
respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé el calculo de frecuencias y porcentajes para
determinar la sensibilidad a fosfomicina de los métodos
utilizados. Ademas, se estimo los valores de sensibilidad,
especificidad, valores predictivos del método de DD,
considerando un nivel de confianza de 95%. El analisis
estadistico se realizd utilizando el programa Whonet 5.6 y
Excel. Se determind la concordancia de los métodos usando
el coeficiente de correlacion Kappa de Cohen.

CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité
institucional de ética en investigacién del HNHU. No se
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requirié consentimiento informado debido a que solo se
analizaron las cepas aisladas.

HALLAZGOS

Se incluyeron 266 cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de urocultivos. Con el método de DA, 192 (72,2 %)
cepas fueron sensibles frente a fosfomicina (CMI < 64 pg/ml),
10 (3,8 %) cepas presentaron sensibilidad intermedia (CMI
128 pug/ml)y 64 (24,1 %) cepas resultaron ser resistentes (CMI
> 256 pg/ml). Mediante el método de DD, 193 (72,6 %) cepas
fueron sensibles a fosfomicina, 7 (2,6 %) cepas presentaron
sensibilidad intermedia y 66 (24,8 %) cepas resultaron ser
resistentes frente a fosfomicina. En el método de DD se
obtuvo tres falsos negativos y cuatro falsos positivos.

Ademas, de manera preliminar se realizé el calculo de
los parametros diagndsticos del método de DD, usando
como patrén de referencia al método DA, mostrando una
sensibilidad de 98,4 % y una especificidad de 94,6 %;
con una exactitud diagnostica de 97,4 %. La seguridad
diagndstica se expresd mediante los valores predictivos
positivo y negativo: VPP: 97,9 % y VPN: 95,9 %. El indice
de concordancia de kappa (k) entre el método de DD y el
método de referencia (DA) fue de 0,93, lo que se considera
una excelente concordancia.

DISCUSION

Las infecciones urinarias se diagnostican en el 75 % a 80
% de los pacientes que acuden a consulta hospitalaria ('?),
lo que permite un manejo y tratamiento adecuado. Una
investigacion realizada en toda América Latina, muestra
que el 32 % de cepas de E. coli aisladas clinicamente son
productoras de BLEE (3. En el 2011, un programa regional
de vigilancia de la resistencia en 11 paises latinoamericanos
encontré cepas de E. coli productoras de BLEE en México
con 71%, Guatemala con 59 %, y en tercer lugar a Peru
con 54 % (3. Montafiez-Valverde et al., Galvan et al. y
Yupanqui et al. reportaron frecuencias de 39,4 %, 16,3 %
y 26,5 % respectivamente, de cepas de E. coli productoras
de BLEE aisladas de urocultivo %', Se observa que los
datos presentan una distribucion variable.

La concordancia entre ambos métodos fue excelente (indice
Kappa 0,93), similar a lo reportado por Falagas et al. .
Observamos una sensibilidad a fosfomicina del 72,2 %,
inferior a lo reportado por Hirsch et al. con un 96,7 % ('),
valores similares se presentan en estudios realizadas en
Europa y Norteamérica. Sin embargo, en investigaciones
realizadas en Latinoamérica se presentan frecuencias de
sensibilidad a fosfomicina del 72 % al 84 % ©'), similar a
nuestros hallazgos.

Segun tenemos conocimiento, este es el primer estudio
realizado en nuestro pais para evaluar la sensibilidad a
fosfomicina segun la CMI por dilucién en agar, siendo este,
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el método de referencia recomendado por CLSI, dado que
los métodos comerciales basados en la CMI de dilucién en
caldo presentan ciertas limitaciones.

La técnica de disco difusion presento una excelente
concordancia con la técnica de referencia, por ser muy
factible su implementacion seria recomendable su uso en
nuestro medio frente a este fenotipo de cepas resistentes.

La elevada resistencia a fosfomicina quizas se deba al
aumento de su uso en la comunidad, algunos autores
lo asocian al genotipo CTX-M ("®. Esta observacion es
importante debido a que el gen que confiere resistencia a
fosfomicina mediado por plasmidos ha surgido en cepas
con genotipo CTX-M @, Sin embargo, las cepas de E.
coli productoras de BLEE sensibles a fosfomicina son
del genotipo CTX-M grupo 1y 9 (9. Contrario a esto, se
ha reportado en nuestro pais un 26,4 % de resistencia a
fosfomicina en cepas de E. coliBLEE con el genotipo CTX-M
(grupos 1 a 17 y del 19 a 22) ©. Por lo que es necesario
investigar esta correlaciéon caracterizando molecularmente
los genes implicados.

La fosfomicina es una buena opcién en el tratamiento de
IU por E. coli multirresistente, esta contraindicado cuando
existe hipersensibilidad conocida, ademas de forma leve
y autolimitada trastornos gastrointestinales, pero no afecta
la funcién renal; todo esto, con una baja incidencia en la
poblacion ),

El presente trabajo tiene algunas limitaciones, como la
poca validez externa, ya que fue realizado en un Unico
centro hospitalario, ubicado en la zona este de Lima, que
atiende mayoritariamente a pacientes con Seguro Integral
de Salud. Si bien, los hallazgos de este estudio solo serian
aplicables a la poblacion atendida por este hospital, nuestra
intencion es llamar la atencion sobre la presencia, cada vez
mayor, de bacterias multidrogorresistentes y la alternativa
de uso de fosfomicina, antibiético que cuenta todavia con
una alta sensibilidad antimicrobiana.

En conclusién, nuestro estudio demuestra que la fosfomicina
presenta actividad antimicrobiana frente a cepas productoras
de BLEE, por lo que podria ser una buena alternativa
terapéutica frente a cepas resistentes.
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