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RESUMEN

RESUMEN

En las Ultimas décadas, el aumento progresivo de la resistencia a los antimicrobianos
se ha convertido en un problema mundial de salud publica. Consecuencia de ello y de la escasez
de nuevas moléculas efectivas para el tratamiento de bacterias multirresistentes, surge como
estrategia el rescate de antiguos antimicrobianos aun activos como la fosfomicina.

La resistencia cromosdmica a fosfomicina se trata de un fendmeno que ocurre de forma
escalonada, complejo de estudiar e interpretar, que se complica sobre todo por la presencia de
factores como la heterorresistencia, la cual se corresponde con un fenotipo cuya definicién es
heterogénea y controvertida. En general, se considera como la presencia de subpoblaciones que
muestran diferentes niveles de sensibilidad a un antimicrobiano. Nicoloff y colaboradores
demostraron la asociacion entre la heterorresistencia a diversos antimicrobianos (sin tener en
cuenta la fosfomicina) con la presencia de amplificaciones espontdneas en tdndem de genes de
resistencia conocidos. En relacion con esto, otro mecanismo que permite un incremento en la
tasa de mutacidn tiene como origen defectos en los sistemas de reparaciéon del ADN en
bacterias, mostrando estas bacterias hipermutadoras una prevalencia entre aislados clinicos que
oscila entre un 1% y un 60%, dependiendo de los estudios.

Por otro lado, ensayos in vitro no farmacocinéticos/farmacodinamicos han demostrado que los
aislados heterorresistentes a fosfomicina pueden sobrevivir a altas concentraciones de
fosfomicina, dependiendo de la CMI de las subpoblaciones, la tasa de mutacidén y el indculo
bacteriano; sin embargo, se desconoce el impacto clinico de estos aislados. Numerosos estudios
in vitro e in vivo han demostrado la eficacia de la combinacion de fosfomicina/amikacina frente
a bacterias multirresistentes; sin embargo, no se ha explorado la eficacia de esta combinacion
frente a aislados heterorresistentes a fosfomicina.

Los objetivos de este trabajo fueron conocer el efecto de la combinacién de mutaciones por
delecién en los genes del sistema de reparacion del ADN y en los relacionados con los
mecanismos de resistencia a fosfomicina para explicar los posibles mecanismos subyacentes de
los diferentes fenotipos de heterorresistencia a fosfomicina en Escherichia coli, asi como
estudiar la eficacia de dosis humanizadas de fosfomicina y amikacina intravenosas en
monoterapia y en combinacidn frente a aislados de E. coli heterorresistentes a fosfomicina en
un modelo de infeccidn con fibra hueca (HFIM).

Para ello se utilizaron 11 aislados clinicos de E. coli junto con mutantes isogénicos de
delecion simple y doble en genes del sistema de reparacién del ADN de E. coli y genes
relacionados con resistencia a fosfomicina. La CMI a fosfomicina se establecié mediante tira de

gradiente y microdilucion en caldo. Se determind la frecuencia de mutantes para rifampicina



RESUMEN

(100 mg/L) y fosfomicina (50 y 200 mg/L). Utilizando dos indculos diferentes de partida, se
evalud la actividad in vitro a fosfomicina durante 24 horas mediante curvas de crecimiento (0,5-
512 mg/L) y curvas de letalidad (64 y 307 mg/L). Posteriormente, se seleccionaron 6 de los 11
aislados clinicos previos con fenotipo hipermutador y heterorresistente a fosfomicina y se
determind la frecuencia de aparicidon de mutantes para rifampicina (100mg/L), fosfomicina (50
y 200mg/L) y amikacina (32 mg/L). Los valores de CMI para fosfomicina y amikacina se evaluaron
mediante dilucién en agar, tira de gradiente y microdilucién en caldo. El estudio de sinergia para
fosfomicina y amikacina se realizé mediante ensayos de tablero de ajedrez y curvas de letalidad,
utilizando distintas concentraciones. Finalmente, la eficacia de fosfomicina (8g/Q8h) vy
amikacina (15mg/kg/Q24h) en monoterapia y en combinacion se evalué mediante el modelo de
infeccidn in vitro de HFIM.
De los resultados de este trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. El origen del fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina pueden explicarse
parcialmente por una elevada frecuencia de aparicion de mutantes en combinacion con
la presencia de mecanismos de resistencia de bajo nivel a este antimicrobiano.

2. Elgrado de lafrecuencia de aparicion de mutantes se correlaciona con la variabilidad en
la proporcién y CMI de las subpoblaciones heterorresistentes a fosfomicina en aislados
de E. coli, teniendo un mayor impacto en aquellos aislados con alteraciones en genes
relacionados con resistencia a fosfomicina.

3. Elestudio de sensibilidad a fosfomicina mediante tiras de gradiente es un método eficaz
para observar la variabilidad y el gradiente de heterorresistencia a este antimicrobiano,
siendo el ensayo mediante microdilucion mas representativo de la sensibilidad de la
poblacién bacteriana general.

4. Los resultados de los ensayos realizados en los modelos de infeccién in vitro en HFIM
con aislados de E. coli heterorresistente a fosfomicina demuestran que puede existir un
riesgo de fracaso terapéutico con el uso de amikacina (15 mg/kg/24h) o fosfomicina
(8g/8h) en monoterapia.

5. El estudio in vitro en HFIM demuestra que la terapia combinada de fosfomicina (8g/8h)
y amikacina 15 mg/kg/24h, es eficaz frente a aislados de E. coli heterorresistente a
fosfomicina, tanto frente a cepas normomutadoras como hipermutadoras,
disminuyendo rdpidamente la carga bacteriana y previniendo la aparicion de

subpoblaciones resistentes.
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I. INTRODUCCION

1. Resistencia bacteriana

Los antimicrobianos estdn entre las drogas mas exitosas que se han desarrollado a lo
largo de la historia, contribuyendo de forma significativa al progreso de la medicina donde las
infecciones son especialmente prevalentes e importantes (pacientes prematuros,
inmunodeprimidos, quirdrgicos...) ejerciendo un impacto importante en salud publica. En los
inicios, parecia que la batalla contra las bacterias jugaba a favor de la ciencia, en lo que se conoce
como la “época dorada” de los antimicrobianos.? Sin embargo, este equilibrio en la carrera
armamentista entre humanos y patégenos demostro ser fragil. Al poco tiempo, se hizo evidente
gue las bacterias podian hacerse resistentes a su accidon. Durante algunas décadas, este
problema fue soliviantado por la introduccién de nuevos antimicrobianos, pero al poco tiempo
de comenzar su utilizacién, se producia una disminucién en su eficacia.?

Aungque el estudio de la resistencia bacteriana comienza a raiz del fracaso terapéutico
de estos compuestos en la era moderna de los antimicrobianos, la existencia de estos
mecanismos precede a esta época por miles de afios segin han demostrado diversos
estudios.>*> La preexistencia de estos factores se justifica por el origen natural de estas
moléculas. Durante millones de afios de evolucion, el mundo microscépico ha acumulado una
enorme diversidad de mecanismos metabdlicos y protectores con capacidad de movilizacion,
fruto de la coincidencia en el mismo habitat natural con estructuras orgdanicas (antimicrobianos)
que de una forma u otra han influido sobre su informacién genética y metabolismo.®?
Consecuencia de esta relacion natural ancestral, surge lo que se conoce con el nombre de
“resistoma antimicrobiano” o conjunto de genes involucrados en la resistencia antimicrobiana,
cuyas caracteristicas principales son el poseer una gran variedad genética® junto con una amplia
distribucién en la ecologia global;'®*? consecuencia de afios de evolucién.

Dentro de la caracteristica variedad del resistoma, los mecanismos principales de
resistencia a los antimicrobianos pueden resumirse de forma general como: (i) genes de
resistencia captados mediante movilizacion y transferencia génica horizontal (transformacion,
transduccién y conjugacion);®® (i) mutaciones cromosdmicas de resistencia antibidtica
adquiridas junto con mutaciones compensatorias que neutralizan el coste bioldgico o fitness* y

1516

(iii) sobreexpresion de los mecanismos intrinsecos de resistencia (bombas de expulsién
enzimas que inactivan a los antimicrobianos).'’

Debido a la relacién sin limites de las bacterias en los diferentes compartimentos
ecoldgicos, se produce un flujo de comunicacién entre el ecosistema natural, y el ecosistema
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humano/animal de estos factores mediante la transferencia genética horizontal®!® que
posteriormente se diseminan a través de determinados pldsmidos y clones exitosos en los
patégenos humanos.?°

El amplio uso de los antimicrobianos por el ser humano, principalmente en entornos
clinicos,?! ha favorecido la evolucidn, difusidn y liberacién de estos determinantes de resistencia
en el dmbito clinico; asi como a través de desechos de origen humano e industrial que
finalmente acaban penetrando en los ecosistemas naturales, contribuyendo al aumento en la
diversidad y expansion global del resistoma bacteriano en un ciclo ecolédgico, mediante los
principales mecanismos previamente citados.???3

Para una correcta recopilacién y comparacion de datos en los estudios de vigilancia
epidemioldgica de la resistencia bacteriana se ha propuesto una nomenclatura comun en base
al grado de resistencia de las bacterias que las clasifica en: bacterias multirresistentes
(resistentes al menos a un antimicrobiano de tres o mas familias), bacterias extremadamente
resistentes (resistentes al menos a un antimicrobiano en todas las familias, excepto en una o
dos) y bacterias panresistentes (resistentes a todos los antimicrobiano de cualquier familia).?*
Surge recientemente un nuevo concepto especifico para bacteriemias por bacilos Gram
negativos que poseen resistencia a todos los antimicrobianos betalactamicos de primera linea,
ademas de carbapenémicos y fluoroquinolonas, denomindndolas como “infecciones dificiles de
tratar”.®

La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema que, aunque su origen es

natural y ancestral, se ha visto antropolégicamente agravado y acelerado, provocando

repercusiones preocupantes para la salud y economia global en la actualidad.?®
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2. Llaresistencia bacteriana como un problema de salud ptblica

El fendmeno de la globalizacion con el aumento en el nimero de viajes y el comercio
internacional junto con el uso extenso, de forma adecuada o no, de antimicrobianos en el campo
de la salud y la industria (principalmente agroalimentaria, ganadera y farmacéutica) ha
provocado que el problema de la resistencia a antimicrobianos se multiplique convirtiéndose en
un problema de salud publica con afectacién mundial que de forma paralela conlleva
repercusiones en la economia mundial.

En los ultimos afos, diversos estudios han demostrado que las infecciones por estos
microorganismos se asocian a una mayor morbi-mortalidad y coste econémico.?”? En 2014 se
publica la primera revision sobre las consecuencias que la resistencia bacteriana ejerce sobre la
sanidad y macroeconomia mundial por el economista Jim O’Neill, en la cual estima que un total
de 700.000 personas fallecen cada afio a causa de infecciones (bacterianas, VIH y malaria)
producidas por microorganismos resistentes a los tratamientos y calcula que, si la resistencia
continuda con su trayectoria actual, para el afo 2050, se producirian 10 millones de muertes en
todo el mundo por esta causa (superando a la muerte por cancer); es decir, “una persona
falleceria cada 3 segundos” por infecciones por microorganismos resistentes, suponiendo un
coste econémico de unos 100 billones de délares.?®?° En Estados Unidos, segun el informe del
CDC (Center of Disease Control and Prevention) de 2019, se producen al afio mas de 2,8 millones
de infecciones resistentes a los antimicrobianos que provocan méas de 35.000 muertes.? En
Europa, se estiman 25.000 muertes al afo atribuidas a este problema, con costes directos e
indirectos de aproximadamente 1.500 millones de euros.3° En |a India, casi 60.000 recién nacidos
mueren cada afio por infecciones resistentes a los tratamientos antimicrobianos.!

El consumo de antimicrobianos se trata de una de las principales causas del
incremento de la resistencia a los antimicrobianos.?? Este sufrié un aumento de forma global de
hasta un 65% entre los afios 2000 y 2015, y se estima que aumente por encima de un 200% en
los préximos 10 afios, si no se asumen politicas correctoras. Ademas, debido al incremento en
el consumo de antimicrobianos de ultimo recurso como son los carbapenémicos y la colistina,
se ha producido el consecuente aumento de infecciones por bacterias resistentes a estos
antimicrobianos.334 Este incremento de la resistencia a nivel mundial no se distribuye de forma
homogénea entre los distintos paises, existiendo a su vez una relacién con el nivel de desarrollo
sociosanitario y econdmico del pais, observandose un aumento en aquellos paises que poseen
menos recursos.®

La resistencia a los antimicrobianos ha alcanzado tal importancia y magnitud que se

trata de uno de los puntos relevantes en la cumbre de la agenda internacional. Diversas
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instituciones como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) han elaborado documentos para
proponer soluciones a este problema. El informe elaborado por Jim O’Neill en 2014 alerté a la
OMS. En 2015, la 682 Asamblea de la OMS aprobd el documento Global Action Plan on
Antimicrobial Resistance, que representa el reconocimiento entre los Estados Miembros de la
amenaza que supone la resistencia bacteriana para la medicina actual y la sostenibilidad de la
salud publica mundial, proponiendo una serie de objetivos y medidas especificas para poner
solucidn al problema. Para ello, involucra a todos los sectores implicados: medicina, veterinaria,
agricultura, medio ambiente, mundo financiero y a los consumidores. Estos objetivos y
estrategias son concretamente: (1) mejorar la conciencia y la comprensién de la resistencia a los
antimicrobianos mediante una comunicacién, educacidn y capacitacion eficaces; (2) fortalecer
la base de conocimientos y pruebas mediante la vigilancia y la investigacion; (3) reducir la
incidencia de la infeccién mediante medidas eficaces de saneamiento, higiene y prevencion de
la infeccion; (4) optimizar el uso de farmacos antimicrobianos en salud humana y animal; (5)
desarrollar argumentos econdmicos a favor de una inversion sostenible que tenga en cuenta las
necesidades de todos los paises, y aumentar la inversidon en nuevos medicamentos y métodos
diagndsticos.®

Mediante el documento titulado Global Antimicrobial Resistance Surveillance System
(GLASS) se trata el abordaje del segundo objetivo del plan de accién global de la OMS,
centrandose en la necesidad de fortalecer la evidencia de la resistencia en patégenos humanos
mediante la vigilancia epidemioldgica y la investigacion, considerandolas como la piedra angular
para poder adoptar medidas estratégicas adecuadas.®® Ofrece un enfoque normalizado para la
recopilacion, andlisis e intercambio de datos sobre la resistencia antimicrobiana por parte de los
distintos paises, supervisando la situacidon de los sistemas nacionales de vigilancia. GLASS
funciona gracias al compromiso de los paises participantes y una estrecha colaboracidn con las
redes regionales de vigilancia de la resistencia antimicrobiana como son la EARS-Net (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network) 3 que se administra y coordina por el ECDC
(European Centre for Disease Prevention and Control), CAESAR (Central Asian and Eastern
European Surveillance of Antimicrobial Resistance)®, y ReLAVRA (Red Latinoamericana de
Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana).® En la fase inicial de aplicacién del GLASS (2015-
2019), los objetivos principales son evaluar la situacién de los sistemas de vigilancia de los paises
inscritos junto con los datos sobre resistencia a antimicrobianos de una serie de “patdgenos
prioritarios” para el ser humano; ademas del GLASS-EAR (Emerging Antimicrobial Resistance
Reporting)* para el control y registro de la aparicidn de nuevas resistencias. GLASS cuenta con
dos informes publicados con los resultados de la fase inicial, asi como con una serie de medidas

adicionales en desarrollo como son la supervision del consumo de antimicrobianos por los seres
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humanos y la integracidn con otros programas de vigilancia de los sectores de la salud publica,
animales y el medio ambiente.***? Colaboran para ello con la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la Organizacion Mundial de Salud Animal
(OIE), formando junto con la OMS, el grupo de coordinaciéon especial IACG (Interagency
Coordination Group) para mejorar la comprensién global de la resistencia en todos los sectores
y promover el “Enfoque Sanitario Unico” para el control de la resistencia.*®

Si nos centramos en los datos de resistencia en la regién europea, la EARS-Net se
encarga de recopilar y analizar la resistencia antimicrobiana en los 28 Estados miembros de la
Unién Europea (UE) y dos paises del Area Econémica Europea (AEE) de siete patégenos
bacterianos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
spp, Staphylococcus aureus y Enterococcus spp) que causan frecuentemente infecciones en los
seres humanos.* En el informe publicado por la EARS-Net en 2018, se notifican los datos de
resistencias por microorganismos de la UE/AEE calculando el porcentaje medio ponderado por
la poblacién, analizando los resultados correspondientes al afio 2018, asi como la evolucion de
los mismos desde el 2015.%

Si observamos los datos del informe del afio 2018, de los aislados de E. coli, mas de
la mitad (58,3%) fueron resistentes al menos a uno de los grupos antimicrobianos estudiados,
con predominio a aminopenicilinas (57,4%), seguido de fluoroquinolonas (25,3%) vy
cefalosporinas de tercera generacion (15,1%). La resistencia a carbapenémicos en esta especie
es menor al 1%, y los paises con tasas mas elevadas como Chipre o Bulgaria, presentan tasas
inferiores al 2%. El porcentaje de resistencia a mds de un grupo de antimicrobianos fue de un
6,2% (fluoroquinolonas, cefalosporinas de tercera generacion y aminoglucésidos), sin
objetivarse cambios significativos desde el afio 2015. La resistencia a aminopenicilinas en
combinacion con otros grupos fue la mas frecuente. De los aislados de K. pneumoniae, mas de
un tercio de los aislados (37,2%), fueron resistentes al menos a uno de los grupos
antimicrobianos estudiados, registrandose los porcentajes mas elevados a cefalosporinas de
tercera generacion (31,7%), seguido de fluoroquinolonas (31,6%), aminoglucosidos (22,7%) y
carbapenémicos (7,5%). La resistencia a carbapenémicos en este microorganismo se encuentra
por debajo del 5% en la mayoria de los paises europeos, destacando paises como Bulgaria,
Chipre, Italia, Rumania y Grecia, cuyos porcentajes sobrepasan el 20%. Cabe destacar, que la
resistencia a un solo grupo de antimicrobianos fue menos frecuente que la resistencia
combinada (7.2% vs 30%), con la participacion de fluoroquinolonas, cefalosporinas de tercera
generacién y/o aminoglucdsidos. En el analisis de tendencias de la resistencia durante el periodo
2015-2018, se observa un aumento significativo de la resistencia a fluoroquinolonas tanto en E.

coli como en K. pneumoniae, a cefalosporinas de tercera generacion en E. coli, y a
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carbapenémicos en K. pneumoniae. La resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae ha
aumentado desde 2015 de forma particular y significativa en paises cuyas tasas permanecen en
2018 por debajo del 5% como son Dinamarca, Paises Bajos, Finlandia, Reino Unido, Eslovaquia
o Espafia, observandose un aumento llamativo en este periodo en paises como Polonia (0.5-
8.1%), Portugal (3,4-11,7%), Malta (4,5-15,4%) y Bulgaria (3.2-21.2%). Italia sigue siendo uno de
los paises con mayor tasa de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos; sin embargo, se ha
producido un descenso significativo durante este periodo (33.5-6.8%).

Por otro lado, con respecto a la resistencia a otros bacilos Gram negativos, como P.
aeruginosa; el 32,1% de aislados fueron resistentes al menos a uno de los grupos
antimicrobianos estudiados, observdandose la mayor tasa de resistencia a fluoroquinolonas
(19,7%), seguidas de piperacilina/tazobactam (18,3%) y carbapenémicos (17,2%). Se ha
producido un descenso significativo de la resistencia a piperacilina/tazobactam, ceftazidima,
aminoglucésidos y carbapenémicos en este microorganismo desde 2015 de forma general. Hay
gue destacar un descenso significativo y global en la resistencia a carbapenémicos, y de forma
particular en paises como Alemania, Portugal, Italia, Espana o Croacia. En el andlisis de la
resistencia en Acinetobacter spp, mas de la mitad de los aislados (56,4%) fueron resistentes al
menos a uno de los antimicrobianos estudiados, registrdndose las resistencias mds altas a
fluoroquinolonas (36,2%), seguido de aminoglucdsidos (31,9%) y carbapenémicos (31,9%).
Ademas, el 28% de aislados, poseian a su vez varios mecanismos de resistencia a mas de un
grupo de antimicrobianos. Aunque se ha producido un descenso significativo de la resistencia a
fluoroquinolonas desde 2015, el resto de resistencias a los demas grupos se ha mantenido sin
cambios significativos.*®

Estos datos en general reflejan patrones de resistencias poco uniformes en los paises
recogidos en la EARS-Net, pero de forma generalizada se observa un aumento mas acusado de
las tasas de resistencia globales en paises que se encuentran geograficamente situados mas al
sur y al este de la UE/AEE. Independientemente de esta tendencia y heterogeneidad, la
globalizacion y flujo constante entre paises, hace de especial importancia conocer estos datos y
estar alerta de posibles nuevas resistencias.

La mayoria de estos microorganismos siguen siendo una causa muy importante de
infeccidn en relacidn con la atencién sanitaria en Europa, y en concreto también en Espania, lo
que aun hace mas importante, si cabe, su vigilancia y control.**® Asimismo, Espafia para el
abordaje de este problema, aprueba en el afio 2014 el PRAN (Plan Nacional frente a la
Resistencia a los Antibidticos) en el que participan en su desarrollo actualmente todas las
comunidades autdnomas, los ministerios de Sanidad, Agricultura, Economia, Educacién, Ciencia,

Interior, Defensay Transicion Ecoldgica; asi como diversas sociedades cientificas, organizaciones
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colegiales, asociaciones profesionales y universidades; y cientos de colaboradores expertos. Su
objetivo principal es reducir el riesgo de seleccion y diseminacién de resistencia a los
antimicrobianos asi como su impacto sobre la salud, preservando de manera sostenible la
eficacia de los antimicrobianos existentes.*

Toman especial relevancia en la distribucién y dispersién mundial de los mecanismos
de resistencia los denominados clones bacterianos “de alto riesgo” debido a su capacidad de
persistencia, asi como para acumular diferentes mecanismos que dan lugar a bacterias
multirresistentes, capaces de intercambiar de manera muy eficaz genes de resistencia y
virulencia con capacidad para producir infecciones graves e invasivas y colonizar de forma
eficiente durante largos periodos y alta transmisibilidad entre individuos. Actian como una
fuente de propagacion de componentes genéticos resistentes a antimicrobianos mediante
elementos genéticos mdviles como integrones, transposones o pldsmidos.*

A nivel mundial y en estrecha relacidn con los clones de alto riesgo, son de especial
interés epidemioldgico las enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas, especialmente entre las especies bacterianas de E. coliy K.
pneumoniae, ya que suponen un problema importante de salud en algunas zonas del mundo.>*?
Estos microorganismos son especialmente importantes debido a que son causa frecuente de
infecciones asociadas a la atencidn sanitaria, asi como de infecciones comunitarias.*””>? Las
betalactamasas son enzimas bacterianas que inactivan betalactdmicos y son el factor mas
importante de resistencia entre las bacterias Gram negativas a estos antibioticos, de las cuales
existen diversos tipos y clasificaciones.”® Las infecciones por estas bacterias presentan enormes
desafios para la salud, debido a la restriccion que suponen en el tratamiento, dando lugar al
aumento del uso de antibidticos carbapenémicos que como consecuencia ha dado lugar a la
propagacion mundial de las bacterias productoras de carbapenemasas. Las carbapenemasas son
enzimas que hidrolizan los antibidticos carbapenémicos y en general al resto de
betalactdmicos.>® Los pldsmidos con los determinantes genéticos que codifican para estas
enzimas suelen contener genes de resistencia a otras familias de antimicrobianos, jugando un
papel importante en la limitacién terapéutica y en la multirresistencia bacteriana.>*
Concretamente, los clones de alto riesgo de distribucién mundial de la familia de las
enterobacterias con mayor vinculacidn con estos determinantes de resistencia son el ST131 para
E. coli, en relacion con enzimas BLEE, principalmente CTX-M-15, y el ST258 para K. pneumoniae,
asociado a enzimas carbapenemasas, tipo KPC.> Pero existen clones de alto riesgo en relacién
con otras familias de bacilos Gram negativos (principalmente P. aeruginosa y Acinetobacter

baumannii), asi como en bacterias Gram positivas, que aunque son menos frecuentes en
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general, contribuyen a la dispersién de determinantes de resistencia diversos y en definitiva,
suponen un impacto en la efectividad de los tratamientos antimicrobianos. >*°®

En todo este contexto del aumento de infecciones por microorganismos
multirresistentes surge el concepto acufiado por la IDSA (Infectious Diseases Society of America)
del grupo de microorganismos “ESKAPE” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter spp), centrando
la atencién en la falta de tratamientos efectivos y de previsién de desarrollo de nuevas moléculas
frente a estos patdgenos concretos con especial relevancia a nivel nosocomial y cuya resistencia
a los antimicrobianos se ha incrementado en los Ultimos afios.>’

En conclusidn, la resistencia bacteriana es un problema que atafie a la ecologia global
e impacta en la salud del ser humano, existiendo una vigente preocupacién por los organismos
internacionales los cuales ponen de manifiesto la necesidad de tomar una serie de medidas o
estrategias por parte de todos los sectores implicados en el desarrollo y dispersion de la

resistencia bacteriana.

3. Estrategias para la lucha contra la resistencia antimicrobiana

Desde el punto de vista multidimensional del problema de la resistencia bacteriana,
se hace necesario aplicar una serie de medidas desde un enfoque One Health (Enfoque Sanitario
Unico), el cual defiende la colaboracién de multiples disciplinas (medicina, veterinaria,
farmacéuticas, etc.) que trabajen de forma conjunta y coordinada a nivel local, nacional y, sobre
todo, con politicas reguladoras a nivel internacional; para intentar solucionar el problema vy
lograr una salud humana, animal y ambiental dptimas.>® En esta la lucha contra la resistencia,
los diferentes organismos nacionales e internacionales coinciden en una serie de medidas

principales esenciales para el abordaje del problema que se detallan a continuacién. >°

3.1. Sistemas de vigilancia y trazabilidad de resistencias bacterianas

La vigilancia, rastreo y comunicaciéon de los datos de resistencias a nivel
nacional, internacional y global son el pilar fundamental para el control de la resistencia.
Ejemplo de ello son los programas de vigilancia citados previamente; como el PRAN a nivel
nacional, la EARS-Net a nivel europeo, o el GLASS a nivel global. Aprovechando la
tecnologia informatica podemos utilizar estos datos para detectar y rastrear la resistencia
a través de las redes de laboratorios nacionales y entender su distribucién en distintas

areas geograficas, detectando aquellas zonas en las que sea necesario intervenir.>

3.2. Prevencion de las infecciones
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Las medidas de prevencion y control de infecciones tienen como objetivo
reducir la propagacién de microorganismos, dentro de los centros sanitarios, entre
distintos centros y en la propia comunidad, intentando evitar o disminuir la emergencia
de nuevas infecciones y la propagacion de la resistencia. En 2017 se publica un documento
guia basado en la evidencia, en el que participa la OMS, que informa acerca de los puntos
necesarios para el desarrollo de programas de Prevencion y Control de Infecciones a nivel
nacional y hospitalario.®® Las medidas de prevencién que han demostrado tener un
verdadero impacto en la disminucidon de la transmisién de bacterias resistentes en el
ambito hospitalario incluyen: la higiene de manos, el cribado de pacientes portadores de
microorganismos resistentes, el aislamiento de pacientes portadores y las medidas de
precaucién de contacto, los sistemas de alerta de readmisién de pacientes colonizados, la
descolonizacion, la educacién del personal sanitario y la limpieza de superficies y
descontaminacion.®® Por otro lado, la vacunacion forma parte de una de las estrategias
importantes en salud para prevencién de infecciones. Se ha visto, que de forma directa o
indirecta, la vacunacion puede reducir el consumo de antibidticos y la circulacién de cepas
resistentes en la poblacién, ayudando asi a reducir el problema de la resistencia
bacteriana.®?

Ademads, un punto importante para tener en cuenta es el control y gestion de
residuos, asi como la limpieza ambiental que se debe asumir en el contexto One Water/One
Health (Agua Unica/Salud Unica). Las plantas de tratamiento de aguas residuales son un factor
clave, especialmente aquellas que contienen residuos sanitarios, ya que en ellas se combina la
presencia de bacterias con agentes selectivos (antimicrobianos, metales pesados, etc.) que
puede dar lugar al desarrollo y dispersién de determinantes de resistencia mediante la
transferencia horizontal de genes. Por ello, el saneamiento del agua es un punto esencial en la

proteccién de la salud publica.®

3.3. Uso racional y optimizado de los antimicrobianos

De forma frecuente se hace un uso inadecuado y excesivo de los
antimicrobianos, estimandose que mas de la mitad de los tratamientos
antimicrobianos en el ser humanos no son adecuados.®* La necesidad de conocer la
epidemiologia microbioldgica local, junto con una formacion especifica y actualizada para
seleccionar de forma dptima los antimicrobianos y su posologia con el fin de evitar
tratamientos inapropiados, redundantes o desproporcionados, han hecho necesaria la

creacion de programas institucionales y hospitalarios de optimizacién de tratamientos
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antimicrobianos (PROA).% En ese sentido, estos programas se han llevado a cabo en los
hospitales mediante los equipos PROA y de control de IRAs (infecciones relacionadas con
la asistencia sanitaria). Estos equipos deben caracterizarse por ser multidisciplinares y
contar con médicos expertos en enfermedades infecciosas, microbidlogos, farmacéuticos,
epidemidlogos, enfermeros y otros especialistas de dreas afectadas.®®

Estos programas han demostrado mejorar la respuesta clinica de los pacientes,
reducir la resistencia a los antimicrobianos, asi como las infecciones asociadas a la
atencién sanitaria, ademas de un ahorro de los costes sanitarios.®”®® La OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development), de la que actualmente
forman parte diversos paises de América, Europa y Asia, ha elaborado un informe en
colaboracidn con el CDC en el que estima que la aplicacidon de los PROA junto con otras
politicas para reducir el uso excesivo de antibidticos y la promocién de la higiene
hospitalaria, podrian ahorrar 4.800 millones de ddlares al afio y hasta 1,6 millones de vidas
para el afio 2050.%°

Para una mejor gestidén y optimizacion de los antimicrobianos, la OMS facilita
la clasificacion AWaRe,”® listado de medicamentos esenciales en la que se valora el posible
impacto sobre la resistencia de cada uno de los antibiéticos, elemento a tener en cuenta
de forma general por cualquier médico prescriptor y en concreto por los equipos PROA.

En Espafia se crea un documento consenso nacional por grupos de expertos
de diferentes sociedades cientificas con las recomendaciones de implantacién de los
PROA a nivel hospitalario.®®> Posteriormente, formando parte de uno de los objetivos del
PRAN, se crea un grupo de trabajo para lograr implementar estos programas en el mayor
numero de centros sanitarios (hospitales y centros de atencién primaria) de nuestro pais.
Se establecen diferentes niveles como estrategia de implantacion y gestion de los mismos:
nacional (Ministerio de Sanidad/AEMPS), comunidades auténomas (Gerencias de los
Sistemas Autondmicos de Salud) y centros sanitarios (Gerencias de Areas de Salud /
Gerencias hospitalarias / Estructuras de Calidad de los centros sanitarios).”* En este
sentido, a nivel autondmico y concretamente en Andalucia desde el afio 2013 se
encuentra aprobado el programa PIRASOA (Programa integral de prevencion y control de
las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria y uso apropiado de los
antimicrobianos).”?

Por dltimo, para abordar el problema de la resistencia antimicrobiana es
importante contar con pruebas diagndsticas que nos ayuden a discernir cuando los
antibiéticos son absolutamente necesarios para el tratamiento del paciente y existen

iniciativas como VALUE-Dx. Esta iniciativa forma parte de la asociacién europea “Iniciativa
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de Medicamentos Innovadores” (IMl), cuyo objetivo es generar evidencia sobre el valor
médico, econdmico y de salud publica del diagndstico en el tratamiento de la resistencia

bacteriana. 73

3.4. Reducir el uso de agentes antimicrobianos con fines no terapéuticos

Al poco tiempo de la introduccidon de los antimicrobianos como agentes
terapéuticos, se hicieron los primeros descubrimientos de su efecto como promotores del
crecimiento en animales.”® Desde entonces, esta propiedad ha provocado un uso extenso
de los antimicrobianos en la industria alimentaria con la introduccién de un gran nimero
de este tipo de sustancias en produccion agricola y animal. En el dltimo informe de la OIE,
que publica datos del 2018, participaron un total de 153 paises. De estos paises, el 77%
referian no utilizar ningln agente antimicrobiano como estimulante del crecimiento en
animales, tuvieran o no legislacién reguladora. El 23% restante, confirmd el uso de
antimicrobianos con este fin, de los cuales, el 57% contaban con un marco reglamentario
de aquellos medicamentos destinados para este propdsito.”

Hoy en dia, numerosos estudios reconocen la vinculacién del uso de productos
antimicrobianos en produccidn alimentaria con el desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos para uso en el tratamiento de infecciones en el ser humano, asi como el
impacto ecoldgico que supone.’®”” Se sugiere un sentido bidireccional en esta transmision
de la resistencia en la que el reservorio humano y el animal influyen de manera reciproca
el uno sobre el otro y probablemente el papel que ejercen los reservorios animales en la
transferencia horizontal de genes sea mayor de lo que se piensa. Esta transmisién de la
resistencia al ser humano puede ocurrir a través de los alimentos, por contacto directo
con los animales o a través de fuentes ambientales comunes, como el agua.”

Segln un metaanalisis reciente llevado a cabo por la OMS, se revela que
distintas intervenciones realizadas para disminuir el uso de antimicrobianos en animales
de produccién alimentaria tienen un impacto en la disminucion de la resistencia
bacteriana tanto en los propios animales como en las personas en contacto directo con
los mismos, con una disminucidn de la prevalencia absoluta de resistencias bacterianas,
reduciéndose del 19% y el 40% a un 6% y un 20%, respectivamente. Con este estudio, la
organizacion se reafirma en la necesidad de poner fin a estos farmacos como promotores
del crecimiento en la industria alimentaria y limita el uso en veterinaria de una serie de

antimicrobianos clasificados como de “importancia critica para la salud humana”.”>#0
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Parece que se esta produciendo un aumento en la prevalencia de bacterias
resistentes en animales de produccion alimentaria, sobre todo en paises con menos
recursos socioecondmicos y sanitarios. En un estudio en el que valoran la variacién de la
resistencia antimicrobiana entre patdgenos comunes de origen alimentario (E coli,
Campylobacter spp., Salmonella spp. no tifoidea y S. aureus) en los paises en vias de
desarrollo en el periodo de 2000 a 2018, observan un incremento en la proporcion de la
resistencia de forma global en las bacterias aisladas del pollo y del cerdo, detectandose
las tasas mas elevadas en paises como India o China.®!

La legislacion del uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en la
industria alimentaria animal difiere entre los diferentes paises. En la Unidn Europea, el
uso de estas sustancias como aditivos promotores del crecimiento en produccién animal
estd prohibido desde el afio 2006,%* observdndose una disminucién de la venta de
antimicrobianos para uso veterinario en esta regién de un 32,5% en el periodo de 2010 al
2017.2%El nuevo reglamento del Parlamento Europeo que entrara en vigor en 2022 sobre
regulacién de medicacién de uso veterinario introduce una serie de cambios entre los que
destaca la restriccién del uso preventivo de los antimicrobianos en grupos de animales y
piensos medicamentosos,? lo cual supondra una mejora para el uso responsable de este
tipo de medicamentos. En Estados Unidos, sin embargo, en 2017, la FDA (Food and Drug
Administration) cesa la aprobacién de medicamentos antimicrobianos como promotores
del crecimiento animal y publica una serie de guias dirigidas a la industria farmacéutica
para que, de forma voluntaria y paulatina, aquellos medicamentos previamente
aprobados para venta libre sean revisados para uso Unico bajo supervisién veterinaria y
requisito indispensable de receta.®> Se ha observado una reduccion en este pais del 43%
entre 2015 y 2017 en las ventas y la distribucién de antibidticos de importancia médica
aprobados para uso en animales de produccidn alimentaria que se atribuye a las medidas
impuestas por la FDA, aunque en 2018 sufrié un ligero aumento del 8%.%85%¢ China, uno de
los paises con un mayor consumo de antibiéticos destinado a animales de produccidn, ha
prohibido el uso concreto de la colistina en este sector y propone eliminar todos los
antibiéticos de los alimentos para el afio 2050.5788

En 2013, el consumo global de antimicrobianos en animales de produccién
alimentaria se estimé en 131.109 toneladas [IC95% (100.812 a 190.492 toneladas)] y se
prevé que alcance las 200.235 toneladas [IC95% (150.848 a 297.034 toneladas)] en el afo
2030. Para paliar este consumo excesivo se proponen medidas globales para regular el
consumo maximo de antibidticos al afio por paises para este fin, asi como limites

comerciales o la introduccién de un impuesto especifico para antibidticos destinados al
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uso veterinario.®® La OMS, con el fin de reducir el impacto que ejerce el uso de los
antimicrobianos en veterinaria sobre la resistencia bacteriana, actualiza la lista de
antimicrobianos de “importancia critica para la salud humana” cada dos afios vy
proporciona una guia sobre el uso de estos medicamentos en animales destinados a la
produccion de alimentos.8%° Asimismo, existen programas de optimizacién del uso de
antimicrobianos en el dmbito de la agricultura y la ganaderia dirigidos por la FAO
dependiente de las Naciones Unidas, como parte del plan de accién global frente a la

resistencia antimicrobiana.”*

3.5. Desarrollo de nuevos antimicrobianos

El desarrollo de una gama mas amplia de antibidticos es primordial a medida
qgue aumenten las infecciones por bacterias multirresistentes. La investigacion vy
desarrollo de antibidticos se centra hoy en dia en derivados de antiguas clases de
antibidticos y en el descubrimiento de nuevos compuestos, tanto sintéticos como
naturales, utilizando plataformas de desarrollo innovadoras.?

En 2019, el IACG sobre Resistencia a los Antimicrobianos recalca la clara
necesidad de aumentar la inversién en investigacién y desarrollo de antibidticos y en ese
mismo afio,?® el G20 renueva su compromiso para colaborar con la investigacion vy el
desarrollo de antibidticos.

Para dar apoyo a esta necesidad, existen varias iniciativas internacionales que
cuentan con fuentes de financiacién diversas y que invierten en I+D (Investigacién y
Desarrollo) de antimicrobianos. Cabe destacar la ND4BB (New Drugs for Bad Bugs), que
forma parte de la IMI, la cual cuenta con proyectos como COMBACTE-MAGNET
(Combatting Bacterial Resistance in Europe-Molecules against Gram-Negative Infections)
o ENABLE (European Gram-Negative Antibacterial Engine), o los proyectos JPIAMR (Joint
Programming Initiative on Antimicrobial Resistance); ambas iniciativas sujetas a
financiacion de la Union Europea. Organizaciones como GARDP (Global Antibiotic
Research and Development Partnership) o Global AMR R&D Hub, o iniciativas como CARB-
X (Combatting Antibiotic-Resistant Bacteria-X) o REPAIR (Replenishing and Enabling the
Pipeline for Anti-Infective Resistance), destacan entre otras que se llevan a cabo a nivel
internacional y nacional con este fin. Otra estrategia diferente para incentivar el
desarrollo de estos farmacos es la propuesta por el Servicio Nacional de Salud del Reino
Unido, el cual establece proporcionar apoyo econdémico a aquellas compaiiias

farmacéuticas que aporten nuevos antimicrobianos, teniendo en cuenta su utilidad.*®
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Los Estados Miembros solicitaron a la OMS la elaboracion de un listado con los
“patégenos prioritarios” a nivel mundial para los cuales se deben priorizar y dirigir las
distintas estrategias de 1+D.% En el anélisis publicado por la organizacién en 2019 sobre el
desarrollo de nuevos antimicrobianos desde el afio 2017, en el que analiza de forma
particular aquellos dirigidos frente a los “patégenos prioritarios”, determinan que en este
periodo se han aprobado 8 nuevos tratamientos antimicrobianos, de los cuales solo 2
cumplen al menos uno de los criterios establecidos de innovacion, siendo el resto
derivados de clases de antibidticos ya conocidas. El 50% de estos nuevos tratamientos se
dirigen frente a enterobacterias resistentes a carbapenémicos, y ninguno de ellos frente
a A. baumannii o P. aeruginosa resistentes a estos antibioticos.

El problema fundamental radica en que estos tratamientos ofrecen pocas
ventajas respecto a los antimicrobianos prexistentes, sus precios son mas elevados y por
ahora no se encuentran incluidos en las guias clinicas. Ademas, 6 de estos 8 farmacos
pertenecen a clases de antimicrobianos ya conocidas con mecanismos de resistencia
multiples y bien establecidos, por lo que se prevé la posibilidad de una rapida aparicion
de resistencias a estos nuevos agentes.®’

Para complementar este analisis, la OMS analiza los antimicrobianos en
desarrollo que se encuentra en fase preclinica para asi identificar los posibles proyectos
mas prometedores frente a los “patdgenos prioritarios”, Mycobacterium tuberculosis y
Clostridium difficile; publicando sus datos en la plataforma de libre acceso WHO Global
Observatory on Health R&D (Observatorio Mundial de la OMS en [+D en Salud). En la
ultima revisién, se encuentran en desarrollo 252 agentes antimicrobianos dirigidos frente
a estos microorganismos en las que participan diferentes instituciones de distintas zonas
geogridficas, principalmente del continente europeo (45,5%) y americano (35,2%). De
estos 252 farmacos antimicrobianos en desarrollo preclinico, el 42,9% son moléculas
pequefias de accion directa y el 35,7% son productos denominados como “no
tradicionales” (fagos, agentes frente a factores de virulencia, inmunomoduladores,
etc.).Un total de 38 de estos agentes se dirigen al tratamiento de los “patégenos
prioritarios” Gram negativos.%®

Numerosas fuentes han proporcionado informacidn para realizar esta revision,
como programas e iniciativas de I+D internacionales u otras bases de datos de vigilancia
de antimicrobianos en desarrollo como Pew Charitable Trusts. Esta base de datos evalua
los antibidticos sistémicos en desarrollo con especial interés en aquellos dirigidos frente
a los “patégenos prioritarios” y a los microorganismos “ESKAPE”. En su revisién de abril

del 2020, de los 41 antibidticos en desarrollo, 15 se encuentran en fase 1 de ensayos
24



INTRODUCCION

clinicos, 12 en fase 2, 13 en fase 3 y 1 se ha solicitado como nuevo medicamento. Desde
el ano 2014 al 2019, se han aprobado 14 medicamentos por las diferentes agencias
reguladoras, 4 en el ultimo afo, de los cuales 9 se dirigen frente a microorganismos
“ESKAPE” y 5 de esos a su vez frente a los considerados “patdgenos prioritarios”. De los
gue se encuentran en fase de desarrollo clinico, al menos 18 de los 41 antibidticos, tienen
el potencial para tratar infecciones causadas por patégenos Gram negativos del grupo
“ESKAPE”, y de éstos, al menos 13 tienen actividad potencial frente a enterobacterias, P.
aeruginosa y A. baumannii productores de BLEE o resistentes a carbapenémicos, pero
ninguno de ellos pertenece a una nueva clase o mecanismo de accién antimicrobiana.*

A pesar de todas estas iniciativas el desarrollo de nuevos antimicrobianos y los
esfuerzos llevados a cabo por la industria farmacéutica, sigue siendo un propésito dificil
debido a diversos motivos, entre los que destacan principalmente los argumentos
econdmicos (altos costes con bajas remuneraciones), pero también la propia dificultad de
desarrollar de forma adecuada los ensayos clinicos. Por otro lado, gracias a los avances
recientes en técnicas que cuentan con mayor rendimiento diagndstico junto con el
importante desarrollo de la secuenciacion genética, puede que el proceso de busqueda
de nuevas moléculas con propiedades antimicrobianas se agilice y se vea favorecido en
los proximos afios. 1%

Por dltimo, es importante tener en cuenta que no solo el desarrollo de los
nuevos antimicrobianos es prioritario, sino que su distribucién y el acceso global a los
mismos, asi como a los ya existentes en el mercado, es crucial. La falta de acceso a los
antimicrobianos genera mas mortalidad a nivel mundial que la causada por el problema

en si de la resistencia bacteriana.'®!

3.6. Desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

Del incremento de la resistencia bacteriana en los uUltimos afios junto con el
escaso desarrollo de nuevos antimicrobianos frente a los cuales se originaran
probablemente nuevos mecanismos de resistencia, surge la motivacion de busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas innovadoras como estrategias en la lucha frente a estos
microorganismos, ya sean enfocadas a su uso en monoterapia o como adyuvantes a
tratamientos antimicrobianos ya conocidos, dependiendo del mecanismo y espectro de
accién de la molécula.'®®

Los antimicrobianos actian mediante la unidn a dianas especificas e inhiben

funciones esenciales para la supervivencia o desarrollo de la célula bacteriana,
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provocando un efecto bactericida (inducciéon de la muerte celular) o bacteriostatico
(inhibicion del crecimiento celular). Su accidn se ejerce principalmente mediante la unién
a dianas celulares que inducen diferentes procesos de muerte activa a través de dos vias:
(1) dafiando procesos celulares esenciales (a través de la inhibicion de la sintesis del ADN,
del ARN, de las proteinas o de la pared celular) y (2) induciendo la respuesta de estrés
celular bacteriano que aumentan la actividad metabdlica, generando metabdlicos tdxicos
que dafian los componentes celulares.l%®1% En este sentido, se han desarrollado
numerosas sustancias alternativas a los antimicrobianos, dirigiéndose a dianas celulares

bacterianas diferentes a los de los antimicrobianos, actuando a diferentes niveles: sobre

105,106 4

mecanismos propios de la bacteria , sobre el entorno bacteriano® o mediante

sustancias moduladoras del sistema inmune del propio huésped.1%’
En primer lugar, las diferentes estrategias alternativas a los antimicrobianos
dirigidas a mecanismos propios de la bacteria van a actuar principalmente inhibiendo

mecanismos de resistencia, mecanismos de virulencial®®

o actuando sobre procesos
fisiometabdlicos bacterianos, permitiendo o potenciando la accién del antimicrobiano.
Entre las estrategias dirigidas a desactivar los mecanismos de resistencia,
juegan especial importancia los inhibidores de enzimas de resistencia antimicrobiana,
como los inhibidores de enzimas betalactamasas, los cuales llevan décadas bajo uso
clinicoy aun hoy en dia permanecen bajo blusqueda activa de nuevos compuestos.'®® Pero
también existen otros mas novedosos en fases preclinicas, como los inhibidores del
enzima FosA (enzima que inhibe la accidn del antibidtico fosfomicina) con uso potencial

108

para el tratamiento de infecciones por microorganismos multirresistentes,’ o los

dirigidos a otros mecanismos de resistencia, como a la inhibicion de bombas de

1% o al aumento de le permeabilidad celular;*¥ los cuales hasta ahora no

expulsién
cuentan con un uso distribuido en la clinica. Estudios recientes utilizan nuevas
aproximaciones tecnoldgicas para busqueda de nuevas moléculas que modulan la
actividad de las bombas de expulsion de antimicrobianos evitando aquellas que
produzcan efectos téxicos en la propia célula eucariota.!!

Por otro lado, existen una gran variedad de farmacos que actian como
inhibidores de los mecanismos de virulencia. Algunos de ellos cuentan con aprobacién
para su uso clinico y otros muchos que se encuentran actualmente en desarrollo, dirigidos
de forma general a inhibir sistemas de comunicacion celular que estimulan la produccién
de factores de virulencia o supervivencia bacteriana, como es el caso del quorum

2

sensing,*'? o que de forma directa actian sobre los propios factores o proteinas de

secrecion de factores de virulencia.'®® En relacién con el mecanismo de accion de los
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propios antimicrobianos, los cambios fisiometabdlicos en la bacteria pueden dar lugar al
aumento de la sensibilidad bacteriana a un antimicrobiano mediante la potenciacién del
estrés celular y la subsecuente produccidn de la muerte celular. Numerosos estudios se
han realizado en este sentido sobre como influye en la sensibilidad a los antimicrobianos
el propio metabolismo bacteriano y la traduccién de proteinas,''*1!* |a presencia de

115

especies reactivas de oxigeno'” o el funcionamiento deficiente de los sistemas de

reparacion del ADN,16-118

que finalmente confluyen en el proceso final de aumento del
estrés celular bacteriano.

En definitiva, la letalidad de los antibidticos es un proceso complejo y todos
aquellos factores ambientales que de alguna forma produzcan cambios fisiometabdlicos
en la bacteria, ya sea por la presencia de determinados nutrientes, moléculas sefial
(quorum sensing) o las concentraciones de oxigeno ambientales son de especial interés
como posibles dianas para potenciar el efecto antimicrobiano.*

Ademas, existen otras lineas de tratamiento alternativas que consisten en la
utilizacion de otro tipo de microorganismos para producir la muerte de la bacteria
patdgena o su desplazamiento por competencia en el medio, ya sea mediante fagos!'® o
por el uso discutido de probidticos.?°

Por ultimo, existe una tendencia actual en la busqueda de nuevos tratamientos
antimicrobianos mediante la revisién de farmacos que se han desarrollado con fines no

antimicrobianos (antihistaminicos, anticancerigenos, etc.) como posibles estrategias

terapéuticas frente a las bacterias.'*

3.7. Rescate de antimicrobianos en desuso

Otra de las estrategias que se pueden llevar a cabo para superar el problema
global de la resistencia bacteriana y el escaso desarrollo de nuevos tratamientos
antimicrobianos es el uso o rescate de antiguos antimicrobianos que en la actualidad
siguen siendo activos frente a bacterias multirresistentes. Entre estas viejas moléculas
que, en concreto, siguen siendo activas frente a los bacilos Gram negativos
multirresistentes, se encuentran antimicrobianos como la colistina, el cloranfenicol, la
nitrofurantoina, la minociclina, la temocilina, la tigeciclina, los aminoglucésidos
(tobramicina, amikacina o gentamicina) o la fosfomicina. Estos se desarrollaron durante
las primeras décadas de desarrollo de los antimicrobianos, pero muchos de ellos se
dejaron de usar debido a la disponibilidad de nuevas moléculas con mejor actividad,

menor toxicidad y/o vias de administracién menos complejas.??
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La expansion mundial de los patégenos multirresistentes y, en particular, la de
las enterobacterias productoras de carbapenemasas, ha puesto de manifiesto que
antibiéticos como los aminoglucdsidos o la fosfomicina, pueden mantener su actividad
incluso en aislados extremadamente resistentes.!23712°

Sin embargo, la sensibilidad a los aminoglucdsidos varia en funcién de la
distribucion y diseminacién de las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos,
mecanismo de resistencia a estos antimicrobianos que frecuentemente se transportan
junto con otros genes de resistencia en elementos genéticos méviles. Esto es de especial
motivo de preocupacion cuando la resistencia a los aminoglucésidos acompana a otros
determinantes de resistencia que afectan a antimicrobianos de ultimo recurso como son
las enzimas carbapenemasas.?

Por otro lado, tras su descubrimiento en los afios 60, el uso clinico de la
fosfomicina intravenosa se ha mantenido en niveles relativamente constantes pero bajos.
El interés por la fosfomicina intravenosa se ha renovado en el siglo XXI con un nuevo papel
en la lucha actual contra las bacterias Gram negativas multirresistentes y panresistentes,
presentando buena actividad frente a microorganismos clinicamente relevantes como S.
aureus, E. faecium, E. coli productor de BLEE o K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos. %

Aungque la mayoria de estos farmacos muestran buena sensibilidad in vitro, lo
que ocurre con los antiguos antimicrobianos que se aprobaron hace décadas es que, en
la mayoria de los casos, la informacidn sobre los datos de farmacocinética o dosificaciones
no se han revisado desde su origen, pudiendo ser erréneos o simplemente estar
incompletos. Por ello, se hace necesaria la revisidon de estos parametros en estos antiguos
farmacos; sobre todo, teniendo en cuenta el uso cada vez mas frecuente de los mismos
como ultimo recurso en el tratamiento de infecciones por microorganismos
multirresistentes.!?® En consecuencia, es muy importante tener en cuenta el uso éptimo
de estos farmacos e integrarlos en el manejo clinico de estas infecciones junto con los
nuevos farmacos que mantienen adn su actividad conservada con bajos niveles de
resistencia. Se debe hacer una valoracién de las opciones terapéuticas que existen para
el tratamiento de infecciones por bacterias multirresistentes, tanto antiguas como
novedosas, teniendo en cuenta las limitaciones terapéuticas de cada farmaco con el

objetivo de conseguir un tratamiento eficaz y el menor impacto ecoldgico posible.??7:128
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4. Fosfomicina
4.1. Historia

La fosfomicina es un antibiético derivado del dcido fosfénico que se encontré
por primera vez en caldos de fermentacion de la bacteria Streptomyces fradiae (ATCC
21096) en Espafia. Gracias a la colaboracion de Merck y la Compafiia Espafiola de
Penicilina y Antibiéticos (CEPA) se publica su descubrimiento en el afio 1969.'%° Este
antibidtico se produce ademas por otros microorganismos como otras especies de
Streptomyces, entre ellos S. viridochromogenes (ATCC 21240) y S. wedmorensis (ATCC
21239), asi como por Pseudomonas syringae *, Pseudomonas viridiflava y
Pseudomonas fluorescens.'®' Posteriormente se consiguid la elaboracidn sintética y es
la que se lleva a cabo para su produccidn en la actualidad.!3?

Su mecanismo de accidn se describe por primera vez en 197433 y hasta 1983,
catorce afios mas tarde de su purificacién, no se estandarizé el método de estudio de
sensibilidad in vitro a este antibiotico.'** Descubrieron que era necesario afiadir glucosa-
6-fosfato (G6P) para que la fosfomicina pudiera actuary los resultados obtenidos in vitro
fuesen mas concordantes con los observados en clinica. Adem3s, estudios realizados a
finales de los anos 70 sugirieron que durante las infecciones pueden producirse
concentraciones minimas de G6P y que la adicidn de esta sustancia al tratamiento con
fosfomicina podia aumentar la actividad del antibiético en modelos
experimentales.’®13 En un principio se desarrollaron dos formulaciones quimicas
diferentes, una en forma de sal disddica hidrosoluble para la forma intravenosa y otra
en forma de sal calcica para la oral. Con posterioridad se desarrollé la férmula oral de
fosfomicina-trometamol, la cual se ha convertido en el tratamiento de eleccidon por
presentar una mejor biodisponibilidad que la sal célcica.!3®

En Europa y Estados Unidos, su uso oral se recomienda principalmente para
el tratamiento de infecciones no complicadas del tracto urinario o como profilaxis previa
a procedimientos quirurgicos del tracto urinario en algunos paises. 1¥”1%8 Sin embargo,
el uso de fosfomicina por via parenteral, debido al aumento en las Ultimas décadas de
infecciones por bacterias multirresistentes frente a las que este antibidtico sigue siendo
activo, no se ha visto reservado al tratamiento exclusivo de infecciones del tracto
urinario, sino que se ha utilizado en el tratamiento de infecciones de distintos focos
causadas por diferentes microorganismos.!

Este incremento en el uso de este antiguo farmaco ha suscitado que
diferentes organismos reguladores de farmacos, como la EMA (European Medicines

Agency) o la FDA, despierten su interés en realizar una revision y regulacion de las
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indicaciones y formas de administracién apropiadas. La ultima revision realizada por la
EMA con las recomendaciones para el uso de este farmaco en sus diferentes
formulaciones se ha publicado en marzo de 2020 y se encuentran pendientes de
remision a la Comisidn Europea, para su aprobacidn final, la cual sera vinculante a todos
los Estados miembros de la Unidn Europea. En este documento se recomienda el uso de
fosfomicina intravenosa como tratamiento de segunda linea para infecciones
complicadas del tracto urinario, endocarditis, neumonia o meningitis bacteriana, entre
otras.’®® Sin embargo, el farmaco CONTEPO, nombre comercial de la fosfomicina
intravenosa en Estados Unidos, se encuentra aln pendiente de aprobacién por la FDA,
y estaria dirigido exclusivamente al tratamiento de infecciones complicadas de origen
urinario tras haber realizado un estudio previo de no inferioridad frente al tratamiento

de estas infecciones con piperacilina/tazobactam.

4.2, Caracteristicas moleculares

La fosfomicina es un compuesto organofosforado derivado del 4acido
fosfdnico, altamente polar (acido cis-1,2-epoxipropil fosfénico) y de bajo peso molecular
(138 Da) que representa su propia clase de antibidticos. Es una molécula simple con solo
tres atomos de carbono, soluble en agua y similar al fosfoenolpiruvato (PEP), cuyas
propiedades farmacoldgicas se mantienen inalteradas en condiciones normales de
almacenamiento durante 2-3 afios.*! Contiene varias caracteristicas quimicas que, de
forma habitual, no se observan en los compuestos organofosforados: (1) se forma por
un grupo epoxidico al que se une un grupo fosférico cargado negativamente, el cual se
encarga de la accién bactericida; y (2) presenta un enlace directo entre el carbono y el
fésforo, sin puente intermedio de oxigeno, como es habitual en estos compuestos.1*?

La molécula es estable en un intervalo de pH que oscila de 4 a 11, pero su
accion optima es a pH de 6,2. La forma parenteral disédica se obtienen mediante la
sustitucidn de los dos atomos de hidrégeno del radical fosférico por &tomos de sodio, y
la oral cdlcica por un atomo de calcio. En el caso de la formulacién oral de fosfomicina-
trometamol, se consigue mediante la incorporacién de una base organica tris-

hidroximetil-aminometano (trometamol o trometamina) (Figura 1).143
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Figura 1. Estructura molecular de fosfomicina (A), disédica (B) calcica (C) y fosfomicina-

trometamol (D).!3?

4.3. Mecanismo de accion

Su mecanismo de accion y estructura quimica Unica, son la base de las
propiedades clinicas de este farmaco. La fosfomicina es un antibiético bactericida que
inhibe la sintesis de la pared celular en uno de los primeros pasos, actuando sobre la
fase de crecimiento bacteriano.® Interfiere con el enzima difosfato de uridina (UDP)-N-
acetilglucosamina-3- enolpiruviltransferasa (MurA) en el primer paso citoplasmatico de
la biosintesis de la pared celular bacteriana.*?

La fosfomicina penetra en el citoplasma celular utilizando dos proteinas
trasportadoras de membrana del tipo major facilitator superfamily denominados UhpT
y GlpT, las cuales se encargan principalmente del transporte de G6P y glicerol-3-fosfato
(G3P), respectivamente, en E.coli.'**'%> Este farmaco es un andlogo del PEP y actua
mediante la inactivacidon especifica de la biogénesis de la pared celular bacteriana
mediante la inhibicidn irreversible del enzima MurA, sin interferir en las reacciones que
requieren de PEP en las células eucariotas.}®® Este enzima se encarga de catalizar la
unién del PEP a UDP-N-acetilglucosamina en el primer paso de la biosintesis del
peptidoglicano.'*® Para ello, la fosfomicina se une de forma covalente mediante un
enlace de tioéter con el aminoacido Cys115 del sitio activo del enzima.}*’"1% Esta
interaccion de la molécula de fosfomicina se produce a través del grupo fosfonato, el
cual se une a la Cysll5 e interacciona electroestaticamente con los residuos

)'149,150

conservados de Lys22, Arg120 y Arg397 de la proteina MurA (Figura 2
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Figura 2. A) Representacion del mecanismo de accién de MurA en la formacidn del
peptidoglicano de la membrana bacteriana. B) La fosfomicina (F) penetra en la bacteria
a través de cualquiera de los transportadores (GlpT y/o UhpT) y se une a MurA,
bloqueando su actividad.'#®

Un complejo sistema de regulacion con un papel importante de la presencia de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) asi como su complejo receptor (CRP), entran en juego en la

expresién de estos transportadores.4®

4.4. Espectro de accion. Epidemiologia de la resistencia frente a bacterias Gram
negativas.

La fosfomicina se considera un antimicrobiano de amplio espectro debido a

su actividad frente a diferentes especies bacterianas, tanto Gram negativas como Gram

positivas. Al mismo tiempo, se trata de una molécula cuya eficacia se mantiene frente a

los microorganismos multirresistentes.?

Espectro de accidn frente a bacterias Gram negativas. Distribucidon entre especies y
epidemiologia de la resistencia.

De forma general, este antibidtico presenta una excelente actividad frente a
los microorganismos Gram negativos, principalmente frente a enterobacterias de origen
urinario. Los estudios demuestran porcentajes de sensibilidad elevados para la especie
bacteriana de E. coli, que varian de un 100% a un 81%. Sin embargo, para K. pneumoniae
suelen observarse porcentajes mas bajos, con valores de resistencia que varian entre un

85% y un 100% de los aislados, dependiendo de las zonas geograficas.!?>1%!
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Si analizamos la sensibilidad de otras enterobacterias a fosfomicina, Proteus
spp y Enterobacter spp presentan porcentajes de resistencia mds altos que E. coli,
llegando en algunos estudios a valores del 50% y del 25%, respectivamente.1?5151:152 Gjn
embargo, Citrobacter spp es una especie que mantiene porcentajes altos de sensibilidad
a este antibidtico, con estudios que demuestran porcentajes de resistencia por debajo
del 1%.13

Por otro lado, entre los bacilos Gram negativos no fermentadores, P.
aeruginosa y A. baumannii presentan sensibilidad disminuida a la fosfomicina, con
valores de concentracidn minima inhibitoria (CMI) entre 16 mg/L y 64 mg/L.*>*
Fosfomicina presenta buena actividad frente a Aeromonas hydrophila, Campylobacter
jejunivy Yersinia enterocolitica, aunque frente a otras especies de los géneros Bordetella,
Legionella, Pasteurella, y Vibrio, su actividad es moderada.>>1°®

Ademas, diversos estudios demuestran la actividad de fosfomicina frente a
los bacilos Gram negativos, que presentan mdultiples mecanismos de resistencia,
especialmente en enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasa; sin embargo,
existen indicios de que la resistencia a este antibidtico estd aumentando en este tipo de
microorganismos. Concretamente, en un estudio realizado en Espafia en mas de 16.000
cepas de E. coli productor de BLEE, entre los anos 2005 a 2011, se muestra una reduccién
significativa de la sensibilidad. En este estudio, realmente la actividad de la fosfomicina
durante los ultimos afios se mantuvo por encima del 80%, mientras que la resistencia a
otros antimicrobianos como ciprofloxacino o cotrimoxazol, fueron del 78,2% y del
62,3%, respectivamente; dando la impresion de que el fendmeno de la corresistencia en
enterobacterias productoras de BLEE se relaciona mas con otros antibiéticos que con
fosfomicina.’ En cuanto a las enterobacterias productoras de carbapenemasa, la
mayoria de los datos provienen de estudios realizados con aislados productores de
carbapenemasa de tipo KPC, con porcentajes de sensibilidad que varian desde un 39%
hasta un 100%. 12>1581% Destacar, que este antibidtico mantiene su actividad frente a
aislados de enterobacterias que presentan resistencia a otros antimicrobianos del grupo
de reserva AWaRe’® como es la colistina por mecanismos de resistencia pladsmido mcr-
1.160

Respecto a la actividad de la fosfomicina frente a bacilos Gram negativos no
fermentadores considerados multirresistentes, como P. aeruginosa, su sensibilidad es
muy variable segun los diferentes estudios y en base a la localizacién geogréfica.'2>16!

Algunas especies de Acinetobacter, como A. baumannii, A. pittii y A. nosocomialis se

consideran intrinsecamente resistentes a fosfomicina segin EUCAST, asi como otros
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microorganismos Gram negativos como Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia o Leclercia adecarboxylata.*®?

Recientemente se ha comprobado que genes homodlogos a fosA plasmidicos
estdn presentes en la mayoria de los cromosomas de especies como Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia marcescens y P. aeruginosa; 1o que explicaria la sensibilidad
disminuida de estos microorganismos a la fosfomicina. Por el contrario, no se han
encontrado en el cromosoma de E. coli, ni tampoco en el de A. baumannii ni B. cepacia,

ya que la resistencia intrinseca de estas dos ultimas especies se produce por otros

mecanismos.%3

Epidemiologia de la resistencia en Gram negativos

En Europa, un estudio multicéntrico reciente, refleja tasas de resistencia a
fosfomicina en aislados de E. coli inferiores al 1,2%.1%* Se han reportado valores més
elevados en otros paises europeos como Alemania (4,5%),'%> aunque se observa buena
actividad de este farmaco frente a otras enterobacterias como Proteus mirabilis o
Enterobacter spp, ademas de frente a enterobacterias productoras de carbapenemasas
o E. coli productor de BLEE.?®>! En un estudio realizado en Francia en el que analizan
51.643 aislados de E. coli de origen urinario, de los que un 3,3% eran productores de
BLEE, y 3.495 aislados de K. pneumoniae; se mostraron valores de sensibilidad a
fosfomicina superiores al 95%.En otro realizado en Suiza en aislados de E. coli de
infeccidn urinaria comunitaria y nosocomial se encontraron tasas de resistencia a
fosfomicina del 0% entre aquellos aislados productores de BLEE que por el contrario
presentaban tasas de resistencia superiores al 69% a otros antibidticos, como
amoxicilina-clavuladnico, quinolonas o cotrimoxazol.167:168

En Espafia, la resistencia a la fosfomicina en E. coli ha variado a lo largo del
tiempo. Dos estudios multicéntricos describen un aumento de la resistencia desde el
afio 2003, tanto en aislados productores de BLEE como en los no productores,'®¥17° pero
sigue siendo muy baja variando entre las diferentes comunidades auténomas. A modo
de ejemplo, en la comunidad auténoma de Aragdn, los estudios realizados muestran
valores de resistencia a fosfomicina inferiores al 4% en aislados de infeccién urinaria de
origen comunitario entre los afios 2011 y 2013.'7! En Galicia los porcentajes de
sensibilidad a fosfomicina en aislados de E. coli procedentes de muestras urinarias de
diferentes hospitales entre los afios 2011 y 2012, son superiores al 95%, observandose

las tasas mas elevadas en los pacientes mayores de 75 afios de sexo masculino, y las mas
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bajas en poblacién pedidtrica.’’? Sin embargo, los estudios muestran valores de
sensibilidad a fosfomicina menores en K. pneumoniae, y sobre todo en aquellos aislados
gue presentan otros mecanismos de resistencia de forma concomitante. En un estudio
retrospectivo realizado en Valladolid sobre el perfil de sensibilidad de los aislados de E.
coliy K. pneumoniae de muestras de orina se mostraron valores de resistencia de un
11,3% y un 54%, respectivamente.!”®

A nivel global, los estudios demuestran que la resistencia general a la
fosfomicina en China es mayor que en otras partes del mundo, tanto en aislados de
muestras de origen humano como de animales, lo que podria atribuirse a la presencia
del mecanismo de resistencia plasmidico fosA3, el cual es muy prevalente en esa zona
geogréfica.l’#> En un estudio realizado en Taiwdn se han observado tasas de
resistencia a fosfomicina en K. pneumoniae productora de BLEE de un 27,8%, de los
cuales ninguno se atribuia a mecanismos de resistencia a fosfomicina de tipo plasmidico.
Sin embargo, otros estudios realizados en Hong Kong indican que entre los aislados
resistentes a fosfomicina de muestras de infeccién urinaria y bacteriemia, el 44% se
debia a la presencia del gen fosA3.77® Ademads, en este pais se describen tasas de
resistencia a fosfomicina de hasta el 60,8% en aislados de K. pneumoniae productor de
KPCy del 12,5% de los portadores de BLEE. Del total de estos aislados portadores de
blakec, un 34% portaban a su vez el gen fosA3 presente en el mismo elemento
plasmidico.’®® Aunque la tasa general de resistencia a fosfomicina es menor que la de
otros agentes antimicrobianos, el aumento de la resistencia a esta molécula es motivo
de preocupacién, y sobre todo la posible diseminacion del gen fosA3 a diferentes
localizaciones geograficas. De hecho, este gen se ha descrito posteriormente en otros

paises como Japdn, Estados Unidos o en el continente europeo.!’’-*7?

En Estados Unidos se muestran de nuevo tasas de sensibilidad en aislados
clinicos de E. coli que oscilan entre valores del 96-99%,'8%18! pero realmente si
analizamos aquellos productores de BLEE de esta especie o de K. pneumoniae, los
porcentajes de sensibilidad disminuyen hasta un 68%y un 53,6%, respectivamente, 81182
En los paises africanos los estudios son mds escasos, pero los pocos que se realizan
reflejan que fosfomicina sigue manteniendo su actividad en este continente. En paises
como Sudifrica o Madagascar, se han realizado estudios que reflejan valores de
resistencia en aislados de E. coli de entre un 0% y un 3%. Al igual que en el resto del
mundo, los estudios muestran que la fosfomicina sigue siendo uno de los antibidticos

mas activos frente a aislados de E. coli de infecciones urinarias.'83-18
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Espectro de accion frente a Gram positivos

En este grupo de microorganismos se consideran intrinsecamente
resistentes a fosfomicina las especies bacterianas de Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus capitis y Corynebacterium spp.*%?

S. aureus es junto con E. coli de los microorganismos mas sensibles a fosfomicina,
presentando los valores de CMI mas bajos frente a este antibidtico. Existe una variabilidad entre
los estudios con respecto a los porcentajes de sensibilidad a fosfomicina de este
microorganismo, con valores que oscilan entre un 33.2% y un 100% de los aislados. Sin embargo,
los porcentajes de sensibilidad son superiores al 90% en mas del 75% de los estudios.'® Asi
mismo, en S. aureus resistente a meticilina (SARM) se mantienen porcentajes de sensibilidad
similares a fosfomicina; sin embargo, varios estudios han observado porcentajes inferiores al
50%,8 encontrandose una asociacion con el linaje clonal, como es el caso del SARM ST5.%¥7

Las diferentes especies de Enterococcus spp presentan también buena respuesta a
este farmaco, aunque de nuevo los resultados varian segun los distintos estudios. La fosfomicina
es activa frente a la mayoria de Enterococcus faecalis, asi como frente a E. faecium incluso
resistente a vancomicina.?® Existen estudios que presentan valores variables de sensibilidad a
fosfomicina en E. faecium resistente a vancomicina encontrandose entre 30 y el 80%. 18818

En un estudio realizad en un total de 1.847 aislados Gram positivos de foco distinto
al urinario, se observé un porcentaje de resistencia a fosfomicina general de un 69,1%. Al
analizar estos datos por las diferentes especies bacterianas, el 99,3% de aislados de S. aureus,
incluyendo SARM, fueron sensibles a fosfomicina; sin embargo, se encontraron porcentajes de
sensibilidad mas bajos en estafilococos coagulasa negativos (77,5%), Streptococcus pneumoniae

(61,9%), Streptococcus pyogenes (40,6%) y otros Gram positivos (48,4%).*°

4.5. Mecanismos de resistencia

Como se observa en los datos expuestos en el apartado anterior, fosfomicina
presenta una excelente actividad frente a una variedad muy amplia de bacterias,
incluyendo bacterias multirresistentes. Sin embargo, se describen varios mecanismos de
resistencia a este antibidtico que se pueden clasificar de forma general como:
mecanismos de resistencia intrinsecos (o inherentes a la bacteria) o adquiridos. También
se han descrito poblaciones bacterianas que presentan una forma especial de respuesta
al antibidtico que se denomina como heterorresistencia, la cual se describird en mayor

detalle en el punto 6 de este apartado.
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Resistencia intrinseca a fosfomicina

Mutaciones en el gen murA

Las mutaciones en el gen murA confieren resistencia a fosfomicina debido a la
sustitucion en el sitio activo de la proteina MurA de una cisteina por aspartato en la posicidon
115, impidiendo la unién del farmaco a la diana enzimatica, pero preservando su funcionalidad.
Se han descrito en las especies bacterianas de Chlamydia spp,*°* Mycobacterium tuberculosis*®?

y Vibrio fischeri.*>3

Vias de reciclaje para la sintesis de peptidoglicano

Las vias de reciclaje para la sintesis de peptidoglicano que forma la pared celular de
la bacteria es una via adicional a la sintesis de novo que se ha descrito en Pseudomonas putida
y P. aeruginosa.'®*%®> Se trata de una via metabdlica alternativa a MurA para la sintesis de
peptidoglicano mediada principalmente por tres enzimas, una fosfatasa MurNAc 6-fosfato
(AnmK) adn no identificada, una aminokinasa de la pared celular anomérica (AgmK) y una
uridililtransferasa (MurU) que transforman los acidos N-acetilMurdamicos (MurNAc) en UDP-

MurNAc, utilizando el MurNAc a-1-fosfato (Figura 3).2%

Peptidoglycan ¥ AnhMurNAc

¢ AnmK

MurNAc 6P

MurU AgmK i

UDP-MUrNAC = <= MurNAC 1P = MurNAC

* MurB

HaC PO,
* MurA | Fosfomycin Nl

o)

UDP-GIcNAc

’ Peptidoglycan de novo biosynthesis I

Figura 3: Esquema simplificado de la via de reciclaje del peptidoglicano en P. aeruginosa.*®

Otros mecanismos intrinsecos asociados a la resistencia a fosfomicina

Un interesante fendmeno es la necesidad de co-expresion de mecanismos de
virulencia para que el antibidtico sea activo frente a la bacteria. Esto se ha descrito en Listeria
monocytogenes, la cual es resistente a fosfomicina in vitro debido a que la bacteria no es capaz

de absorber el antibidtico; pero, sin embargo, in vivo es sensible. Esto se debe a que in vivo se
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induce la expresién de un factor de virulencia en la bacteria denominado Hpt (hipoxantina
fosforibosiltransferasa), un transportador en relacién con el transportador de G6P, UhpT,
provocando la entrada de fosfomicina y haciendo a la bacteria sensible al antibiético.'®®

Por ultimo, la disminucién constitutiva de la permeabilidad de membrana celular es
otro mecanismo descrito en la resistencia a este antibidtico. En estudios recientes se ha descrito
el gen cromosémico abrP en A. baumannii, el cual disminuye la sensibilidad a fosfomicina,

tetraciclina, tigeciclina y cloranfenicol, ejerciendo un detrimento general en la permeabilidad de

esta bacteria.®’

Resistencia adquirida a fosfomicina

Disminucién del transporte de fosfomicina

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a fosfomicina mediante mutaciones
cromosdémicas en los genes estructurales que codifican los transportadores de membrana de
fosfomicina, glpT y uhpT, provocando un bloqueo de la entrada del antibidtico en la célula
bacteriana. Como hemos explicado con anterioridad en el punto 4.3 sobre los mecanismos de
accion de la fosfomicina, en la regulacion de los genes codificantes de los transportadores de
fosfomicina entra en juego un complejo sistema de proteinas muchas de las cuales se implican
en diferentes procesos metabdlicos.

Ambos transportadores de membrana, a la vez que incorporan sus sustratos (G6P y
G3P), expulsan un fosfato inorganico fuera de la bacteria.’*!®® La expresién de ambos
transportadores es inducida por sus propios sustratos y precisa ademas de la presencia del
complejo AMPc-CRP. Existen estudios que demuestran que cepas con sensibilidad disminuida a
fosfomicina no son capaces de crecer en medios con una sola fuente de carbono; es decir, las
cepas que carecen de transportador GIpT no son capaces de crecer en presencia de G3P como
Unica fuente de carbono, y las deficientes en UhpT, en medio con fuente de carbono G6P.'%°
Ademas, se ha observado que mediante la adicidn de G6P al medio utilizado para testar la
sensibilidad a fosfomicina se induce un incremento en la transcripcién del trasportador UhpT
que da lugar a la sensibilizacidon de las cepas deficientes en GlpT que en ausencia de este
nutriente aparecen resistentes a fosfomicina.2®
En el caso de E. coli ambas permeasas estan presentes de manera natural participando en el
transporte de fosfomicina al citoplasma celular; sin embargo, en otras especies, como P.
aeruginosa Unicamente estd presente el transportador GlpT. Por lo tanto, en esta especie
bacteriana, en caso de inactivarse el transportador GlpT, el microrganismo aumenta

extraordinariamente su resistencia a fosfomicina. 2%
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Regulacion del sistema de transporte UhpT

UhpT es un mondmero con doce hélices alfa en su dominio transmembrana que se
encarga del transporte de hexosas fosfato como la G6P al interior celular mediante el
intercambio por fosfato inorganico.?%? Las cepas incapaces de crecer en medios con G6P como
Unica fuente de carbono presentan mutaciones de pérdida de funcién en los genes que activan
al trasportador o en el propio transportador UhpT lo que conlleva a una resistencia a
fosfomicina.2032%4
En la regulacion de la expresidn de este transportador interviene un sistema de dos
componentes (UhpB y UhpC) y una kinasa (UhpA). La inactivacién de cualquiera de estos genes
produce que el transportador no se exprese, dando lugar a la disminucién de la entrada de
fosfomicina al interior celular produciendo resistencia al antibiético.2®® UhpC es una proteina
transmembrana que funciona como un “sensor” de G6P en el medio. Al detectarse G6P por
UhpC, ésta activa a la proteina histidina-kinasa UhpB, la cual forma parte del sistema
transmembrana de dos componentes junto con UhpC. UhpB, una vez activada, fosforila a UhpA
mediante un sistema His-a-Asp fosforil-tranferasa. Una vez se encuentra fosforilada la proteina
UhpA, estd capacitada para unirse al promotor del gen uhpT, induciendo la trascripcién de la
proteina UhpT. 146205206 Adem3s, niveles altos de AMPc inducen la transcripcion de UhpT, a

través de la union con su proteina receptora, CRP formando el complejo CRP-AMPc (Figura

4) . 207,208

UN'u
INNER h ' h
MEMBRANE Pf p
By ¢
P

Figura 4. Representacion esquematica del funcionamiento y la regulacion del sistema de dos
componentes para el transporte de fosfomicina (GlpT y UhpT).1%
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Regulacion del sistema GIpT

Se ha descrito la estructura de GlpT en E. coli como una proteina que presenta dos
dominios conectados por un bucle central en el que se encuentra una abertura para la entrada
del sustrato y su posterior translocacidon al interior celular.?’>?1° La zona transmembrana del
transportador se forma por 12 a-hélices con una estructura muy conservada entre todas las
permeasas de G3P. Existe un estudio que caracteriza el transporte de la fosfomicina a través de
esta proteina mostrando como la fosfomicina compite por el sitio de unidn de su sustrato
natural, G3P, asi como su posterior transporte al interior de la membrana bacteriana.?!! En
cuanto a la regulacién del transporte de G3P en las células procariotas y concretamente en E.
coli, se conoce que se encuentra fuertemente regulado por mecanismos multiples debido a la
importancia de esta molécula en el metabolismo bacteriano.?!?

El gen glpT estd situado dentro de uno de los cinco operones que forman parte del
reguldn glpT (glpCBATQ), encargado de controlar la proporcidn glicerol/G3P en el interior
celular. La transcripcion de glpT esta inhibida por la proteina represora GIpR (codificado en el
operdn glpEGR). GlpR se une al ADN bacteriano, cerca del promotor de g/pT, bloqueando su
transcripcién. Consecuencia de ello, las mutaciones en este gen van a producir un incremento
en la transcripcidn de glpT,?'%%'2 y por ende, aumentaran la entrada de fosfomicina en la célula.
Por el contrario, la expresién de este transportador se induce por su propio sustrato (G3P)
ademas de por la presencia del complejo CRP-AMPc, como se ha comentado previamente. Sin
embargo, aun en presencia de este sustrato, en condiciones de anaerobiosis se inhibe la
expresion del transportador por la presencia de nitratos o glucosa, asi como por la ausencia del
gen fnr, el cual regula la expresion de varias enzimas respiratorias inducidas en
anaerobiosis.?*21* Otros inhibidores de la transcripcidon de este gen son los productos finales del
metabolismo de la sintesis de lipidos y de la glucolisis, asi como la presencia de fosfato

inorgdnico en el medio, que dificultaria el intercambio molecular.?>21¢

Regulacion de los transportadores UhpTy GIpT mediante AMPc.

Como se describe anteriormente, el AMPc juega un papel importante en la
regulaciéon de ambos transportadores, UhpT y GlpT. Cambios en los niveles de AMPc en el
interior celular se relacionan con variaciones de la sensibilidad al antibiético fosfomicina. La
enzima adenilato ciclasa (AC), codificada por el gen cyaA, es la encargada de producir AMPc a
partir de moléculas de adenosin trifosfato (ATP) (Figura 4). Es por ello, que mutaciones en este
gen se relacionan con disminuciones en los niveles del AMPc intracelular.?’’” De manera general,
los niveles de AMPc son controlados a través del sistema de represion catabdlica del carbono

(CCR). Este sistema de control permite a las bacterias la asimilacion de fuentes de carbono
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rdpidamente metabolizables cuando estdn expuestas a mas de un carbohidrato.'%2!8 Para ello,
son muy importantes los sistemas de transporte de azlcares mediante los transportadores PEP:
azucar fosfotransferasa (PTS). Los azlcares como la glucosa son fosforilados durante su
transporte a través de la membrana citoplasmica. Esto conduce a que la exposicidn a la glucosa
provoque una disminucidon en los niveles de AMPc celular; explicando este fenédmeno de
represion catabdlica.

Este sistema PTS se compone de varias subunidades, que se detallan a continuacion.
La primera subunidad es codificada por el gen pts/ produce la proteina El. Esta subunidad esta
encargada de captar un grupo fosfato desde el PEP y fosforilar a la proteina HPr (proteina de
histidina), que a su vez fosforila a la proteina EIIAGIc. Este grupo fosfato finalmente acaba en la
molécula de glucosa que se encuentra siendo transportada.

EIIAGIc es la proteina principal encargada de regular la ruta CCR en E. coli. Cuando el
dominio EIIA se encuentra fosforilado debido a la ausencia de glucosa en el exterior, se produce
la activacién de la transcripcidn del enzima AC promoviendo asi la sintesis de AMPc (Figura 5).2%8

Activation of the bgl operon Cell membrane

Glu

1 Factor x

Activation of catabolic genes

Figura 5. Representacidn del sistema metabdlico de represidn catabdlica del carbono en E.

colj.?%8

De forma general, el incremento en los niveles de AMPc en el interior de la bacteria
van a producir la formacién de complejos CRP-AMPc que consecuentemente van a aumentar la
transcripcién de los genes de los transportadores glpT y uhpT mediante la unién a sus
promotores, incrementando el transporte de sus sustratos, asi como la entrada de

fosfomicina.'® La presencia de mutaciones de pérdida de funcidn de las proteinas CyaA o Ptsl
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es escasa o nula en aislados clinicos debido al coste bioldgico que presenta la pérdida de estas

proteinas en el desarrollo de la célula bacteriana.?*®

Mutaciones en |la diana murA

Se ha comprobado en mutantes de laboratorio de E. coli que la sustitucidn de la
Cys115 por aspartato en el sitio activo de MurA da lugar a mutantes altamente resistentes a
fosfomicina.??° Otras mutaciones en esta proteina (Asp369Asn y Leu370lle) se sugieren como
posibles origenes de una sensibilidad disminuida a fosfomicina, ya que pueden interferir en la
unién del PEP a MurA al tratarse de residuos muy conservados, e influir también en la unién al
antibiético.’® Ademds, se ha descrito que el incremento de la transcripcidon de murA en
presencia de sustancias especificas que mejoran el crecimiento bacteriano produce resistencia
a fosfomicina, teniendo un menor impacto en el fitness bacteriano en comparacion con las cepas
que presentaban mutaciones en los genes codificantes de los transportadores glpT y uhpT.?*
Sin embargo, hasta la fecha no se han descrito ninguna de estas mutaciones en aislados clinicos
de E. coli; pero si de S. aureus, donde se han observado mutaciones en murA que producen

resistencia a fosfomicina debido a la presencia de un coddn de parada prematura.???

Enzimas modificadoras del antibidtico

Por dltimo, la resistencia a fosfomicina se puede producir mediante enzimas que
modifican la estructura del fdrmaco inactivdndolo de manera permanente. Los genes que
transcriben para estas enzimas se encuentran presentes en el cromosoma de algunas especies,
asi como en transposones y plasmidos. Estos se describieron por primera vez en aislados de
enterobacterias en China, dando lugar a una rapida diseminaciéon posterior, pudiendo ir
acompafiados de mecanismos de resistencia a otros antibidticos en las mismas plataformas
genéticas.1’>176

Las enzimas modificadoras de fosfomicina se clasifican principalmente en dos
grandes grupos: (1) metaloenzimas (FosA, FosB y FosX) y (2) enzimas tipo quinasa (FOomA vy
FomB).

Las metaloenzimas actuan abriendo el anillo epdxido del antibidtico fosfomicina
utilizando la ayuda de un cofactor metdlico (ion manganeso, magnesio o potasio) con la adicion
posterior de moléculas diferentes como el glutatidn, bacilitiol o agua.??® Las metaloenzimas Fos
presentan secuencias de aminoacidos muy similares entre ellas. Cambios minimos en los
residuos aminoacidicos, confieren a estas enzimas diferencias cataliticas y su clasificacién en

diferentes subclases.#®
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FosA

La primera enzima descrita del tipo Fos fue el enzima FosA en el afio 1980 en Espania,

presente en S. marcescens en un plasmido Tn2921. El gen fosA codifica para una glutatidon-S-

transferasa (GST) dependiente de manganeso cuya secuencia y caracteristicas se describieron

una década mas tarde de su descubrimiento.??#2% Estudios recientes han comprobado que

secuencias homologas a fosA se encuentran ampliamente distribuidas en el cromosoma de

algunas bacterias Gram negativas (Klebsiella spp, Enterobacter spp, S. marcescens y P.

aeruginosa) favoreciendo la disminucién de sensibilidad a este antibidtico y su dispersiéon.1%3

FosA necesita Mn?* como cofactor para realizar la inactivaciéon de la fosfomicina mediante la

adicion de glutatién al anillo epdxido del antibidtico, ademds de K*.22° Tanto el Mn2?* como el K*

son esenciales para la funcién del enzima FosA.?2”228 Se han descrito diferentes subtipos del

enzima FosA como son: FosA2, FosA3, FosA4, FosA5, FosA6 y FosC2.

FosA2: Xu y colaboradores identificaron aislados de Enterobacter cloacae que
presentaban el gen fosA2 en muestras de agua dulce de Canada. En este caso, la
localizacién del gen era de tipo cromosémico.

FosA3: En la ultima década, el subtipo FosA3 es el que se ha encontrado con
mayor frecuencia en diferentes estudios y siempre asociado a la transmisién de
tipo plasmidico. Recientemente, se ha confirmado que el origen de fosA3 se
encuentra en el cromosoma de Kluyvera georgiana.??® Estudios realizados sobre
muestras de animales de compafiia y de produccion alimentaria en China han
detectado este gen en el 9% y 1,1% de los aislados de E. coli, respectivamente;
asi como diferentes tipos de blaCTX-M en los mismos plasmidos.23%23! Este hecho
sugiere una amplia distribucidon de este gen de resistencia, presente incluso en
los animales domésticos y de consumo, los cuales pueden contribuir en su
expansion. Ademas, ha sido detectado en multitud de estudios en aislados de
muestras clinicas. Ejemplo de ello es un estudio multicéntrico realizado con
muestras de 12 hospitales de China en el que encuentran que 94 de 278 aislados
de K. pneumoniae productores de KPC (33,8%) y 7 de 80 productores de BLEE
(8,8%) contenian el gen fosA3. Ademas, en este estudio se demostré que los
aislados de K. pneumoniae productores de KPCy FosA3 estaban relacionados con
clones concretos que pueden favorecer la diseminacidn de ambos mecanismos
de resistencia al mismo tiempo.°

FosA4: Este subtipo se ha descrito en aislados de E. coli en Japdn. Comparte el

94% de la identidad con la secuencia de aminodcidos de FosA3 y para su
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deteccion se usoé un sencillo método de cribado mediante difusidon de dos discos

basado en una combinacién de fosfomicina y fosfonoformato sédico.??

- FosA5: Se ha encontrado en un plasmido de un aislado de E. coli productor de
BLEE en China. Este comparte el 69% y el 80% de las secuencias de aminodacidos
con FosA y FosA3, respectivamente.?3

- FosAG6: Se describe recientemente en un aislado de E. coli productor de CTX-M-2
de origen urinario de un hospital de los Estados Unidos. Este gen se codifica en
un plasmido tipo IncFll de 69 kb situandose entre las secuencias de insercidn
IS10R e IS26 confiriendo altos niveles de resistencia a fosfomicina. Ademas, los
autores describen que este gen hallado en E. coli, comparte el 99% de identidad
con el gen FosAPMK1 cromosémicamente codificado en la especie K.
pneumoniae. Estos datos indican que el gen puede movilizarse desde los
cromosomas K. pneumoniae a los plasmidos de otras especies como E. coli
mediante elementos méviles 1510.23*

- FosC2: Se describe en un plasmido y comparte un 72% y un 56% de homologia
con las secuencias de aminodcidos de FosG y FosA, respectivamente. Se ha

encontrado en integrones de clase 1 junto con diferentes genes de resistencia a

otros antibidticos asociados.?3>23¢

FosB

Aunque la secuencia de aminoacidos de FosB comparte un 38% de homologia con la
de FosA, se diferencia de esta Gltima en que es un enzima dependiente de Mg?* y utiliza a la L-
cisteina (L-Cys) como donante fisioldgico del grupo —tiol. Cataliza la adicién de L-Cys o bacilitiol
(BSH) a la fosfomicina, dando como resultado un compuesto modificado sin propiedades
bactericidas. La expresion del gen que codifica para FosB requiere del factor sigma
extracitoplasmatico (SigW), el cual se relaciona como factor de induccién de resistencia a otros
antimicrobianos.?723 Actualmente este gen se ha descrito principalmente en bacterias Gram
positivas, como en plasmidos de Staphylococcus spp y Enterococcus spp y en el cromosoma de

Bacillus subtilis.?37:239:240

FosX

Se trata de un enzima con actividad hidrolasa que comparte una identidad con las
secuencias de FosA y FosB de un 30% y un 35%, respectivamente.?*! Enzimas homdlogas a FosX
han sido identificados en el cromosoma de varios microorganismos como Listeria

monocytogenes, Mesorhizobium loti, Clostridium botulinum y Brucella melitensis. Es
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dependiente de Mn?* e inactiva a la fosfomicina mediante la adiciéon de una molécula de agua
en la posicion C1 de la molécula de fosfomicina y abriendo su anillo epéxido, utilizando el acido

glutdmico como catalizador de la reaccidn.?*124

Por ultimo, se encuentran en las bacterias productoras de fosfomicina, tales como
Streptomyces wedmorensis y Streptomyces fradiae, enzimas con actividad quinasa cuya accion
protectora frente a la actividad bactericida de este antibidtico ha sido demostrada. Estas
enzimas se codifican por los genes fomA y fomB y actdan inactivando a la fosfomicina mediante
una fosforilacidn. FomA cataliza la fosforilacién de la fosfomicina a fosfomicina-monofosfato y
FomB convierte a la fosfomicina-monofosfato en fosfomicina-difosfato, siendo necesario en
ambas reacciones tanto el ATP como el Mg?. Curiosamente, fomA muestra una homologia del
25,8% con el gen fosC producido por P. syringae. FomC muestra una actividad similar al convertir

la fosfomicina en fosfomicina-monofosfato.?*3244

4.6. Estudios de sensibilidad. Técnicas y limitaciones

Para conocer la respuesta de un microorganismo frente a un antimicrobiano es
necesario realizar estudios de sensibilidad, para lo que se pueden utilizar diferentes técnicas de
antibiograma. El antibiograma define la actividad de uno o varios antimicrobianos frente a un
microorganismo concreto, utilizando técnicas in vitro, y su resultado se utiliza como factor
predictor de eficacia clinica. Durante la década de los 40, tras el descubrimiento de los primeros
antibidticos, se produjo un gran desarrollo en las diferentes técnicas para el estudio de la
sensibilidad antimicrobiana. Fruto de ello, surge la necesidad de estandarizar estas novedosas
técnicas, y en 1961 se publica la metodologia oficial de la OMS sobre los estudios de
sensibilidad.?*”® En la actualidad, el European Committee for Antimicrobial Susceptility Testing
(EUCAST) vy el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) son los organismos que se
encargan de aportar las recomendaciones mds aceptadas por la comunidad cientifica.
Establecen diferentes técnicas normalizadas del antibiograma para obtener resultados fiables y
reproducibles; las cuales se han adaptado a lo largo del tiempo para poder realizarlas de una
forma mads sencilla y rapida para el laboratorio de microbiologia mediante técnicas comerciales,
automatizadas o semiautomatizadas, intentando proporcionar resultados equivalentes a los

métodos de referencia.
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A continuacion, se desarrollan las técnicas de uso mas frecuente en los laboratorios

de microbiologia para estudio del antibiograma.

Método de disco-difusion

Esta técnica para estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos se basa en un
trabajo publicado en el afio 1966,2%6 cuya metodologia es la base del estandar de la difusién con
disco empleada por los comités CLSI y EUCAST. Esta técnica consiste en depositar un disco de
papel de filtro impregnado con una concentracién de antibidtico conocida sobre una superficie
de agar previamente inoculada con un microorganismo a una concentracién determinada. Al
contactar el antibidtico presente en el disco con la superficie de agar, éste difunde a través del
medio radialmente formando un gradiente de concentracién decreciente. La lectura de los
resultados se realiza a las 18+/-2 horas de incubacién y consisten en la medicién del diametro
del halo que inhibe el crecimiento bacteriano alrededor del disco, expresandose en milimetros.
El nimero de milimetros se traduce posteriormente en una categoria clinica determinada

(sensible, intermedio o resistente) que predice la respuesta in vivo al antibidtico.

Este método cuenta con numerosas ventajas, ya que se trata de una técnica barata,
rapida, facil de realizar y reproducible; aunque presenta también limitaciones como el tiempo

de incubacion o el hecho de no aportar valores de CMI.

El material y el método necesarios para su realizacion, asi como la lectura y la
interpretacion de los resultados se encuentran perfectamente estandarizados actualmente por
los organismos oficiales CLSI y EUCAST, los cuales realizan actualizaciones y revisiones periddicas

adaptandolas a los hallazgos de los ultimos estudios (Figura 6).247-24

Figura 6. Antibiograma por disco-difusién y lectura del didmetro de halo de inhibicién.?*°
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Método de difusion de tiras de gradiente

Este método es mds reciente que la técnica de disco-difusion, ya que se describioé por
primera vez a finales de los afios 80 y no se introdujo en el mercado hasta el afio 1991 tras ser

aprobado por la FDA 25051

De nuevo esta técnica esta basada en la difusidén del antibidtico por la superficie de
agar, pero en este caso en lugar de obtener los milimetros del halo de inhibicién como resultado,
se obtienen de forma directa los valores de CMI al antimicrobiano. En concreto, se trata de una
tira de un material inerte impregnada en el antimicrobiano siguiendo un gradiente de
concentracion. La metodologia es la misma que para el antibiograma de disco-difusién, ya que
al contactar la tira de gradiente con la superficie del agar se produce la difusién inmediata del
antibiético por la superficie, produciendo un gradiente exponencial de concentraciones. Se
incuba y la lectura se realiza al igual que en la técnica de difusidn con disco, tras 18+/-2 horas.
En este caso se observa una zona de inhibicion con forma de elipse alrededor de la tira de
gradiente, la cual intersecciona en su extremo inferior con la tira de gradiente en un punto, el
cual determina el valor de la CMI. La CMI se expresa en valores de concentracion del

antimicrobiano, utilizandose de forma habitual las unidades de pug/mL o mg/L. (Figura 7).

Figura 7. Antibiograma realizado por difusion con tira de gradiente.

Mediante esta técnica encontramos las mismas ventajas que con la técnica anterior,

pero con la ventaja afadida de que ademas se considera una alternativa para el estudio
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cuantitativo de sensibilidad a los antimicrobianos, presentando buena correlacién con los

métodos de referencia.

Microdilucion en caldo

Se trata de un método con una mayor complejidad para su elaboracién en
comparacién con las técnicas de difusion con disco o tiras de gradiente; sin embargo,
actualmente se trata del método de referencia de la mayoria de antimicrobianos para

determinar los valores de CMI.

La metodologia se encuentra estandarizada con las recomendaciones basadas en la
norma de la organizacion internacional ISO para que exista un control y normalizacién que
permitan la reproducibilidad adecuada intra- e interlaboratorios, con su ultima actualizacion
publicada en 2019.%%2 En esta técnica, se prueba la capacidad de los microorganismos de crecer
de forma visible en los pocillos de placas de microdilucién. Estos pocillos contienen caldo de
cultivo con diferentes concentraciones del antimicrobiano en forma de diluciones seriadas en
las que se inocula una concentracion de bacterias determinada (1-5 x 10° unidades formadoras
de colonia por mililitro [UFC/mL]) y se incuba durante 18+/-2 horas. El resultado se expresa en
un valor de CMI que corresponde a la concentracién mas baja de un agente antimicrobiano que,
en condiciones in vitro definidas, impide la aparicién de crecimiento visible de un
microorganismo antes de transcurrido un periodo de tiempo definido. La interpretacion de los
resultados, la cual puede resultar compleja en algunas ocasiones, se facilita tomando como
referencia el crecimiento observado en los pocillos de control positivo, los cuales deben
presentar una clara turbidez o un botdn de al menos 2 milimetros de didmetro. Se utiliza ademas

un pocillo de control negativo para descartar posibles contaminaciones.

Existen adaptaciones comerciales de este método que intentan replicar la técnica
pudiéndose realizar de forma automatizada o semiautomatizada permitiendo agilizar y
simplificar la técnica. Estos tienen que ser validados con respecto al método de referencia,

aunque realmente no se rigen estrictamente por la metodologia de la normativa ISO.

Dilucion en agar

Esta técnica consiste en la incorporacion del antimicrobiano en el mismo medio de
cultivo con agar, produciendo un gradiente de concentraciones del antimicrobiano en diferentes
placas de agar sobre las que se inoculara la bacteria. Suelen utilizarse concentraciones crecientes
en base 2 del antibidtico.
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Siguiendo la normativa estandarizada para este método se necesita la preparacién
de un indculo bacteriano concreto de 10* UFC/punto de inoculacién sobre la superficie del agar.
Se pueden realizar inéculos de multiples microorganismos de forma simultdnea sobre la
superficie del agar utilizando un replicador de Steers. Este dispositivo posee una serie de puntas
gue se sumergen en los pocillos que contienen el inéculo bacteriano y depositan un volumen
concreto en el agar con antibidtico diluido. Los replicadores con puntas dispensadoras de 3
milimetros de didmetro van a depositar en la superficie del agar aproximadamente 2 L (rango:
1-3 pL), y los de 1 milimetro de didmetro depositan de 0,1 a 0,2 plL. Estos volimenes son
importantes tenerlos en cuenta a la hora de realizar los calculos para el indculo final establecido

segun la normativa de referencia de 10* UFC/punto de inoculacidn.

Tras la inoculacidon en agar, se procede al secado en temperatura ambiente y
posterior incubacién durante 16-20 horas. La composicidn de los medios de cultivo utilizados, la
adicion de nutrientes o suplementos, asi como la composicién de la atmésfera de incubacion

van a diferir segun los requerimientos de cada microorganismo y/o antimicrobiano.

La lectura e interpretacion de esta técnica se realiza mediante visualizacién directa
de los puntos inoculados en la superficie de las placas estableciendo el valor de la CMI en la
concentracién antimicrobiana mas baja que inhibe el crecimiento bacteriano, descartandose
aquellas concentraciones en las que aparece el crecimiento de una UFC aislada o un halo tenue

(Figura 8).%3

Figura 8. Placa de agar en la que se ha utilizado el método de dilucién en agar para estudio de

sensibilidad a un antimicrobiano.?*

Esta técnica sigue siendo actualmente el Unico de método de referencia para

determinar los valores de CMI a fosfomicina, con el requerimiento especial de suplementar el
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medio de cultivo con G6P a una concentracion de 25 pg/mL.242% Sj bien, hay estudios que
demuestran que para determinar la CMI a fosfomicina en P. aeruginosa, el afiadir o no G6P al
medio no interfiere en los resultados, ya que como se ha comentado en apartados previos,
carece del transportador para estos azlcares, la proteina de membrana UhpT.?®

Las limitaciones de esta técnica son claramente la laboriosidad que requiere para su
preparacidn, asi como la compleja interpretacidon posterior de los resultados, de ahi la dificultad

para llevarse a cabo en la practica diaria del laboratorio clinico de microbiologia.

4.7. Puntos de corte de sensibilidad/resistencia

Los puntos de corte son utilizados para definir la sensibilidad o la resistencia
de los microorganismos a los antibidticos y separar, en base a los métodos de estudio
de sensibilidad utilizados, las bacterias en dos tipos de poblaciones, aquellas resistentes
en las que el antimicrobiano tendrd una baja probabilidad de éxito terapéutico y
aquellas sensibles donde el antimicrobiano presentard una elevada probabilidad de
éxito terapéutico. En base al método de antibiograma utilizado, los puntos de corte se
expresan segun cada una de las diferentes unidades de medida para cada técnica, ya sea
en unidades de concentracion (ug/mL o mg/L) o unidades de longitud del didametro del
halo de inhibicién (milimetros). Estos puntos de corte van a requerir de criterios de
interpretaciéon posteriores para poder extrapolar los resultados a las diferentes
categorias clinicas (sensible, intermedio, sensible con exposicion aumentada al
antimicrobiano o resistente). Por lo tanto, la prediccién de la sensibilidad o la resistencia
de un microorganismo a un antimicrobiano es el objetivo principal de los puntos de
corte.?’

Sin embargo, es importante distinguir las diferentes definiciones de los
conceptos de poblacion resistente o sensible a un antimicrobiano; ya que, aunque los
términos parecen claros, su significado difiere segun el contexto. En este sentido, hay
que diferenciar cuando estos conceptos se aplican a la respuesta de la interaccidon
directa entre el agente antibacteriano y el microorganismo, o cuando se utiliza segun la
probabilidad de éxito o fracaso terapéutico en un paciente. El segundo concepto implica
una mayor complejidad del término, ya que tiene en cuenta otros multiples factores
(farmacocinéticos, farmacodindmicos, inmunitarios, etc.) en comparacion con el
primero, el cual solo implica la respuesta exclusiva del microorganismo al

antimicrobiano en condiciones in vitro.*’

50



INTRODUCCION

Puntos de corte epidemioldgicos (Epidemiologic Cut-Off: ECOFF)

Los puntos de corte epidemioldgicos permiten detectar y vigilar el desarrollo de
nuevos mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos, ya que los puntos de corte
clinico, no siempre tienen la capacidad para discernir entre bacterias que no presentan
mecanismos de resistencia adquiridos (wild-type o silvestre) de las que si.?® Estos se
establecieron por EUCAST a principios de los afios 2000 con el acronimo ECOFF (Epidemiologic

Cut-Off).>°

Los ECOFF se determinan para la combinacién de un agente con una especie
bacteriana concreta teniendo en cuenta la distribucion de los valores de CMI frente al
antimicrobiano de aquellas poblaciones bacterianas salvajes, sin mecanismos de resistencia
adquiridos. En definitiva, el ECOFF va a corresponder al valor de CMI mas elevado para aquellos
aislados de una misma especie fenotipicamente carentes de mecanismos de resistencia frente
a un agente antimicrobiano concreto. Este punto de corte epidemioldgico va a dividir a la
poblacién bacteriana en dos categorias distintas en los que se diferencia la poblacidn bacteriana
silvestre de la que no lo es.2*® Un microorganismo se define como silvestre cuando no presenta
mecanismos de resistencia adquiridos a un agente en cuestion, y no silvestre o resistente
epidemiolégicamente cuando presenta mecanismos de resistencia adquiridos; sin embargo, la
respuesta clinica al tratamiento antimicrobiano es independiente de la categoria segun el punto

de corte epidemiolégico.?®°

La importancia de los ECOFF radica en la capacidad para detectar la presencia de
genes de resistencia cuando los microrganismos presentan valores de CMI inferiores al punto
de corte clinico. Realmente se trata de un indicador del desarrollo de resistencia gradual que,
aunque en un principio no posea relevancia clinica en si, puede que con el tiempo se llegue a
producir un cambio clinico significativo. Ademas, van a permitir comparar las tasas de resistencia
adquiridas de una especie bacteriana en situaciones en las que se hayan utilizado puntos de
corte clinicos diferentes, ya que éstos pueden diferir en algunos casos entre las diferentes
organizaciones (por ejemplo, CLSI y EUCAST); pero también cuando los puntos de corte clinico
han sido modificados o ni siquiera se han establecido. El estudio de los ECOFF es una pieza clave
a nivel de vigilancia internacional de la resistencia bacteriana. Su relevancia en salud publica, asi
como la necesidad de establecer una definicion y metodologia internacionales para su

determinacion, han sido reconocidas por la OMS y la OIE.?>®

Para poder establecer los ECOFF es necesario valorar la CMI determinada mediante
microdilucién en caldo o un método equivalente segun la normativa ISO de un gran nimero de

aislados, los cuales se obtienen de diferentes estudios llevados a cabo por los propios comités
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de puntos de corte, programas de vigilancia de resistencia a antimicrobianos o de investigadores
individuales. Posteriormente, los aislados se agrupan segun los valores de CMI obteniéndose
una curva de distribucion. El ECOFF serd el valor de CMI en el que se distribuye el 99% de la
poblacién bacteriana salvaje. Desde un punto de vista microbioldgico se consideran poblacién
resistente (no salvaje) a aquellos microorganismos con CMI superiores a este punto de corte,
aunque se consideren como sensibles segin el punto de corte clinico.?® Esto se debe a que
algunos mecanismos de resistencia no son capaces de incrementar los valores CMI a niveles

relacionados con el fracaso terapéutico.

Al igual que sucede con los puntos de corte clinico, éstos requieren de revisiones
periddicas para considerar las modificaciones pertinentes adaptadas a los ultimos hallazgos
cientificos. Recientemente se han modificado varios ECOFF a varios antimicrobianos entre ellos,
el ECOFF de fosfomicina para E.coli.?®* Tras haber realizado un proceso de depuracion en el que
se han conservado solo aquellos valores de CMI obtenidos mediante el método de referencia de
dilucién en agar, el numero de aislados se ha reducido de un total de 5117 aislados a solo 1772
aislados, con un cambio del ECOFF previamente establecido en 8 mg/L (Figura 9) a4 mg/L (Figura

10). Esta modificacidn se publicé en abril de 2020.
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Figura 9. Distribuciones de CMI a fosfomicina en 5117 aislados E. coli previa a revisién de la base

de datos en abril de 2020. ECOFF: 8 mg/L; microorganismos salvajes <8 mg/L.
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Figura 10. Distribuciones de CMI a fosfomicina en 1772 aislados E. coli posterior a la revision de
la base de datos en abril de 2020. Se incluyen exclusivamente aquellos valores de CMI

determinados mediante dilucidén en agar. ECOFF: 4 mg/L; microorganismos salvajes <4 mg/L.%!

Actualmente solo existen valores establecidos de ECOFF a fosfomicina para las
especies bacterianas de E. coli, P. mirabilis y S. aureus. La distribucién de las CMI a fosfomicina
en el resto de microorganismos no ha permitido establecer un punto de corte que separe a la

poblacién salvaje de la poblacidn que presenta mecanismos de resistencia adquiridos.

Puntos de corte clinicos

Los puntos de corte clinicos intentan distinguir la probabilidad que existe de éxito o
fracaso terapéutico en un paciente con una infeccidon bacteriana concreta. Se basan en calcular
la concentracidn de un antibidtico capaz de predecir la eficacia terapéutica a dosis estandar en
el tratamiento de una infeccidn causada por un microorganismo.?”%2 Como se ha comentado
en el apartado previo, en esta categorizacién clinica, no se tiene en cuenta la presencia de

mecanismos de resistencia de bajo nivel.

Las categorias que se establecen con estos puntos de corte se definen segun
combinaciones microorganismo-agente. Al igual que los puntos epidemioldgicos se someten a
revisiones y actualizaciones periddicas en las que influyen los nuevos hallazgos en

farmacocinética, farmacodinamia y los estudios sobre correlacién clinica.

Hasta finales del afio 2018, EUCAST establecia las siguientes categorias en base a los

puntos de corte clinicos, definiendo como:2%°
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Sensible (S): un microorganismo se define como sensible a un antimicrobiano cuando
el nivel de actividad de dicho agente a una concentraciéon determinada se asocia con

una alta probabilidad de éxito terapéutico.

Intermedio (I): un microorganismo se define como intermedio a un antimicrobiano
cuando el nivel de actividad de dicho agente a una concentraciéon determinada se

asocia con un efecto terapéutico incierto. Esta categoria implica que:

1. Las infecciones producidas por patdgenos con sensibilidad intermedia pueden
ser tratadas con éxito terapéutico en compartimentos del cuerpo humano en los

que se produzca una mayor concentracién fisiolégica del antimicrobiano.

2. Las infecciones producidas por patégenos con sensibilidad intermedia pueden
ser tratadas con éxito terapéutico debido a que el farmaco permita un

incremento de la dosis.

3. Esta categoria se utiliza también como una “zona buffer o reguladora” con
motivo de impedir pequefos, pero dificilmente controlables errores
metodoldgicos, a fin de evitar discrepancias importantes en las interpretaciones

clinicas.

Resistente (R): un microorganismo se define como resistente a un antimicrobiano
cuando el nivel de actividad de dicho agente a una concentraciéon determinada se

asocia con una alta probabilidad de fracaso terapéutico.

Sin embargo, a principios del 2019, EUCAST cambia estas definiciones, aunque
persisten las mismas abreviaturas, con motivo de reflejar la importancia de la dosificacién y la
exposicion al antibidtico en el foco de infeccidn.?®® Estas categorias se establecen en base al
grado de exposicion del microorganismo al antimicrobiano en el lugar de infeccién, lo cual va a
depender de diversos factores como: el modo de administracion, la dosis, el intervalo de
dosificacidn, el tiempo de infusidn; asi como de la distribucion, el metabolismo y la excrecién

del farmaco. Estas categorias se definen como:

Sensible a dosis estandar (S): un microorganismo se clasifica en esta categoria cuando

existe una alta probabilidad de éxito terapéutico usando un régimen de dosificacion

estandar del agente antimicrobiano.

Sensible bajo exposicién aumentada al antimicrobiano (I): un microorganismo se

clasifica en esta categoria cuando existe alta probabilidad de éxito terapéutico

debido a un aumento de la exposicidn al agente antimicrobiano debido a ajustes en
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la dosificacidén o a la concentracion del agente en el foco de infeccidon por motivos
fisioldgicos.
Resistente (R): un microorganismo se clasifica como resistente cuando existe una alta

probabilidad de fracaso terapéutico incluso en situacidn de exposicion aumentada al

antimicrobiano.

Puntos de corte farmacocinéticos/farmacodinamicos (FC/FD)

Es importante tener en cuenta que la eficacia de un agente antimicrobiano depende
de la relacion entre la CMI para el microorganismo y la exposicidn del microorganismo al agente
en el paciente. El resultado clinico depende de la relacién triangular entre la CMI, la exposicion
y la eficacia. A su vez, la exposicidon del microorganismo al agente en el paciente depende de la

dosis y de las propiedades farmacocinéticas del farmaco.

La relacidon cuantitativa entre un pardmetro farmacocinético y un parametro
microbiolégico, como es el valor de la CMI, se conoce como el indice FC/FD. Los tres principales
indices FC/FD asociados con el efecto de los antibidticos son: el porcentaje del intervalo de
dosificacidn en el que la concentracion del farmaco permanece por encima de la CMI (%T>CMI);
la concentracion maxima dividida por la CMI (Cmax/CMI) y el area bajo la curva de tiempo-

concentracion en un periodo de 24 horas dividida por la CMI (AUC4/CMI).

Los puntos de corte FC/FD dependen del régimen de dosificacién del farmaco vy, por
lo tanto, se pueden obtener diferentes puntos de corte para un mismo farmaco. Se utilizan dos
métodos diferentes para estimar estos puntos de corte. En primer lugar, puede estimarse como
el valor mas elevado de CMI para el que existe una probabilidad superior al 90% de alcanzar el
objetivo terapéutico (PTA, probability of target attainment [PTA > 90%]) (Figura 11.A) y el
segundo método es mediante la representacion grafica del indice FC/FD en funciéon de la CMI

(Figura 11.B). %
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Figura 11. Pardmetros FC/FD para estimacién de los puntos de corte de resistencia de los
antimicrobianos. A) Probabilidad de alcanzar el objetivo terapéutico superior al 90%
(PTA/probability of target attainment >90%): valor mas alto de CMI para el que existe una
probabilidad superior al 90% de alcanzar el objetivo terapéutico. B) Variacion del indice FC/FD

en funcién de la CMI.2%¢

En el primer caso, para poder calcular el valor de PTA se realiza mediante
simulaciones de Montecarlo. Este método tiene en cuenta la variabilidad de los pardmetros FC
y FD de forma individual, donde cada grupo de parametros se describe como una distribucién
de valores para los cuales se asocia una probabilidad de inhibir al microorganismo implicado. De
forma estocastica se puede estimar la proporcion de una poblacién determinada de personas

en la que se podra alcanzar el objetivo farmacodindmico requerido para una CMI determinada.

Existen numerosos estudios que analizan la correlacidn existente entre los puntos de
corte FC/FD y los puntos de corte clinicos de los comités internacionales CLSI y EUCAST,
encontrandose discrepancias en algunos casos. Las consecuencias de estas discrepancias tienen
un efecto directo en la clinica, ya que, si los puntos de corte FC/FD son superiores a los puntos
de corte clinico, puede provocar la sobredosificacion y el consecuente incremento en la
probabilidad de producir toxicidad en el paciente, o incluso puede inducir a desestimar el
farmaco como opcién terapéutica cuando realmente seria efectivo. Por otro lado, cuando los

puntos de corte FC/FD son inferiores a los clinicos, se estara considerando al microorganismo
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como sensible al antimicrobiano cuando segun los parametros de FC/FD, éste no va a ser
efectivo. Por lo tanto, existe una necesidad de aplicar los parametros FC/FD en el estudio de los

puntos de corte clinico.?6>25¢

En el caso de la fosfomicina, el indice FC/FD que se relaciona con el PTA>90% en
enterobacterias son: el %T>CMI superior al 70% y el AUC,4/CMI superior a 23. Estudios que han
realizado analisis FC/FD junto con simulaciones de Montecarlo, como el trabajo de Rodriguez-
Gascon y colaboradores, intentan predecir el éxito terapéutico de este antibidtico y su relacion
con los puntos de corte actuales. En este trabajo estudian diferentes dosificaciones de
fosfomicina en una poblacién de pacientes criticos con funcién renal conservada, frente a
enterobacterias y P. aeruginosa, utilizando como objetivo farmacodindmico el %T>CMI superior
al 70% para todas las especies bacterianas, y AUC,/CMI superior a 24 y 15 para producir un
efecto bacteriostatico en enterobacterias y P. aeruginosa, respectivamente. En este estudio
observaron que en el tratamiento de enterobacterias con dosis inferiores a 4g/8h (en infusion
de 30 min) se alcanzaba un PTA >90% a una CMI < 32 mg/L (punto de corte de EUCAST); sin
embargo, con una CMI de 64 mg/L (punto de corte de CLSI) se lograba este PTA utilizando dosis
de fosfomicina mas elevadas de 6g/6h o 8g/8h (en infusidn de 30 min). Ninguna de estas dosis
logré alcanzar una PAT>90% para ninguno de los objetivos FC/FD marcados en el tratamiento
de P. aeruginosa con una CMI de 256-512 mg/L.?%” En otro trabajo de Merino-Bohdrquez
analizaron los regimenes éptimos de dosificacidn en base a los objetivos FC/FD y se evalué la
idoneidad de los puntos de corte de sensibilidad a E. coli segun CLSI y EUCAST. Se evalud el PTA
en un rango de CMI entre 0,125 mg/L y 1024 mg/L para alcanzar los indices farmacodinamicos
en E. coli de AUC,4/CMI de 19,3 (efecto bacteriostatico), fAUC/CMI de 87,5 (disminucidn de la
carga bacteriana de 1 log) y fAUC,4/CMI de 3136 (supresidn de resistencia). Se alcanzd un
PTA>90% para un efecto bacteriostatico a dosis de 4g/6h y 8g/8h para una CMI de 128 mg/L; sin
embargo, cuando se evalud como objetivo la disminucién de 1 log de la carga bacteriana,
observaron que frente a una CMI de 32 mg/L el PTA disminuia a 89,3% y 96,1% a dosis de 4g/6h
y 8g/8h, respectivamente, aunque para el punto de corte de CLSI (64 mg/L), el PTA disminuia
hasta un 33% y un 54% para sendas dosis. Para conseguir la supresién de las subpoblaciones
resistentes, el PTA de 83,2% y 93,4% a dosis de 4g/6h y 8g/8h, respectivamente, se alcanzé con
valores de CMI < 1mg/L, valor que se encuentra muy por debajo de los puntos de corte tanto de

CLSI como EUCAST.?%¢

Comités internacionales: EUCAST y CLSI
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Existen diferentes organizaciones y comités encargados de establecer los puntos de
corte clinico a los antimicrobianos, asi como de la estandarizacion de técnicas y metodologia
para el estudio de sensibilidad. Existen muchos otros organismos a nivel nacional como por
ejemplo el Comité Espafiol del Antibiograma (COESANT) en Espafia, Société Francgaise
Microbiologie (SFM) en Francia o Deutsches Institut fiir Normung (DIN) en Alemania. Sin
embargo, éstos han quedado en un segundo plano, ya que, en los ultimos afios, la mayoria de
los paises se han decantado por adoptar las normas de los dos principales comités, EUCAST y
CLSI, siendo actualmente los mas relevantes a nivel mundial. Este hecho ha logrado una
metodologia e interpretacion de los resultados mas homogénea y uniforme entre los diferentes
laboratorios, favoreciendo la vigilancia, comunicacidn y andlisis de datos de resistencias a nivel

global.

EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

En Europa durante muchos afios no existia un comité que unificara la normativa
acerca de puntos de corte de sensibilidad y metodologia de estudio del antibiograma a nivel
continental, por lo que los diferentes paises seguian la normativa de los propios comités
nacionales, y aquellos que no tenian organizaciones propias, seguian los puntos de corte de CLSI.
Esta falta de consenso entre las normas de los diferentes comités daba lugar a confusion e
imposibilitaba la comparacidn de los resultados entre los diferentes paises de la comunidad
europea. Sin embargo, en el afio 1997, con el principal objetivo de lograr la armonizacién de los
puntos de corte clinicos en todos los paises europeos, la European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) junto a varias agencias nacionales de Europa y
ECDC se unieron para formar EUCAST.?®8 A principios de los afios 2000, EUCAST sufrié una
reorganizacidon para dar un mayor protagonismo a los comités nacionales y establecer relaciones
mas directas con motivo de consensuar y estandarizar criterios. Se formé un comité general con
representantes de todos los paises europeos, asi como de la industria farmacéutica y de
fabricantes de sistemas para estudio de sensibilidad. Finalmente, de forma progresiva, entre los
afios 2002 y 2010, los diferentes paises fueron adoptando los puntos de corte de EUCAST,
consiguiendo su completa distribucion en todos los paises del continente en el afio 2010.%%° A
partir de entonces, el nimero de laboratorios clinicos que han adoptado la normativa EUCAST
ha ido en aumento. En la actualidad, no solo se emplean las guias de EUCAST en un gran nimero
de laboratorios de paises europeos, sino que incluso se ha extendido a otros continentes en

paises como Australia, Nueva Zelanda y Marruecos, entre otros (Figura 12).2°
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Figura 12. Mapa con representacion del porcentaje de laboratorios que se rigen bajo la

normativa de EUCAST. Mayo de 2019.27°

EUCAST se compone actualmente por una red de expertos encargados de establecer
los puntos de corte y la normativa metodolédgica para el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos, promoviendo la educacidn y capacitacidon de expertos este campo. Analiza y
revisa los puntos de corte clinico y los ECOFF para vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos en estrecha colaboracion con la EMA y el ECDC. Adicionalmente, asesorar al
ECDCy a otros organismos sanitarios de la Unidn Europea sobre cuestiones relacionadas con el
estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y deteccién de determinantes de resistencia con
relevancia para la salud publica. En definitiva, esta organizacién trabaja para lograr un consenso
a nivel internacional en los puntos de corte clinicos de los antimicrobianos y en las técnicas de

estudio de sensibilidad.?”*

Esta organizacién pone toda su informacidn, la cual se encuentra en continua revision

y actualizacién de sus datos, de manera gratuita a través de su pagina web (www.eucast.org).

CLSI (Clinical and Laboratory of Standards Institute)

CLSI es una organizacidn sin animo de lucro que redne a la comunidad mundial de
laboratorios por la causa comun de fomentar la excelencia en el laboratorio clinico mediante el
desarrollo de normas para las pruebas clinicas de laboratorio. Para ello se basa en distintas

aportaciones consensuadas entre la industria, el gobierno y los profesionales de la salud. A

59



INTRODUCCION

finales de la década de los 60, varios médicos y cientificos representantes de diferentes
organizaciones desarrollaron un documento consenso formal para la normalizacién de las
intervenciones clinicas y fundaron NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards). Esta organizacion pudo documentar y avanzar en diversos procedimientos
novedosos en el campo del laboratorio clinico publicando en 1986 su primera edicién de M100-
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. En 2005, NCCLS cambid su
nombre por el de CLSI. A diferencia de EUCAST, el acceso a sus protocolos no es totalmente

gratuito, y algunos se pueden obtener a través de su pagina web (www.clsi.org).

Puntos de corte para fosfomicina de EUCAST y CLSI

Segln CLSI y EUCAST, la dilucidn en agar suplementada con G6P a una concentraciéon
de 25 mg/L es el método de referencia para estudio de sensibilidad a fosfomicina y ambos
recomiendan la adicién de 50 pg de G6P en el estudio de sensibilidad con disco-difusién de 200
ug de fosfomicina. Sin embargo, difieren en la aplicacion e interpretaciéon de los puntos de corte
de sensibilidad para este antimicrobiano frente a Enterobacterales. EUCAST establece que el
estudio de sensibilidad a fosfomicina por el método de disco difusion y/o técnicas que aporten
valores de CMI es aplicable a la especie bacteriana de E. coli, mientras que al resto de
Enterobacterales solo podrdn aplicarse los puntos de corte segiin CMI. Sin embargo, los puntos
de corte de sensibilidad a fosfomicina, tanto obtenidos por disco-difusién como por CMI, seguin

los criterios de CLSI, se aplican exclusivamente a E. coli de origen urinario.

Respecto a las discrepancias en los puntos de corte de sensibilidad clinica para
Enterobacterales, EUCAST establece como sensible aquellos valores de CMI <8 mg/L y como
resistente si >8 mg/L para el uso oral de fosfomicina en el tratamiento de la infeccion urinario
no complicada causada por E. coli; sin embargo, establece como sensible aquellos valores de
CMI €32 mg/Ly como resistente si es >32 mg/L para el uso intravenoso de fosfomicina. Por otro
lado, CLSI utiliza las categorias de sensible sila CMI es <64 mg/L, de intermedio si es de 128 mg/L
y resistente cuando es =256 mg/L. Del mismo modo, los puntos de corte para las técnicas de
disco-difusion difieren entre los comités. Segun CLSI, se consideran sensibles aquellos halos de
inhibicion 216 mm, intermedios si se encuentra entre 13-15 mm vy resistentes cuando son <12.
Para EUCAST se consideran sensibles aquellos aislados con un halo de inhibicion 224 mm.
EUCAST diferencia entre los puntos de corte aplicados para la formulacidon de fosfomicina
intravenosa de los aplicados a fosfomicina oral para el tratamiento exclusivo en infecciones de

orina no complicada.?*”2%5
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Desde el afio 2017, EUCAST publica en sus protocolos sobre los puntos de corte
clinico un apartado dedicado en exclusiva a la interpretacién de los halos de inhibicion en el

estudio de disco-difusidon de fosfomicina (Figura 13).

a-c) Ignore todas las colonias y lea el borde de la zona exterior.

d) Registrar como zona de no inhibicién

Figura 13. Ejemplos para realizar una correcta lectura e interpretacidn de las zonas de inhibicién

para E. coli con discos de fosfomicina segiin EUCAST.>>

Estas colonias que aparecen en el interior de los halos de inhibicion pueden
considerarse como subpoblaciones bacterianas con sensibilidad reducida respecto al resto de la
poblacién bacteriana, originando un fenotipo de heterorresistencia. El documento no realiza

referencias acerca de la posible implicacién o relevancia de este fendmeno en la clinica.

CLSI carece de este apartado para interpretar la lectura de los halos de inhibicién
ante un fenotipo heterorresistente en el estudio de sensibilidad a fosfomicina, y simplemente,
de forma general, establece que ante la presencia heterorresistencia bacteriana a un
antimicrobiano, “puede” que el estudio con técnicas moleculares sea mas apropiado que el

estudio de sensibilidad fenotipico.

5. Amikacina

5.1. Historia

Los aminoglucdsidos son un grupo de antibidticos que se utilizan para el tratamiento
de una gran diversidad de infecciones bacterianas, aunque su uso se contempla en algunos
estudios incluso como tratamiento para otro tipo de sindromes no infecciosos o como agentes
con utilidad potencial como inhibidores de la replicacién de algunos virus, como el VIH (Virus de
la inmunodeficiencia humana).?’%%73

En 1944 se descubrid el primer aminoglucdsido, la estreptomicina, al que de forma

sucesiva le siguié el descubrimiento de otros antibidticos de este mismo grupo como la
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neomicina, la kanamicina, la gentamicina y la tobramicina. Estos aminoglucdsidos naturales
derivan de bacterias del suelo pertenecientes a los géneros Micromonospora spp (gentamicina)
o Streptomyces spp (estreptomicina, neomicina, kanamicina y tobramicina).?’# La amikacina, sin
embargo, se trata de un aminoglucdsido semisintético que deriva de la kanamicina cuyo
descubrimiento data del afio 1972.27> Los aminoglucdsidos semisintéticos surgen con el fin de
superar las resistencias que emergieron a los aminoglucésidos naturales, debidas
principalmente a la accién de enzimas modificadoras de los antimicrobianos. Para superar esta
barrera, se han incorporado diferentes grupos quimicos a las moléculas de sintesis natural que
no laceran la actividad antibiética del farmaco. A pesar de ello, a lo largo de los afios, han surgido
enzimas capaces de inactivar a la amikacina, las cuales participan en el aumento de la
multirresistencia bacteriana, y hacen a este antimicrobiano menos efectivo.?’® A finales de los
afios 80, principios de los 90, se fueron introduciendo sucesivamente nuevas moléculas
semisintéticas en este grupo de antimicrobianos para vencer el problema de la resistencia; sin
embargo, los avances mas novedosos han tenido lugar con el desarrollo de los neoglucdsidos o
aminoglucésidos de nueva generacién, como la plazomicina. Este nuevo agente semisintético
de uso parenteral fue aprobado en 2018 por la FDA para el tratamiento de las infecciones del
tracto urinario complicadas, el cual fue especificamente disefiado para evadir el efecto de las

enzimas que mas frecuentemente causan resistencia a los aminoglucésidos.?”’

5.2. Caracteristicas moleculares

La estructura quimica de los aminoglucdsidos se basa en aminoazucares unidos por
enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico hexagonal con grupos amino que se denomina
aminociclitol.

Los aminoglucésidos tienen un tamafio molecular que oscila entre 445 y 600 daltons.
Su estructura molecular no se ve modificada por la congelacion o por el calentamiento, ya que
sea visto que permanecen estables incluso tras 4 horas a una temperatura de 100° C. Ademas,
pueden soportar variaciones del pH en un rango de 3 a 12 durante varias horas sin verse
modificados.

Los aminoglucdsidos a pH fisiolégico (pH: 7,35-7,45) son catidnicos, teniendo una
carga positiva muy alta que contribuye tanto a la actividad antimicrobiana como a la propia
toxicidad del farmaco, ya que les permite unirse a la molécula de ARN, a los lipopolisacaridos de
la pared celulary a los fosfolipidos de la membrana celular, asi como a otras moléculas anidnicas.
Su actividad antibacteriana aumenta en medios con pH alcalino y se reduce en medios con un
pH 4cido.?”® Por lo tanto, la actividad de estos compuestos se va a ver limitada en un medio con

cationes, es decir, en presencia de necrosis tisular con detritos organicos (abscesos, secreciones
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bronquiales, etc.). Ademas, se ha comprobado que los aminoglucdsidos catidnicos interactuan
guimicamente con los antibidticos betalactamicos produciendo la apertura del anillo
betalactdmico y la acilacidn de un grupo amino del aminoglucésido dando lugar a la inactivacion
de ambos compuestos. Este efecto se observa sobre todo in vitro, ya que la reaccidén requiere
tiempo, por lo que la relevancia clinica es limitada. De forma general, este fendmeno hace que
las penicilinas y los aminoglucésidos no deban mezclarse en la misma solucién previo a la
infusion. Ademas, se ha observado una reduccion del 10% al 20% en la concentracion sérica de
aminoglucésidos en pacientes con insuficiencia renal a los que se les administra de manera
simultanea un aminoglucdsido y un betalactamico en comparacion con los niveles observados
cuando se administra cada medicamento por separado.?’®

Amikacina (C2Ha3NsOi3) se trata de un derivado semisintético de la kanamicina A
obtenido mediante la adicidn de acido 2-hidroxi-4-aminobutirico al grupo amino en la posicidn
1 del aminociclitol 2-deoxiestreptamina. Tiene un peso molecular de 585,6 Da, es hidrosoluble
y su unidn a las proteinas del suero es inferior al 11%.%8° Su farmacocinética es similar a la de la
gentamicina y la tobramicina, lograndose un pico maximo de concentracion sérica a los 30-60
min después de la administracién intravenosa y produciéndose el efecto antibacteriano dptimo

se producen cuando la concentracién maxima en suero es de 8 a 10 veces superior a la CMI.28!

5.3. Mecanismo de accion

La diana principal de los aminoglucésidos es la subunidad pequefia del ribosoma
bacteriano (30S). EI ARN ribosémico (ARNr) 16S forma parte de la subunidad 30S y contiene
diversas funciones, entre las cuales, estabiliza el correcto apareamiento coddn-anticoddn en la
region A, a través de la formacion de un puente de hidrégeno entre el a&tomo N1 de los residuos
1492 y 1493 de adenina y el grupo 2'0OH de la cadena del ARN mensajero. Los aminoglucdsidos
se unen con gran avidez al ARNr 16S en la regidn A o region de aceptacién y reconocimiento del
ARN de transferencia (ARNt), dando lugar a la inhibicién del proceso de traduccién causando
una lectura errénea y/u obstaculizando el paso de la translocacién.?® Tanto las interacciones
electrostaticas entre grupos de aminodacidos cargados positivamente y los grupos fosfato del
ARN cargados negativamente, como los enlaces de hidrégeno entre mdultiples grupos de
aminodcidos e hidroxilos de ambas moléculas, contribuyen a la produccién de un complejo
estrechamente ligado que desestabiliza e inhibe el proceso de traduccién.

Los anillos de desoxiestreptamina, conservados entre la mayoria de los
aminoglucésidos, son esenciales para unirse al sitio de decodificacion ribosomal o regidn A. La
unién de los aminoglucdsidos induce un cambio conformacional en tres residuos de adenina que

reduce la fidelidad de la traduccién y translocacién normal del ARN mensajero (ARNm) dando
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lugar a la acumulacién de proteinas truncadas o no funcionales en la bacteria. Estos
antimicrobianos tienen una menor afinidad por los ribosomas de origen humano debido a las
diferencias en la secuencia de nucledtidos de éstos respecto al ribosoma bacteriano. En los
ribosomas eucariotas, la adenosina se sustituye por una guanosina dentro del sitio A,
produciendo una reduccidn en la unién de éstos. Los nucledtidos de doble adenosina en los
ribosomas procariéticos crean una protuberancia interna y una ranura mayor que permite el
acceso al sitio de unidn ribosomal de los aminoglucdsidos. La avidez de la unidn varia con el tipo
de aminoglucdsido, dependiendo del nimero de grupos de amino y su estado de protonacién.?’®
Estudios cristalograficos han demostrad que la amikacina se une al sitio A del ARN 16S de
manera a la kanamicina A, sin embargo, existen interacciones especificas entre el grupo 2-
hidroxi-4-aminobutirico de la amikacina y el ARN en C1404-G1497 y G1405-G1496.%8%284
También se ha demostrado que los aminoglucésidos causan otras alteraciones en las células
bacterianas cuando estan presentes en concentraciones subinhibitorias, pudiendo dar lugar a
modificaciones en las tasas de transcripcion. También se ha visto que la amikacina a bajas
concentraciones conduce a la inhibicion de la divisién celular.?®®

Para poder actuar sobre la diana intracelular, los aminoglucdsidos deben penetrar
previamente en la bacteria. La permeabilidad de estas moléculas estd potenciada en las
bacterias aerobias que utilizan transportadores de electrones unidos a la membrana.
Inicialmente se produce una unidn electrostatica del aminoglucésido a la superficie celular
seguida de dos fases que necesitan consumo de energia. En las bacterias Gram negativas, los
aminoglucésidos catidnicos se unen a los residuos cargados negativamente de los
lipopolisacdridos, a los extremos polares de los fosfolipidos y a las proteinas anidnicas de la
membrana exterior.?’8

Al desplazar competitivamente los puentes de iones de magnesio (Mg?) e iones de
calcio (Ca?*) que normalmente unen las moléculas de polisacaridos entre si en la pared celular,
los aminoglucdsidos dan lugar a una reorganizaciéon de los lipopolisacdridos, formando
soluciones de continuidad de la pared celular de forma transitoria, alterando la permeabilidad
de la membrana bacteriana. Después de la unidn inicial, los aminoglucdsidos son transportados
a través de la membrana citoplasmatica bacteriana por dos fases dependientes de energia. Una
fase lenta dependiente que transporta la droga al citosol y una posterior fase rdpida en la que
se une al ribosoma bacteriano, coincidiendo la muerte celular bacteriana en la transicion de una
fase a la otra. La mayoria de las células bacterianas manifiestan lesiones letales tras haberse
completado solo el 25% de la segunda fase. A mayor concentracién externa de aminoglucésidos,
el agente alcanzara mas rdpidamente la concentracién intracelular necesaria para pasar de la

primera a la segunda fase y producir asi la muerte celular.?’®
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Realmente, aln hoy en dia, se desconocen los mecanismos exactos de la actividad
bactericida de los aminoglucésidos. La unidn de estos agentes a los ribosomas es un fendémeno
reversible, lo que suele producir un efecto bacteriostatico, como es el caso de otros
antimicrobianos inhibidores de la sintesis proteica. Esto sugiere la existencia de mecanismos
adicionales no identificados en la actividad bactericida de los aminoglucdsidos. Producto de la
acumulacién de grandes concentraciones de aminoglucésidos en el interior de las células
bacterianas, se producen una serie de efectos en la bacteria, como la produccién de proteinas
andémalas o la pérdida de la integridad de la membrana celular, ademas de la inhibicién de la

replicacién del ADN y la estimulacién de la formacién de radicales hidroxilo.?®

5.4. Efectos secundarios

El uso de estos antimicrobianos no esta exento de efectos secundarios. Los
principales riesgos de toxicidad son: ototoxicidad, nefrotoxicidad y bloqueo de la transmision
neuromuscular, aunque este Ultimo es mas infrecuente.?®”-2% E| indice terapéutico de los
aminoglucésidos es estrecho con respecto a la ototoxicidad y la nefrotoxicidad que producen,
siendo dosis-limitante.

El efecto téxico de estos farmacos en el oido puede dafiar tanto a nivel coclear como
vestibular. La cocleotoxicidad puede manifestarse como tinnitus y/o pérdida de audicion
neurosensorial, pudiendo dar lugar a pérdida de audiciéon completa, la cual se produce como
resultado del dafio causado a las células ciliadas sensoriales del oido interno, en particular, las
células ciliadas basales externas de alta frecuencia. La vestibulotoxicidad puede presentarse con
vértigo, nduseas, nistagmo y ataxia. No todos los aminoglucésidos presentan los mismos efectos.
La neomicina se considera el aminoglucdsido mds ototdxico, seguido de la gentamicina, la
kanamicina y la tobramicina. La estreptomicina y la gentamicina son principalmente
vestibulotdxicos, mientras que la amikacina, la neomicina y la kanamicina son preferentemente
cocleotdxicos. Los tratamientos con dosis elevadas, las altas concentraciones plasmaticas, las
dosis repetidas con mayor frecuencia y los largos periodos de tratamiento se asocian a un mayor
riesgo de ototoxicidad de estos farmacos. La disfuncion renal, la edad avanzada, la exposicidn al
ruido, déficits auditivos preexistentes y la administracién conjunta con otros medicamentos
ototdxicos o nefrotdxicos son también factores que aumentan el riesgo de ototoxicidad inducida
por los aminoglucdsidos.?®” Se han intentado buscar diferentes estrategias en los esfuerzos por
limitar los efectos ototdxicos de los aminoglucésidos, como agentes depuradores de radicales
libres, asi como quelantes de hierro, salicilato, N-acetilcisteina o la d-tubocurarina y la

berbamina como posibles agentes otoprotectores.?®

65



INTRODUCCION

Los aminoglucdsidos ejercen sus efectos nefrotdxicos a través de 3 mecanismos
generales: toxicidad tubular renal, reduccién de la filtracidon glomerular y reduccién del flujo
sanguineo renal. La toxicidad tubular renal es el mecanismo principal por el cual los
aminoglucésidos causan su efecto nefrotdxico. Estos agentes sufren endocitosis en el tubulo
proximal de la nefrona, acumuldndose en los lisosomas, el cuerpo de Golgi y el reticulo
endoplasmatico. Alcanzado un umbral de concentracion en el lisosoma, los aminoglucdsidos
pasan al citoplasma y actian sobre las mitocondrias induciendo la apoptosis y la muerte celular.
Ademas, por otro lado, inhiben una serie de proteinas transportadoras del tubulo proximal,
afectando a la reabsorcién tubular y comprometiendo la viabilidad celular. Mediante distintos
mecanismos (secrecién del factor activador de plaquetas, la activacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, la estimulacién en la produccidn de sustancias vasoconstrictoras y el
aumento del estrés oxidativo) los aminoglucdsidos provocan aumentos de los niveles de calcio
intracelular, produciendo contraccion del mesangio glomerular renal, provocando una
disminucién en la tasa de filtracidon glomerular. En definitiva, mediante este Ultimo mecanismo,
la nefrotoxicidad se produce por una reduccion del flujo sanguineo renal secundaria al aumento
de la resistencia vascular en el lecho vascular renal.?® El dafio tubular es reversible, y se ha visto
en algunos pacientes que a pesar de continuar con el tratamiento con aminoglucdsidos son
capaces de recuperar la funcién renal. Los factores de riesgo para que se produzca toxicidad
renal en un paciente en tratamiento con aminoglucésidos se encuentran en relacién con
caracteristicas del propio paciente, la administracién de ciertos farmacos de forma
concomitante o simplemente en relacidbn con caracteristicas del tratamiento con
aminoglucésidos en si. Entre los factores de riesgo derivados del paciente se ha visto relacion
con un mayor riesgo de nefrotoxicidad en pacientes que presentan: edad avanzada y fallo renal
o hepético preexistente.?®! La relacién del sexo masculino o femenino con un mayor riesgo de
nefrotoxicidad no estd del todo clara y difiere entre los estudios.?®*2%3 Se ha visto también una
mayor tendencia en aquellos pacientes que sufren de sepsis o shock séptico ya que son en si
mas proclives a sufrir insuficiencia renal. No esta del todo claro la influencia que ejercen los
aminoglucésidos per se, ya que la propia infeccidon puede inducir hipotensién, coagulopatia de
consumo y dafio endotelial por citoquinas, entre otros factores, que dan lugar a una disminucién
del filtrado glomerular. Se ha visto que en el inicio del tratamiento con antibiéticos se produce
la liberacidon de endotoxinas, consecuencia de la liberaciéon de los componentes de la pared
celular bacteriana, que pueden agravar la situacién clinica en el paciente con sepsis o shock
séptico; sin embargo, los aminoglucésidos son del grupo de antimicrobianos que se ha visto que

induce una menor liberacién de endotoxinas.?®* La mayoria de los estudios sugieren un mayor
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riesgo de disminucién de la tasa de filtracién glomerular cuando se administran otros farmacos

nefrotéxicos de forma concomitantemente con los aminoglucdsidos.?®

5.5. Espectro de accion y epidemiologia de la resistencia

Los aminoglucdsidos presentan actividad frente a bacterias Gram negativas y Gram
positivas. Son especialmente efectivos frente a las enterobacterias, incluyendo al agente causal
de la peste, Yersinia pestis; asi como frente a bacilos Gram negativos no fermentadores o frente
a Francisella tularensis.?*>**® Sin embargo, no presentan actividad in vitro frente a algunos

297 o Burkholderia spp.*®® Con

bacilos Gram negativos como Stenotrophomonas maltophilia
respecto a su actividad frente a bacterias Gram positivas, son activos frente a diferentes especies
de estafilococos, tanto coagulasa negativos como frente a S. aureus; sin embargo, todas las
especies de estreptococos son resistentes a este grupo de antimicrobianos. Su actividad frente
a los enterococos es eficaz solo cuando se utilizan en combinacién con un antibiético que actua
frente a la pared celular bacteriana, como son los betalactdmicos o la vancomicina.?®® Debido a
gue los aminoglucésidos requieren de un metabolismo de tipo aerobio para ejercer un efecto
antibacteriano, todas las bacterias anaerobias son intrinsecamente resistentes a estos
antimicrobianos.3® Ademas, también son activos frente a las micobacterias, variando su efecto
entre las diferentes especies.30132

Los aminoglucésidos presentan actividad in vitro frente a Haemophilus spp vy
Legionella spp; sin embargo, no se utilizan para el tratamiento de las infecciones por estos
microorganismos. La Legionella spp es un patégeno intracelular, y debido a la baja concentracion
que alcanzan los aminoglucésidos en el compartimiento lisosémico, su actividad antimicrobiana
intracelular se ve obstaculizada. Sin embargo, su uso es efectivo en el tratamiento de otras
infecciones intracelulares, como la brucelosis, formas crdnicas de bartonelosis, asi como en la
tuberculosis, la tularemia y la yersiniosis.3%

Por otro lado, se ha observado que la actividad de estos antimicrobianos se ve
mermada en la orina, lo que se piensa que es debido al pH bajo en orina y una alta osmolalidad
causada por las altas concentraciones de sal y glucosa, asi como a la presencia de betainas
presentes normalmente en la orina.3%

La actividad bactericida de los aminoglucdsidos es concentracidn-dependiente, es
decir, su efecto se incrementa al aumentar las concentraciones del antibidético. Ademas, estos
antimicrobianos presentan lo que se conoce como efecto postantibiético, lo cual se define como

la supresion del crecimiento bacteriano posterior a la exposicidon a un antibiético in vitro; es

decir, el antimicrobiano continda suprimiendo a las bacterias incluso después de que se haya
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eliminado el aminoglucdsido tras una breve incubacién con el microorganismo. Este efecto
también se ha observado en modelos in vivo.3® La actividad bactericida de estos farmacos
dependiente de la concentracidon, asi como el efecto postantibidtico y su toxicidad son las
principales razones para que su administracion en una Unica dosis diaria sea apropiada en
pacientes que presentan funcidn renal normal.3%

Otra importante caracteristica de los aminoglucdsidos es su capacidad de producir
una actividad bactericida sinérgica en combinacion con agentes antimicrobianos que inhiben la
biosintesis de la pared celular, como los betalactdmicos o la vancomicina. El sinergismo se
presume como resultado de una mayor captacion intracelular del aminoglucdsido causada por
el aumento de la permeabilidad de las bacterias tras el efecto de los inhibidores de la sintesis de
la pared celular.3” El efecto sinérgico entre los aminoglucdsidos y los antibidticos

308 sin embargo, este efecto estd menos

betalactamicos se conoce desde hace décadas;
constatado junto con otros antimicrobianos. A su vez, se ha descrito un efecto antagdnico entre
los aminoglucdsidos y los betalactamicos vinculado a la induccidn de un enzima modificador de
los aminoglucdsidos presente en microorganismos Gram positivos.3%®

En concreto, la amikacina se ha utilizado para tratar con éxito infecciones resistentes
a otros aminoglucdsidos, ademds de utilizarse tanto sola como en combinacidn para tratar una

310 3sf como por

variedad de infecciones graves causadas por bacterias Gram negativas aerobias,
micobacterias y Nocardia.3!! Tras su introduccién a finales de los 70, empezaron a aparecer
cepas resistentes en diferentes zonas geograficas; sin embargo, sigue siendo el aminoglucdsido
mas activo frente a las enterobacterias junto con la plazomicina, incluso frente a enterobacterias
productoras de carbapenemasas.?’®%”” En un estudio realizado en Estados Unidos en 50 aislados
clinicos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, de las cuales el 80% y el 10% eran
productoras de carbapenemasas de tipo KPC-2 y KPC-3, respectivamente, se detectaron enzimas
modificadoras de aminoglucdsidos hasta en un 98 % de los aislados, siendo resistentes a
amikacina solo el 16%, mientras que el 40% y el 98% fueron resistentes a gentamicina y
tobramicina, respectivamente.3!? En otro estudio canadiense en el que se evalud la actividad in
vitro de distintos aminoglucésidos frente a una coleccién de 5.015 aislados clinicos se
observaron valores de sensibilidad a amikacina entre los aislados de E. coli (n=84) y K.
pneumoniae (n=15) productores de BLEE de hasta un 96,4% y un 93,3%, respectivamente, asi
como un porcentaje de sensibilidad superior al 80% en los aislados de SARM (n=266). Ademas,
estos autores encuentran que la actividad de amikacina y plazomicina frente a los aislados de P.
geruginosa multirresistente (n=64) fue muy parecida, con CMlsg de 4 mg/L y 8 mg/L,

respectivamente.3?
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5.6. Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana a los aminoglucdsidos se puede producir por cuatro
mecanismos diferentes: A) modificacion enzimatica e inactivacién de los aminoglucdsidos
mediada por acetiltransferasas de aminoglucésidos, nucleotidiltransferasas o
fosfotransferasas,?”® B) bombas de expulsidn, C) disminucién de la permeabilidad del
antimicrobiano; y D) modificaciones de la diana antimicrobiana, de la subunidad ribosémica 30S
(mutaciones a nivel génico o cambios postranscripcionales del ARNr 16S), que interfieren en la

unién de los aminoglucésidos.3'
A) Enzimas modificadoras de aminoglucésidos
A continuacion, se describen los enzimas modificadores de aminoglucdsidos cuyo

espectro de accién en la disminucién de la sensibilidad a amikacina ha sido demostrado.

N-Acetiltransferasas (AAC): se trata de una superfamilia de proteinas que incluye

aproximadamente 10.000 proteinas. Estas catalizan la acetilacién de los grupos -NH2 en la
molécula aceptora utilizando el acetil-coenzima A (acetil-CoA) como sustrato donante. 3%° En
este caso, el sustrato receptor se trata del antimicrobiano aminoglucdsido, el cual puede
acetilarse en diferentes posiciones segun al grupo amino al que afecte. Se determinan asi cuatro
clases diferentes de acetilasas: las que acetilan en la posicion 1 [AAC (1)], en la posicién 3 [AAC
(3)], en la posicion 2’ [AAC (2')], o en la 6’ [AAC (6')].

- AAC (3): se han descrito hasta nueve subclases de este enzima, todas ellas en
Gram negativos. La subclase AAC (3)-X, presente en aislados de actinobacterias,
ademas de catalizar la acetilacion de la kanamicina y la dibekacina en el grupo 3-
N también media la acetilacion del grupo 3"”-N en la arbekacina y la amikacina.
La acetilacién de la amikacina da lugar a la formacion de la 3”-N-acetilamikacina,

la cual carece de practicamente de actividad antibidtica. 316
- AAC (67)-I: esta clase de enzimas son las mas frecuentes en los aislados clinicos
y su mecanismo de accién es la acetilacion en la posicion 6°-N. Estan presentes
tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas incluyéndose a nivel
plasmidico o cromosdmico. Existen dos subclases principales que difieren en su
actividad frente a amikacina y a gentamicina. Mientras que la subclase AAC (6')-
| muestra gran actividad frente a amikacina y a gentamicina Cla y C2, su
actividad es muy limitada frente a la gentamicina C1. Sin embargo, la subclase
AAC (6')-1l produce la acetilacidon de las tres formas de gentamicina sin afectar a

la amikacina.3'’
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Las enzimas AAC (6') pueden existir como proteinas de fusidn presentes en la
region amino terminal o carboxilo de la proteina compuesta. Estos genes de AAC
(6') fusionados se encuentran generalmente dentro de integrones. Se han
encontrado proteinas fusionadas con actividad acetiltransferasa de tipo AAC (6)-
| junto con otra con actividad fosfotransferasa, adeniltransferasa o incluso con
otra acetiltransferasa distinta. La AAC (6)-lb es probablemente Ila
acetiltransferasa mas importante desde el punto de vista clinico, siendo
responsable de la resistencia a amikacina, asi como a otros aminoglucdsidos,
encontrandose en diferentes géneros de bacterias Gram negativas
(Acinetobacter, Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Vibrionaceae).
Algunas de sus variantes muestran un espectro ampliado que incluye la
resistencia a gentamicina o la sensibilidad reducida a las quinolonas. 2’ Suele
encontrarse como un casete de genes en diferentes integrones y se asocia a

genes de resistencia a quinolonas y betalactdmicos.3®

O-Nucleotidiltransferasas (ANT): estos enzimas producen la inactivacion de los antibidticos

aminoglucésidos mediante la transferencia de un grupo AMP procedente del sustrato donante

ATP a un grupo hidroxilo de la molécula de aminoglucésido. Se describen asi cinco clases de ANT

diferentes que catalizan la adenilizacién en las posiciones 6 [ANT (6)], 9 [ANT (9)], 4" [ANT (4")],
2" [ANT (2")], y 3" [ANT (3")], de las cuales ANT (4') incluye dos subclases, | y II.

- ANT (4'): este enzima se ha encontrado en plasmidos de microorganismos Gram

positivos. Existen dos subclases (I y Il), y ambas confieren resistencia a la

tobramicina, la amikacina y la isepamicina. La subclase | confiere ademas

resistencia a la dibekacina.?*®

O-Fosfotransferasas (APH): se trata de enzimas de tipo kinasa; es decir, catalizan la transferencia

de un grupo fosfato a la molécula de aminoglucdsido. Las clases y subclases son APH(4)-,
APH(6)-1, APH(9)-I, APH(3)-I hasta la VII, APH(2")-I hasta la IV, APH(3")-I, APH(7")-1.3%°

- APH (3’): existen distintas subclases de este enzima, pero se han descrito solo dos de
este tipo que afectan a la sensibilidad a amikacina: la APH (3')-llla y la APH (3’)-VIb. La APH (3’)-
Illa, la que confiere resistencia ademds a otros aminoglucésidos como la kanamicina, la
neomicina, la lividomicina, la paromicina, la livostamicina, la butirosina y la isepamicina y se
encuentra ampliamente distribuido entre los microorganismos Gram positivos.3? Por otro lado,

el enzima APH(3')-Vlb se describié en K. pneumoniae y S. marcescens y produce resistencia a
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kanamicina, neomicina, paromicina, ribostamicina, butirosina e isepamicina, ademas de a

amikacina.3?*

B) Bombas de expulsién y C) disminucién de la permeabilidad del antimicrobiano

Se han descrito bombas de expulsién que pueden actuar expulsando del interior
celular a diversos farmacos y produciendo resistencias de bajo nivel y de amplio espectro,
afectando a diferentes antimicrobianos. Este tipo de proteinas transmembrana puede ejercer
su accién también frente a los aminoglucdsidos.3*? Por otro lado, debido a que la penetracion
del antimicrobiano en el interior bacteriano requiere de la respiracion celular, la cual genera un
potencial eléctrico a través de la membrana citoplasmatica, el que se produzca un bajo nivel de
potencial transmembrana o la ausencia del mismo, es responsable de la resistencia intrinseca
de las bacterias anaerobias y de la sensibilidad disminuida en los microorganismos anaerobios
facultativos, como es el caso de los enterococos.3?® También se han descrito mutaciones
cromosémicas en S. aureus que influyen en el potencial eléctrico transmembrana que ademas
reducen la tasa de crecimiento del microorganismo dando lugar a una disminucién de la

sensibilidad a los aminoglucdsidos.3?*

D) Modificaciones de la diana antimicrobiana

Las modificaciones de la diana que producen resistencia a los aminoglucésidos
incluyen los cambios mutacionales en las proteinas ribosomales o ARNr 16S, asi como la
metilacion enzimatica postranscripcional del ARNr. Los cambios mutacionales producen
resistencia sobre todo a estreptomicina;®*® aunque también se ha descrito resistencia
espectinomicina. Sin embargo, las mutaciones dentro de la subunidad ribosémica 30S no
parecen ser un mecanismo comun de resistencia a los aminoglucdsidos entre las bacterias
patdgenas de crecimiento rapido en general.

Es comun observar en bacterias productoras de aminoglucésidos, como
Streptomyces spp y Micromonospora spp, la modificacién postranscripcional del ARNr 168, las
cuales son resistentes a estos metabolitos de forma natural. Estos enzimas producen la
metilacion postranscripcional, concretamente en dos localizaciones especificas del ARNr 16S
como son: la posicidn N-7 del nucledtido G1405 y la posicion N-1 del nucleétido A1408. La
metiltransferasa intrinseca N7-G1405 se encuentra tanto en Streptomyces spp como en
Micromonospora spp, mientras que N1-A1408 solo se ha identificado en Streptomyces spp. Se
han identificado nueve enzimas N7-G1405 (ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG
y RmtH) de tipo adquirido que comparten secuencias aminoacidicas similares y confieren

resistencia a gentamicina, tobramicina y amikacina, pero no afectan a neomicina ni a apramicina
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(aminoglucésidos del grupo de la 2-deoxiestreptamina, 4,5-disustituidos y 4-monosustituidos).
Sin embargo, las N1-A1408 son capaces de conferir resistencia a agente aminoglucésidos de
cualquiera de estos grupos y hasta la fecha solo se ha descrito una Unica N1-A1408 adquirida.
Esta enzima, denominada NpmA, fue identificada a partir de una cepa clinica de E. colien Japdn.
314

Por dltimo, aunque no se considera tradicionalmente como un mecanismo de
resistencia, las proteasas de membrana pueden ofrecer proteccién frente a los aminoglucdsidos,
ya que forman parte de un sistema intrinseco de control de calidad de la biosintesis de las
proteinas que reconoce y degrada las estructuras proteicas aberrantes. Debido a que uno de los
efectos que provoca los aminoglucdsidos es la sintesis de proteinas aberrantes, que se acumulan
y perturban la integridad de la membrana celular, cualquier proteccion frente a estas estructuras
dard lugar a tolerancia a estos farmacos. Se han descrito mutaciones en estas proteinas que
producen una mayor sensibilidad a algunos aminoglucdsidos, como la tobramicina, mostrando

la implicacidn éstas en la resistencia a los aminoglucdsidos.32

5.7. Estudios de sensibilidad: técnicas, puntos de corte de sensibilidad/resistencia

Para el estudio de sensibilidad a amikacina las técnicas que se pueden utilizar son
aquellas descritas en el punto 6.3.3. A diferencia de las condiciones establecidas para el estudio
de sensibilidad a fosfomicina, para el estudio de la amikacina no se requiere ningln suplemento
adicional. Ambos antimicrobianos presentan diferencias en los puntos de corte clinicos
aplicados en Enterobacterales segln las recomendaciones de ambos comités, EUCAST y CLSI

(Tabla 1).

Tabla 1. Puntos de corte de CMI (mg/L) y didmetro de halo (mm) para amikacina segln

EUCAST?S y CLSI.24

Puntos de corte de
Puntos de corte de CMI Y

Comité (mg/L) dia:mcjztr:o_ fle halo de
cientifico inhibicién (mm)

| R ) | R
EUCAST <8 - >8 218 - <18
CLSI <16 32 >64 217 15-16 <14
S: sensible, I: intermedio (CLSI)/sensible a incremento de exposicion (EUCAST), R:
resistente
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Recientemente, EUCAST realiza una revisidn de los puntos de corte para amikacina,
estableciendo una reduccion de los mismos respecto a las versiones anteriores.3?’ Estos puntos
de corte se basan en datos de FC/FD teniendo en cuenta la concentracién alcanzada en el
organismo segun la administracién de una Unica dosis diaria de 25-30 mg/kg/dia. El problema
puede surgir cuando se presentan infecciones por bacterias multirresistentes o
extremadamente resistentes que presentan valores de sensibilidad en valores limite de los
puntos de corte, hecho que se complica ain mas en el caso de afectar a pacientes criticos, ya
que la prediccién de los valores FC/FD es auin mas compleja.3?® Estudios recientes realizados en
pacientes criticos, demuestran que en aislados con CMI de 16 mg/L a amikacina, las dosis
necesarias para alcanzar concentraciones terapéuticas en plasma que permitan lograr el
objetivo FC/FD serian de 30-40 mg/kg. Incluso con puntos de corte mas bajos, de 8 mg/L, no se
lograria alcanzar este objetivo a pesar de la administracion de la dosis més alta aprobada.3?® Por
ello, una de las opciones recomendadas para el tratamiento en este tipo de pacientes es el uso
de altas dosis de amikacina seguidas de terapia de reemplazo renal para minimizar los posibles
efectos tdxicos asociados.?*°

Los tratamientos de corta duracidn con aminoglucdsidos (5-7 dias), pautados una
sola vez al dia, se asocian con una menor nefrotoxicidad en comparacién con la administracién
de varias dosis diarias. Se ha asociado un mayor riesgo de nefrotoxicidad en pacientes en estado
critico, pacientes con shock séptico y pacientes con regimenes de tratamiento superiores a 10
dias, por lo que como consecuencia, se establece la necesidad de realizar la vigilancia de las
concentraciones séricas en los pacientes para garantizar los niveles terapéuticos y evitar niveles
téxicos de estos farmacos.3®

Algunos autores han sugerido que alcanzar una proporcién de Cmax/CMI =8 en
infecciones por bacilos Gram negativos predice el éxito terapéutico. En un estudio realizado por
Burdet y colaboradores, cuyo objetivo FD principal era de una ratio 210 entre la concentracion
alcanzada a la hora del inicio de la infusion con amikacina y la CMI en pacientes criticos,
demostraron con una infusién simulada de 20 mg/kg de amikacina, que se alcanzaba el objetivo
en el 96% en las infecciones producidas por bacilos Gram negativos con CMI de 4 mg/L. En base
a una disminucién en la eliminacién de la droga, asi como por el aumento del volumen de
distribucidn en este tipo de pacientes, los autores concluyen que son necesarias dosis 225
mg/kg/dia para lograr el objetivo terapéutico en la neumonia asociada a ventilacion mecanica
por bacilos Gram negativos en pacientes criticos.!

En otro estudio reciente retrospectivo realizado por Hideo y colaboradores, analizan
la relacion que existe entre Cmax/CMI teniendo en cuenta diferentes valores de CMI de 0,5 a 32

mg/L, utilizando simulaciones de Monte Carlo. Incluyen a 35 pacientes con distintos tipos de
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infeccion que habian sido tratados con amikacina durante al menos 3 dias. Del total de
pacientes, 25 eran de sexo masculino, con una mediana de edad de 70 afios (rango: 15-95) y de
peso corporal de 49,5 kg (rango: 32,5-78). Utilizaron un modelo de dos compartimentos, y
observaron que la probabilidad de lograr una Cmax/CMI de 28 con el régimen de 15 mg/kg fue
suficiente en el 290% de los pacientes con valores de CMI £ 4 mg/L. Concluyen que la dosis de
15 mg/L seria recomendable como dosis inicial, siendo suficiente como dosis de mantenimiento
en aquellos pacientes con una infeccion por bacterias con CMI £ 4 mg/L. Sin embargo, estos
autores recalcan que esta dosis deberia evitarse en el tratamiento en monoterapia para
infecciones por microorganismos con CMI > 8 mg/L a amikacina, sobre todo en presencia de

bacteriemia o neumonia.3*?

6. Fendmeno de heterorresistencia antibidtica
6.1. Definicion de heterorresistencia y su frecuencia en la clinica

La definicidn generalizada de heterorresistencia es la presencia de una poblacion
heterogénea de bacterias con una o varias subpoblaciones con sensibilidad disminuida al
antibidtico en comparacidn con la poblacidn principal o mayoritaria.3* Hay que tener en cuenta
gue esta definicion abarca multitud de factores distintos subyacentes que aportan diferentes
connotaciones a la poblacién bacteriana heterorresistente como son: el origen clonal de la
poblacién bacteriana, el nivel de resistencia de las subpoblaciones comparado con el de la
poblacién principal, la frecuencia de subpoblaciones resistentes y la estabilidad del fenotipo

heterorresistente.?3

Factores que definen la heterorresistencia bacteriana:

1. Origen clonal de la poblacién bacteriana:

En este apartado se define como un clon bacteriano a aquellas células bacterianas que

surgen a partir de una unica UFC aislada.
Heterorresistencia policlonal: se define asi cuando la heterogeneidad en la
resistencia de la poblacién bacteriana se debe a la presencia de diferentes clones
bacterianos, genéticamente distintos, uno sensible y otro resistente. En la
heterorresistencia policlonal al separar, aislar y purificar los diferentes clones
bacterianos en UFC, desaparece el fendmeno de heterorresistencia. Es decir, si
tomamos una Unica UFCy se realiza un antibiograma, ésta serd sensible o resistente,

dependiendo del origen clonal de la misma.
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Heterorresistencia monoclonal: la heterogeneidad de la resistencia se genera a
partir de un unico clon bacteriano que se diferencia en dos poblaciones diferentes,
una sensible y otra resistente en ausencia de presidon antibidtica. La diferencia
respecto al caso anterior es que la frecuencia con la que aparecen poblaciones
mutantes resistentes de forma espontdnea a partir de la poblacién general sensible
es muy elevada. Por lo tanto, una UFC compuesta por millones de células
bacterianas individuales que se ha formado a partir de la fision de una Unica célula
bacteriana, de un Unico clon, se compondra a su vez por una variedad poblacional
de células resistentes y sensibles. Este fenotipo de heterorresistencia se va a
mantener incluso al analizar los clones puros a diferencia de la policlonal. Es decir,
en la heterorresistencia monoclonal, si se realiza un antibiograma de una colonia
pura y aislada por disco difusidn, se podra observar los dos tipos de poblaciones
derivados del mismo clon, una poblacién bacteriana sensible que produce un
diametro de halo de inhibicién superior al punto de corte de sensibilidad y otra
poblacién bacteriana con sensibilidad disminuida que se podra visualizar creciendo

dentro del halo de inhibicion.

2. Nivel de resistencia de las subpoblaciones:

La mayoria de aislados bacterianos pueden presentar subpoblaciones que crecen
en concentraciones antibidticas cercanas a su CMI. Por este motivo, diversos estudios
intentan establecer un nimero minimo en el incremento de la CMI de las subpoblaciones
respecto al valor de CMI de la poblacion mayoritaria para definir el criterio de
heterorresistencia. Sin embargo, no existe un criterio homogéneo y segun algunos estudios,
se definen las bacterias heterorresistentes cuando la CMI de las subpoblaciones son
superiores a valores entre 2 y 8 diluciones seriadas en base 2 por encima de la CMI de la
poblacién mayoritaria (Figura 15).33>33¢ Por el contrario, otros estudios utilizan para definir
poblaciones heterorresistentes aquellas en las que la subpoblacién resistente supera los

puntos de corte de resistencia clinicos establecidos para el antibidtico.3’

3. Frecuencia de subpoblaciones resistentes:

La proporcion o frecuencia de subpoblaciones resistentes dentro de la poblacién
mayoritaria es también un factor a tener en cuenta a la hora de definir a un aislado como
heterorresistente. Esta frecuencia nos indica el nimero de células bacterianas resistentes

(o con sensibilidad disminuida) totales que hay en la poblacion. En la heterorresistencia
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monoclonal, tanto la sensibilidad y concentraciones del antibiético que se utilicen para
estudio de las subpoblaciones resistentes como la proporcién minima que se establezca
para considerar a estas subpoblaciones como significativas, van a influir en la clasificacion
del aislado como heterorresistente. En la ultima revision sobre heterorresistencia de
Andersson y colaboradores, proponen que se informe la frecuencia de las subpoblaciones
bacterianas a una concentracidn del antibidtico 8 veces superior a la CMI de la poblaciéon

principal.33*

4. Estabilidad de la heterorresistencia:

La estabilidad de las subpoblaciones resistentes es otro factor que debe tenerse

en cuenta para definir la heterorresistencia, ya que este fendmeno puede ser estables*®

o
inestable, pudiendo afectar a la capacidad de deteccién del mismo. La heterorresistencia
inestable es aquella que se define siempre que las subpoblaciones resistentes pueden volver
a ser sensibles en ausencia de presion antibiética después de 50 generaciones en ausencia

de antibidtico.33¢

Frecuencia de la heterorresistencia en los aislados clinicos

La frecuencia de heterorresistencia en los aislados clinicos es directamente
dependiente de la definicién y del método de deteccidn de heterorresistencia que se apliquen
asi como del numero de aislados estudiados; por lo que se observa una gran variabilidad de las
tasas de heterorresistencia, oscilando de un 0% a un 100% para una misma combinacion de
antibidtico-especie bacteriana, dependiendo del estudio.?3*

Un tipo de heterorresistencia que ha sido estudiada por numerosos autores es la
heterorresistencia al antibidtico vancomicina en aislados de S. aureus (SAIVh). En esta especie
bactriana es mas frecuente encontrar el fenotipo SAIVh que un valor de CMI de toda la poblacion
intermedio o resistente. En un metaanalisis en el que analizan la incidencia de SAIVh en 91
estudios publicados desde 1997 al 2014, calculan una prevalencia de SAIVh de un 6,05% en casi
100000 aislados de SARM, observandose un incremento a lo largo del periodo de estudio,
aumentando de valores inferiores al 5% en los estudios previos al 2006, a porcentajes superiores
al 7% en aquellos posteriores al afio 2010.33° Ademads, en Staphylococcus spp, diversos estudios
han demostrado altas tasas de heterorresistencia a antibidticos como oxacilina, teicoplanina o
daptomicina, entre otros; observandose fendmenos de co-heterorresistencia con SAIVh en
algunos casos.340-342

Si nos centramos en los valores de heterorresistencia que se han observado en un

estudio reciente realizado por Nicoloff y colaboradores en bacilos Gram negativos (A.
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baumannii, E. coli, S. typhimurium y K. pneumoniae) observaron hasta un 27,4% de
heterorresistencia en las 766 combinaciones distintas de aislado-antibidtico.?*® En la misma linea
se encuentran los resultados de un trabajo también realizado recientemente en el que analizan
104 aislados clinicos de enterobacterias productoras de carbapenemasa multirresistentes frente
a 16 antibidticos diferentes. Se observé que, para cada uno de los antibidticos testados, la
proporcién de aislados que presentaban heterorresistencia diferia para los distintos farmacos;
sin embargo, el porcentaje mas elevado de heterorresistencia se observd con el antibidtico
fosfomicina (72,1%), siendo el mds bajo para la ampicilina (1%). Destacar, que en este estudio,
el 97,1% de los aislados eran heterorresistentes al menos a uno de los 16 antibidticos
estudiados, y el 86,5% presentaba heterorresistencia al menos a dos farmacos.>**

Con respecto al porcentaje de heterorresistencia a antimicrobianos importantes en
el tratamiento de infecciones sistémicas por bacilos Gram negativos, como los carbapenémicos,
se ha visto que es un fendmeno con resultados muy heterogéneos entre los distintos estudios
llevados a cabo sobre aislados clinicos. Por ejemplo, en un trabajo realizado en Suiza sobre
aislados clinicos de Haemophilus influenzae, se han observado porcentajes de aislados
heterorresistentes a carbapenémicos, concretamente a imipenem, de hasta un 37%, con una
tasa de frecuencia de aparicidn de subpoblaciones que oscilaba entre un 1-10%.3** En aislados
clinicos de K. pneumoniae los porcentajes de heterorresistencia a carbapenémicos varian entre
un 16,7% y un 100% de los aislados dependiendo de los estudios.33¢3%53% De forma més
frecuente, el porcentaje mds elevado de heterorresistencia a carbapenémicos en E. coli se
observa para ertapenem mas que para los otros carbapenémicos, como meropenem o
imipenem 336347
La heterorresistencia a antibidticos de reserva como la colistina, ha sido estudiada
en multitud de especies de bacilos Gram negativos. Ejemplo de ello, es un trabajo en el que se
analizd la sensibilidad a colistina de 76 aislados de hemocultivo de Acinetobacter spp,
detectandose una tasa de heterorresistencia a este antibidtico casi ocho veces superior a la de
resistencia (20% vs 2,6%). Ademas, en otro trabajo en el que estudian aislados de
multirresistentes de esta misma especie bactriana, los autores observaron un porcentaje de
heterorresistentes a la colistina de un 23,3% frente a un 3,3% de aislados resistentes.3*%34° En
otro estudio en el que se analizd la sensibilidad a colistina de 21 aislados clinicos de K.
pneumoniae multirresistentes mediante el método de andlisis del perfil poblacional (el cual se
explicara detalladamente en el apartado 5.2), observaron un 60% de aislados heterorresistentes
frente a un 20% de resistentes.>*°

La frecuencia de heterorresistencia a fosfomicina en aislados clinicos ha sido

estudiada en diferentes especies bacterianas. En un trabajo realizado sobre un total de 11
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aislados de S. pneumoniae en el que tratan de caracterizar los mecanismos subyacentes en la
heterorresistencia a fosfomicina de esta especie, incluyen 5 aislados clinicos y 6 cepas de
laboratorio, encontrando la presencia del fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina en mas
del 90% (10/11) de los aislados del estudio.®*' También se ha estudiado la frecuencia de
heterorresistencia a fosfomicina en otras especies con perfiles de resistencia de complejidad
terapéutica, como P. aeruginosa multirresistente o enterobacterias resistentes a
carbapenémicos. En un estudio realizado en Australia analizan 64 aislados clinicos de P.
aeruginosa (54% multirresistentes), de los que seleccionan al azar a 14 de aquellos categorizados
como sensibles segln los puntos de corte clinicos (CMI €64 mg/L), y realizan estudios de perfil
poblacional, encontrando que en un 100% (14/14) de los aislados presentaban subpoblaciones
capaces de crecer a concentraciones de fosfomicina por encima de 64 mg/L.>*>2 En otro trabajo,
realizado en Alemania, analizan el porcentaje de heterorresistencia a fosfomicina en un total de
107 aislados de enterobacterias que presentaban resistencia a algin carbapenémico. Entre las
diferentes especies bacterianas, obtenidas principalmente de muestras de orina, muestras
respiratorias y exudados de herida, se encontraban aislados de K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae,
K. oxytoca, Citrobacter freundii, S. marcescens, P. mirabilis, Enterobacter aerogenesy Citrobacter
farmeri, halldndose un porcentaje total de un 41,1% de aislados heterorresistentes a
fosfomicina, sin encontrarse diferencias significativas entre las diferentes especies
bacterianas.!6®

Por dltimo, cabe destacar otros trabajos que centran el estudio concreto de la
sensibilidad heterogénea a fosfomicina en aislados clinicos de E. coli. Recientemente se ha
publicado un trabajo en los Paises Bajos, en el que analizan aislados clinicos de E. coli de origen
urinario, encontrando una frecuencia de un 9% de heterorresistentes entre un total de 66
aislados de E. coli multirresistentes.3>3 Por otro lado, en otro trabajo realizado en Estados Unidos
en el que estudian una coleccién de mas de 600 asilados clinicos de esta misma especie
bacteriana, obtenidos en el periodo de 2011 al 2015, encuentran un porcentaje inferior de
heterorresistencia a fosfomicina de un 3,1%. El 0,8% del total de aislados presentaba colonias

con nivel de resistencia que superaban los puntos de corte de sensibilidad clinica.3*®

6.2. Mecanismos de heterorresistencia bacteriana
Mecanismos de heterorresistencia

Heterorresistencia policlonal

La coexistencia en un mismo foco de dos poblaciones genéticamente distintas, una
sensible y otra resistente, se puede producir de dos formas distintas: (1) por una infeccidn

bacteriana mixta de la misma especie patdégena con una poblacidn sensible y otra resistente,
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354 355

como se ha descrito en M. tuberculosis®* o Helicobacter pylori *>> o (2) por una mutacidn que
de forma espontanea, en la poblacidn bacteriana general sensible, de lugar a una subpoblacién
bacteriana resistente que se diferencia del resto y se selecciona durante el tratamiento

antibidtico, aumentando en proporcion.

Heterorresistencia monoclonal

A diferencia de la heterorresistencia policlonal, la resistencia monoclonal se observa
en un clon bacteriano puro, es decir, una Unica célula da lugar a bacterias resistentes y sensibles
dentro de la misma UFC. Estas bacterias sensibles y resistentes con origen monoclonal se
pueden producir por una heterogeneidad genética, aunque existen estudios que relacionan esta
heterogeneidad en los mecanismos de tipo fisiolégico con la heterorresistencia bacteriana.3>®
Sin embargo, los mecanismos de etiologia distinta a la genética, se han relacionado
principalmente con el fendmeno de persistencia mas que con la heterorresistencia. Las
subpoblaciones resistentes persistentes tienen la capacidad de sobrevivir a concentraciones
bactericidas del antibidtico, pero no son capaces de crecer en presencia del mismo;**’ sin
embargo, las subpoblaciones resistentes en el fendmeno de heterorresistencia se caracterizan
por tener la capacidad tanto de sobrevivir como de crecer a una concentracién antibidtica que
inhibe el crecimiento del resto de la poblacién mas sensible. Los mecanismos genéticos
implicados en la resistencia monoclonal predisponen o capacitan a la célula bacteriana para
generar subpoblaciones resistentes en una frecuencia elevada.

Diferentes mecanismos genéticos producen heterorresistencia, pudiendo dar lugar a
un fenotipo de tipo estable o inestable, lo que depende principalmente del coste bioldgico que
produzcan para la bacteria (Figura 15). En los casos de heterorresistencia con fenotipo estable,
las mutaciones que generan este fendmeno suelen ser a su vez estables genéticamente y
ademas no contribuyen a disminuir el fitness bacteriano, manteniéndose asi las subpoblaciones
resistentes en ausencia de presidn antibidtica selectiva.®*® Varios estudios han demostrado que
la sobreexpresidn de genes que transcriben para bombas de expulsidon o la disminucidn en la
expresion génica de porinas, estan implicados en la resistencia de subpoblaciones con fenotipo
de heterorresistencia estable (Figura 15.A), como en A. baumannii heterorresistente a colistina
o0 P. aeruginosa heterorresistente a carbapenémicos.3%83%

Por otro lado, la heterorresistencia de fenotipo inestable se trata de un tipo muy
comun de heterorresistencia. En trabajos recientes se han identificado dos mecanismos que
pueden generar reversibilidad en la resistencia de las subpoblaciones en ausencia de antibidtico.

En primer lugar, este fendmeno puede producirse por mutaciones que produzcan resistencia y

sean genéticamente estables pero que supongan un alto coste bioldgico elevado para la bacteria
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(Figura 15.A). Esto provoca que, en ausencia del antibidtico, este alto coste bioldgico de lugar a
la seleccidn de una segunda mutacién compensatoria que se produzca una reduccidn de este
coste. Esta reduccién del coste bilégico normalmente se acompafia de forma concomitante de
una pérdida de la resistencia. Esto origina una poblacién bacteriana mixta compuesta por células
bacterianas sensibles con fitness aumentado que contiene una mutacion de resistencia y una
mutacién compensatoria, junto con una subpoblacién de células resistentes con una mutacién
que produce alto coste bioldgico. Esta forma de heterorresistencia de fenotipo inestable se ha
descrito en diversos antibidticos como, aminoglucésidos, carbapenémicos o
cotrimoxazol.33%3°En el caso de los aminoglucdsidos se ha comprobado que los mutantes
resistentes inestables en poblaciones heterorresistentes de E. coli, K. pneumoniae y Salmonella
entérica subespecie enterica serovariante Typhimurium se deben a mutaciones en genes que
codifican para proteinas encargadas del transporte de electrones como los citocromos o las
oxidasas, las cuales se asocian a su vez con el fenotipo variante de colonia pequefia, presentando
en ausencia del antibidtico una ralentizacién del crecimiento. Cuando estas subpoblaciones
mutantes resistentes crecen en medio sin antibidtico, aparecen mutaciones compensatorias en
genes encargados de la regulacién de la respiracién aerobia, el catabolismo del carbdén o la
respuesta al estrés que dan lugar al aumento del fitness bacteriano provocando la seleccién de
aquellas sensibles. Esta subpoblacion que ha revertido la resistencia posee una mutacién que
confiere resistencia a aminoglucésidos ademas de una mutacién compensatoria. En estas cepas
con mutaciones compensatorias algunas pierden su fenotipo de heterorresistencia al perder la
subpoblacién de células con sensibilidad disminuida por presentar un menor fitness y, sin
embargo, otras mantienen el fenotipo heterorresistente. Otros estudios han relacionado el
fendmeno de la heterorresistencia de fenotipo inestable con cambios en la expresion de genes
debido a alteraciones en los promotores.3®°

En segundo lugar, la heterorresistencia inestable puede producirse por mutaciones
genéticas que implican inestabilidad en si mismas. Esto es lo que sucede cuando las
subpoblaciones resistentes se producen por mutaciones espontdaneas que dan lugar a un
numero aumentado de copias de genes en tandem que confieren resistencia al antibidtico en
cuestion (Figura 15.B), como genes que codifican para bombas de expulsidn de antibidticos o
enzimas que inactivan al antibiético. Este mecanismo de heterorresistencia se describe
recientemente por primera vez, en 2016, para S. typhimurium heterorresistente a colistina®!y
se ha visto que se trata del mecanismo mas frecuentemente implicado de forma general, en el
fenémeno de heterorresistencia en especies bacterianas Gram negativas.®*® La amplificacién
génica en tandem se produce de forma usual en el cromosoma bacteriano con una frecuencia

que varia segin la regién cromosémica.’®® La forma de producirse suele ser mediante
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recombinacidn homdloga entre secuencias repetidas como son las secuencias de insercion, los
genes codificantes de transposasas o los operones de ARN.33® Sin embargo, estas secuencias se
pierden de forma muy rdpida en los procesos de recombinacidon bacteriana debido a la
desigualdad que se produce de la secuencia que presenta estas repeticiones en tandem respecto
a la secuencia cromosdmica homdloga, produciendo una inestabilidad intrinseca y natural.3®3 En
este caso, la resistencia se revierte en ausencia de presion antibidtica debido a la inestabilidad
propia de este mecanismo a nivel genético, el cual, a su vez produce un alto coste bioldgico, ya
que se ha observado que las células que carecen de este tipo de secuencias génicas repetidas
crecen mas rapido en comparacion con las que las contienen.®®? Este mecanismo se ha
demostrado, recientemente, que estd implicado en el mecanismo de heterorresistencia al
antibidtico piperacilina-tazobactam en E. coli debido a un aumento dependiente del antibidtico
en el numero de copias de la betalactamasa blaTEM-1, cuya secuencia génica se encontrd
ubicada en una unidad de resistencia gendmica de 10 kb con multiples genes de resistencia y
elementos genéticos mdviles, la cual se repetia en tdndem al menos 5 veces dentro de un
pldsmido cuando las bacterias crecian en presencia del antibidtico.3%* Igualmente, también se ha
visto que se encuentra implicado como mecanismo de heterorresistencia a otra
antimicrobianos, como los aminoglucdsidos.3%°

Nicoloff y colaboradores, en un estudio reciente, han tratado de relacionar este
fendmeno de amplificacidn génica en tandem como el mecanismo general implicado en
bacterias Gram negativas en la heterorresistencia a los antibidticos. En este trabajo estudian 4
especies distintas de bacilos Gram negativos (E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii and S.
typhimurium)y analizan la sensibilidad frente a 28 antibidticos distintos. En total se encontrd un
porcentaje de heterorresistencia del 27,4% de entre todas las combinaciones testadas, del cual,
el 88% mostraba fenotipo de heterorresistencia inestable. Un 61% de aquellos que presentaban
heterorresistencia inestable se debia a repeticiones de secuencias génicas en tdndem. Destacar,
gue en este trabajo el fendmeno de heterorresistencia se observé en la mayoria de antibidticos
que se analizaron, excepto en las quinolonas y la rifampicina. Esto puede explicarse debido a
que el mecanismo de resistencia principal frente a estos dos antimicrobianos son las mutaciones
puntuales en dianas concretas que codifican para la maquinaria de replicacién y sintesis
bacteriana, aunque también se describen genes de resistencia presentes en plasmidos que
confieren resistencia a quinolonas como son los genes gnr3*® Por lo tanto, en estos
antimicrobianos, de forma general, los cambios en los niveles de expresidn de un gen debido a
repeticiones génicas en tdndem como causa de heterorresistencia se trata de un mecanismo

menos probable.33¢
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a Heteroresistance caused by point mutations, insertion sequences and small deletions
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Figura 15. Mecanismo de heterorresistencia. A) Heterorresistencia causada por mutaciones
frecuentes diferentes de las repeticiones genéticas en tandem (mutaciones puntuales,
inserciones de secuencias de insercién y pequefias eliminaciones). Las mutaciones de resistencia
con bajo coste bioldgico van a producir fenotipos de heterorresistencia estable incluso en
ausencia de presion selectiva. En cambio, si el coste bioldgico asociado a la mutacidn, (la cual es
genéticamente estable en si misma) es elevado, el fenotipo de resistencia puede revertir en
ausencia de antibidticos. Se pueden producir mutaciones compensatorias en un segundo paso
gue aumentan el fitness bacteriano con la consiguiente pérdida de la resistencia, generando una
poblacién mixta de células resistentes con bajo fitness (que contienen una mutacién de
resistencia) y una poblacién principal de células sensibles con fitness aumentado (que contienen
una mutacion de resistencia y una mutacién compensatoria). B) Heterorresistencia inestable
causada por la inestabilidad intrinseca de la propia mutacién de resistencia, como la
amplificacion de la expresidn génica mediante repeticiones genéticas en tandem. En ausencia
de presién antibiodtica las células revierten al genotipo y fenotipo de heterorresistencia de la

célula original.3*

El estudio y deteccion de la heterorresistencia, y en particular de Ia
heterorresistencia de tipo inestable, es complejo y dificil de realizar. Simplemente la naturaleza
inestable del fenémeno va a aumentar la probabilidad de que no se detecten las subpoblaciones
en el laboratorio. Se han demostrado tasas de pérdida de duplicaciones génicas de hasta un 10%

por célula bacteriana y por generacion, lo que implicaria la pérdida completa en el crecimiento
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y divisién de una Unica célula bacteriana hasta formar una UFC en el cultivo directo en medio
sin antibidtico.3%®

Por dltimo, se conoce poco acerca de los mecanismos implicados en Ia
heterorresistencia concreta a fosfomicina, principalmente en enterobacterias. En Streptococcus
pneumoniae se ha asociado la heterorresistencia a fosfomicina con un origen multifactorial en
el participa una de las dos copias del gen murA (murA1) que estad presente en esta especie

bacteriana.®*! Por otro lado, algunos estudios han demostrado que, mutaciones en el gen uhpT

en E. coli, pueden producir la presencia de subpoblaciones resistentes estables a fosfomicina.>®’

6.3. Técnicas de estudio de la heterorresistencia

Los métodos utilizados por los diferentes laboratorios para deteccion de la
heterorresistencia a los antibiéticos son muy diversos y heterogéneos. Esto es debido a que en
realidad no existe actualmente una metodologia estandarizada de los mismos, lo cual origina
una barrera a la hora de comparar los resultados entre los distintos trabajos.

En un trabajo muy reciente publicado por Band et al. en el que estudian la
heterorresistencia mediante el método de analisis de perfil poblacional (cuya metodologia serd
explicada en detalle mas adelante en este mismo apartado) en un total de 104 aislados frente a
16 antibidticos utilizando 7 concentraciones diferentes de cada uno, generando un total de
11.648 condiciones de estudio diferentes. Debido a que las pruebas de sensibilidad a los
antimicrobianos se basan en la mayoria de las ocasiones en técnicas con medio de cultivo liquido
que consideran el crecimiento global de toda la poblacién bacteriana, clasificando a los aislados
como resistentes o sensibles, pero carecen de capacidad para diferenciar a aquellos aislados
heterorresistentes. Esto justifica las discrepancias observadas en el siguiente estudio, en el que
observaron que en un 64% de las combinaciones de aislado-antibidtico se clasificaron como
resistentes, mediante un sistema comercial (VITEK) o tiras de gradiente, y el 36% como sensibles.
Sin embargo, al realizar el andlisis de perfil poblacional, se observé que hasta un 21,4% de las
combinaciones microorganismo-antibidtico eran realmente heterorresistentes. Hasta un 23,3%
de las interacciones clasificadas como resistentes por los métodos realizados por VITEK o tiras
de gradiente, y el 17,5% de las sensibles, en realidad eran bacterias heteroresistentes.3** Estos
resultados podrian explicar los encontrados en estudios previos sobre la implicacion de los
diferentes indculos bacterianos segin los métodos de estudio de sensibilidad y la variacién en
la interpretacidn de los resultados en base a la presencia de subpoblaciones resistentes.3% Se
pone de manifiesto la heterogeneidad de los resultados de los estudios de sensibilidad en base
a los diferentes métodos, asi como la dependencia de los mismos de la cantidad preexistente de

subpoblaciones resistentes en la poblacién general. Dependiendo del método, el indculo de
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subpoblaciones resistentes presente en la poblacion bacteriana puede influir en la
categorizacion clinica final, asi como en la clasificacién de la combinacién microorganismo-
antibiético como heterorresistente dependiendo de la sensibilidad de la técnica utilizada.

A continuacién, se describen los principales métodos para deteccién de la

heterorresistencia.

Analisis del perfil poblacional (population analysis profile/PAP)

Este método se considera el método de referencia para estudio de la
heterorresistencia a los antibidticos. En este método, la poblacién bacteriana se somete a un
gradiente de concentraciones de antibidticos, pudiendo realizarse tanto en agar como en medio
liqguido, para posteriormente cuantificar el crecimiento del bacteriano a cada una de esas
concentraciones. De forma habitual, se utilizan concentraciones incrementadas al doble de los
antibidticos al igual que en los estudios de CMI, aunque no todos los trabajos siguen esta
norma.3®

Para llevar a cabo este método, se utiliza un indculo bacteriano con un nimero
definido de células que se extiende sobre la superficie de agar con distintas concentraciones de
antibiodtico. Tras 24 horas, se procede a contabilizar el nimero de UFC que han crecido en la
superficie, teniendo en cuenta a la concentracion del antibidtico en la que han sobrevivido

(Figura 16).

Determining the frequency of resistant mutants
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Figura 16. Representacion esquematica del método de PAP realizado en agar con incrementos

de concentracién antibiética al doble.33*

Es muy importante definir el indéculo inicial del ensayo para determinar la
heterorresistencia debido al posible efecto indculo. Este efecto se define el incremento de la
CMI a un antimicrobiano debido a la elevada densidad de células bacterianas presentes en el
indculo inicial.3”° Sin embargo, no existe un indculo estandarizado para esta técnica, utilizdndose
en la mayoria de estudios indculos que varian entre 10? y 108 bacterias totales. Por otro lado, la

falta de estandarizacion en la definicion de las concentraciones que se deben utilizar para definir
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la presencia de una poblacién bacteriana heterorresistente, da lugar a resultados que pueden
ser contradictorios. En este sentido puede cambiar la clasificacion de un aislado como
heterorresistente o como no heterorresistente dependiendo del gradiente de concentraciones
gue se utilice. No se obtendradn los mismos resultados en el caso de utilizar gradientes mas
estrechos, por ejemplo, de 0,1 mg/L, que, con gradientes mdas amplios, de 1 mg/L.3** Algunos
estudios utilizan para definir la heterorresistencia cuando las subpoblaciones son capaces de
crecer al menos en concentraciones 8 veces superiores a la concentracién maxima del
antibiético que no afecta al crecimiento de la poblacidn bacteriana sensible, utilizando
incrementos al doble de la concentracién.?”*

En definitiva, aunque se trate del método de referencia, carece de una normativa
estandarizada que determine un consenso cientifico del método (indculo, concentraciones
antibidticas, incrementos de concentraciones) y la interpretacion de los resultados. Ademas, se
trata de una técnica tediosa y compleja que dificilmente se puede llevar a cabo en la practica

diaria de los laboratorios de Microbiologia Clinica.

Andlisis del perfil poblacional en relacidn con el drea bajo la curva (PAP-AUC)

Se trata de una modificacidn del PAP, la cual es el método de referencia para la
determinacidn concreta de SAIVh. En este método se realiza el ensayo de PAP tal y como se ha
explicado anteriormente y se calcula el AUC para cada curva (bacterias viables en relacién con
la concentracidn antibidtica) que se obtiene en el ensayo de PAP. Estos valores obtenidos del
AUC se comparan siempre con los PAP-AUC obtenidos con una cepa de referencia de S. aureus.
Los resultados clasifican a los aislados en estudio como sensibles si la proporcidon es menor de
0,9, como heterorresistentes si esa proporcion estd entre 0,9 y 1,3, y como resistente si es

superiora 1,3.372

Ensayos de disco-difusion y tiras de gradiente

El método para realizar esta técnica no difiere del explicado previamente en el
apartado 4.6, sobre técnicas de estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. En este caso se
considerarian como heterorresistentes aquellos aislados que presentan subpoblaciones que
crecen dentro del halo o elipse de inhibicidn; sin embargo, muchos estudios establecen puntos
de corte de didmetro de halo o de concentraciones para definir a un aislado como
heterorresistente cuando realmente no existe ningun tipo de estandarizacion al respecto.3*?

El inconveniente de este método es que la deteccién de las subpoblaciones va a
depender del tamafio del halo o elipse de inhibicidon. La limitacion de deteccidon del método va a

depender por lo tanto de cuanto de resistente sea la poblacidon mayoritaria al antimicrobiano, a
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menor sensibilidad, menor area de inhibicién; y de la cantidad o proporcién de subpoblaciones,
la deteccion de las subpoblaciones en la zona de inhibicion estara mas limitada a menor nimero
de las mismas. Existen variaciones de la técnica en las que se utilizan indculos bacterianos mas
elevados para aumentar la sensibilidad de deteccidon e incluso se han desarrollado tiras
especiales para el estudio de la heterorresistencia a los glucopéptidos (GRD Etest).3333%6 Este
método no permite determinar la frecuencia exacta de aparicidon de las subpoblaciones ni

tampoco sus valores de CMI.

Dilucion en agar

Este método se realiza como se ha explicado previamente en el apartado 4.6 sobre
técnicas de estudio de sensibilidad. En el estudio de subpoblaciones heterorresistentes existe
una desventaja, y es que, su escaso inéculo bacteriano depositado en Unico un punto de la
superficie del agar tiene una alta probabilidad de no detectar las subpoblaciones presentes a
una baja frecuencia, tratdandose de una técnica con sensibilidad reducida. Con este método se
pueden realizar calculos sobre la frecuencia y valores de CMI de las subpoblaciones, aunque
estos resultados podrian estar infraestimados.

Otro método es el resultante de utilizar la dilucidn en agar a una concentracién fija
como técnica de cribado de subpoblaciones resistentes al antimicrobiano. Se ha comprobado
que tiene excelente correlacién con el método de referencia para estudio de SAIVh. En este caso

no se pueden obtener datos directos de frecuencia y CMI de las subpoblaciones.?”3

Otras técnicas para estudio de la heterorresistencia

Existen otras técnicas que se usan con menor frecuencia para el estudio concreto de
la heterorresistencia. Una de ellas es la citometria de flujo que, entre sus diversas aplicaciones,
puede servir para deteccién de subpoblaciones resistentes mediante el uso de marcadores
fluorescentes dirigidos a detectar mecanismo de resistencia concretos.?”* También permite el
estudio de subpoblaciones resistentes los ensayos mediante curvas de tiempo-muerte, en el que
las subpoblaciones se van a identificar por crecer de forma mas retrasada en el medio con
antibidtico tras una reduccidn significativa del inéculo en las primeras horas del ensayo.3* Otra
forma indirecta que puede indicar la presencia de un posible fendmeno de heterorresistencia
en una poblacién bacteriana es el incremento de la CMI a un antibiético tras un aumento del
tiempo de incubacién del aislado previo a realizar el antibiograma.?”> Ambos métodos se basan
en aumentar el tiempo para permitir el crecimiento de las subpoblaciones minoritarias

resistentes para que éstas crezcan por encima de los limites de deteccién.
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Ademads, mediante técnicas de microdilucion se puede intuir la presencia de
heterorresistencia mediante el crecimiento de subpoblaciones resistentes que se observan tras
pocillos salteados sin turbidez. Existen estudios que han confirmado la relacion de este
fendmeno con la heterorresistencia con estudios posteriores de PAP.37® En general este método
en presencia de una subpoblacién resistente, la lectura de la CMI va a depender en gran medida
del inéculo bacteriano y de la tasa de crecimiento de la subpoblacién bacteriana resistente.

Existen técnicas comerciales automatizadas o semiautomatizadas, mediante técnicas
moleculares dirigidas exclusivamente a la deteccidon de subpoblaciones heterorresistentes en
especies bacterianas concretas como M. tuberculosis o H. pylori.’’”37® E| problema de estos
ultimos es que se basan en la deteccion de mutaciones concretas presentes en un sistema
cerrado. Por lo tanto, aquellas dianas moleculares ausentes en el sistema que causen resistencia
fenotipica al antibiético no seran detectadas en las subpoblaciones, dando lugar a falsos
negativos. Por otro lado, estos métodos cuentan con la ventaja de ser mas rdpidos en
comparaciéon con los métodos fenotipicos en este tipo de microorganismos de crecimiento lento
y pueden detectar hasta un 5% de bacterias resistentes, dependiendo de la mutacion de
resistencia y de la tecnologia utilizada y a veces se pueden utilizar sobre muestra directa.

Muchas de las tecnologias que se encuentran en desarrollo actualmente para el
estudio de heterorresistencia antibiética se basan en métodos moleculares. Los estudios
basados en la secuenciacién del genoma completo parecen prometedores en el estudio de este
fendmeno; sin embargo, el manejo e interpretacién de los resultados puede llegar a ser
extremadamente complejo cuando se trata de subpoblaciones presentes en baja proporcidn con
tasas inferiores al 1%.3”° La PCR digital en gotas es otra técnica que divide una sola reaccién de
PCR en 20.000 gotas, lo que permite una mayor sensibilidad para detectar dianas poco comunes
y una cuantificacién absoluta mediante el andlisis de la frecuencia de las gotas positivas.
Ademas, aumenta la tolerancia de los inhibidores de la reaccién y mejora asi la sensibilidad del

ensayo.3®

6.4. Implicaciones en el éxito o fracaso terapéutico

Como se ha mencionado anteriormente, la deteccion de la heterorresistencia
mediante pruebas convencionales de sensibilidad a los antibidticos varia mucho en funcién del
método utilizado. El método de referencia es el PAP, el cual es tedioso, complejo y carece de
estandarizacién, lo que da lugar a que la deteccion de la heterorresistencia en el laboratorio
clinico sea dificil de realizar, ademas de dificultar las comparaciones de los resultados entre los
distintos estudios. Asimismo, la diferencia en la sensibilidad de los métodos para detectar

subpoblaciones resistentes, la heterorresistencia de fenotipo inestable o el ignorar estas
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subpoblaciones en la interpretacién del resultado, puede dar lugar a clasificaciones erréneas de

la sensibilidad de los asilados y/o a fracaso terapéutico (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de la dindmica de la heterorresistencia durante la infeccién y las pruebas de
sensibilidad clinica. A) Esquema de paciente infectado con un aislado bacteriano
heterorresistente con subpoblacién minoritaria de células resistentes a los antibidticos (en rojo)
y otra mayoritaria sensible (en verde). B) Clasificacion del aislado como sensible por causas
técnicas, de interpretacion del resultado o por fenotipo inestable de heterorresistencia. C)
Seleccion de subpoblacién resistente por el tratamiento antibidtico. D) De nuevo sucede lo
explicado en el punto B. E) Fracaso del tratamiento por incapacidad para eliminar la infeccion

en base a un tratamiento dirigido clasificado como sensible.?8!

Cada vez existen evidencias que avalan que la presencia de heterorresistencia en una
poblacién bacteriana puede dar lugar al fracaso terapéutico. Algunos de los estudios estdn
basados en trabajos sobre modelos in vivo con animales de experimentacién. Band y
colaboradores realizaron recientemente dos estudios sobre un modelo murino donde se
compard la respuesta al tratamiento en monoterapia con colistina en infecciones por
enterobacterias heterorresistentes frente a infecciones por enterobacterias sensibles. En ambos
mostraron, que el tratamiento con colistina fue efectivo frente a la infeccién por cepas

heterorresistentes; sin embargo, si fue eficaz en el tratamiento de la infeccién por bacterias
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sensibles. Adicionalmente, en ambos estudios observaron, que la frecuencia de subpoblaciones
resistentes a colistina fue superior en el modelo in vivo en ausencia de tratamiento antibiético,
en comparacién con los ensayos in vitro mediante PAP; denotando cierta limitacién de la técnica
in vitro. Esto se justificé por un aumento del péptido antimicrobiano humano LL-37 en el ratén
infectado. Esta molécula forma parte de la respuesta del sistema inmune innato y se ha
relacionado con la capacidad de producir resistencia a la colistina. El mecanismo subyacente que
realmente produce el fenotipo de heterorresistencia a colistina se desconoce. Lo que si se ha
demostrado es que la resistencia a este antibidtico se debe a la expresion y regulacion de
sistemas de dos componentes que regulan la expresién a su vez de enzimas modificadoras del
lipido A, las cuales disminuyen la permeabilidad de la membrana bacteriana al antibidtico
aumentando las cargas positivas en el lipido A.2823% Del mismo modo, se han observado
resultados de fracaso terapéutico en diferentes modelos de infecciéon animal por S. aureus
heterorresistente a glucopéptidos. 38438

Por otro lado, los modelos in vitro de FC/FD también han ayudado a predecir la
posible respuesta de aislados con fenotipo de heterorresistencia al tratamiento antibidtico.
Ejemplo de ello es un trabajo realizado utilizando este tipo de modelos con A. baumannii
heterorresistente a colistina en el cual se estudiaron diferentes dosificaciones, que fueron
incapaces de erradicar las subpoblaciones resistentes.®® En el trabajo de Nicoloff y
colaboradores utilizan un modelo predictivo matematico en el que consideran, que la infeccidn
por patégenos heterorresistentes daria lugar probablemente al fracaso del terapéutico en el
caso de que el antibidtico fuese el Unico mecanismo que se tuviera en cuenta para el control de
la infeccién.33®

En otro trabajo recientemente publicado por Abbott y colaboradores, han
comprobado mediante un modelo dindmico in vitro de infeccion vesical, en el que simulan el
perfil farmacodinamico, a fin de evaluar la exposicidn a alta y baja concentracion de fosfomicina
oral tras tratamiento con una Unica dosis o triple dosificacién separadas por diferentes
intervalos de tiempo (24, 48 o 72 horas) frente a 16 aislados clinicos de enterobacterias (8 E.
coli, 4 E. cloacae y 4 K. pneumoniae) con diferentes CMI a fosfomicina. Observaron que,
independientemente de la concentracion de fosfomicina urinaria utilizada en el modelo in vitro,
los aislados que sobrevivieron fueron los mismos. En este estudio, no sobrevivid ningun aislado
con CMI inferior a 1mg/L; sin embargo, los aislados con CMI superiores tuvieron un
comportamiento que varié en funcidn de la presencia de subpoblaciones resistentes de alto
nivel a fosfomicina presentes en la poblacion bacteriana previamente a la exposicién antibidtica.
Ademas, todos los aislados de K. pneumoniae sobrevivieron bajo las diferentes concentraciones

de fosfomicina utilizadas, independientemente de su CMI de fosfomicina (rango de valores de
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CMI: 2-16 mg/L). Con estos resultados, los autores concluyen que los factores que parecen
predecir la supervivencia de los microorganismos bajo tratamiento oral con fosfomicina son la
presencia de heterorresistencia con subpoblaciones resistentes de alto nivel en la poblacién
general, asi como la influencia de un tipo de especie concreto, en este caso, K. pneumoniae. Por
ultimo, no observaron un beneficio a favor de la triple terapia en comparacién con la dosis Unica
en la erradicacién bacteriana en la mayoria de los aislados estudiados.3®’

Existen a su vez estudios in vivo sobre la respuesta clinica de infecciones por aislados
heterorresistentes realizados en pacientes. Varios de ellos han relacionado las infecciones por
SAIVh y A. baumannii heterorresistente a carbapenémicos, con una mayor mortalidad, aumento
de las complicaciones clinicas y de la estancia hospitalaria, asi como con la presencia de
bacteriemia persistente.383% E| fracaso al tratamiento antibiético se ha demostrado también
en estudios retrospectivos sobre infecciones causadas por aislados de S. aureus y S. epidermidis
heterorresistentes a vancomicina y de A. baumannii heterorresistentes a colistina y
carbapenémicos.?°13% Sin embargo, otros estudios sobre infecciones por SAIVh y A. baumannii
heterorresistente no han encontrado ninguna relacidn entre la heterorresistencia y el fracaso
terapéutico.3*>3% Esto pone de manifiesto la necesidad de realizar mds estudios que aclaren la
verdadera implicacién de las subpoblaciones con sensibilidad disminuida en la efectividad del
tratamiento antibiético. Por todo ello, es de especial importancia conocer laimportancia de este
“mosaicismo” de sensibilidad en la poblacién bacteriana, para asi poder realizar la elecciéon del

tratamiento adecuado.

6.5. Heterorresistenciay el posible papel de la hipermutacién

Existen estudios que han demostrado el importante papel de la mutacién en la
adaptacién de las bacterias al medio, aportandole asi una serie de ventajas selectivas.?®” En
1996, LeClerc y colaboradores publicaron un estudio cuyos resultados informan de la presencia
de una alta frecuencia de mutacidon entre patdgenos bacterianos comunes.3®® Estos hallazgos
demostraron, que las bacterias pueden responder a la seleccion ambiental gracias a
modificaciones en su ADN, favorecido por elevadas frecuencias de mutacién o por la propia
recombinacidn genética, que aportan cambios en la célula bacteriana que le permitan sobrevivir.
Las bacterias pueden disfrutar de forma temporal de frecuencias de mutaciéon elevadas
protegiéndose a su vez de la acumulacidon de mutaciones deletéreas que puedan comprometer
su supervivencia. Una forma que tiene la bacteria para lograr este estado de mutador de forma
transitoria es mediante la disminucién de las proteinas que forman parte del sistema de

reparacion directo del ADN. En un estudio realizado en 1999 utilizando un modelo matematico,
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se describe como el estado de hipermutador transitorio juega un papel importante en la
adaptacién de E. coli al medio.?®

La vinculacién del fenotipo de heterorresistencia con diferentes mecanismos
moleculares, como la amplificacién génica en tdndem, podria verse favorecido por un estado de
la bacteria de predisposicion para adquirir cambios genéticos; es decir, por un estado de

hipermutabilidad.?3*33¢

Definicién de aislados mutadores o hipermutadores

En los ultimos afios, y particularmente en los estudios que se utilizan aislados clinicos,
se adopta el término de hipermutadores a los aislados que presentan un fenotipo con una
elevada frecuencia de mutacion. Previamente, los genes que dan lugar a aislados con un
fenotipo de tasa de mutacion elevada se han denominado mut, cuya etimologia reside en el
término anglosajon “mutator” (mutantes), y a los aislados portadores de estos genes se les ha
designado como aislados mutadores. Hoy en dia estos dos términos, hipermutadores o
mutadores, se utilizan indistintamente en los estudios cientificos.

Segun los estudios, existen dos estrategias diferentes para definir a un aislado como
hipermutador. Por un lado, se puede definir como aquellos aislados que se encuentran fuera de
la distribucion normal de las frecuencias de mutacion para un conjunto de aislados de la misma
especie, lo cual se debe llevar a cabo estudiando un gran ndmero de aislados. Richardson y
colaboradores estudiaron 95 aislados de Neisseria meningitidis y observaron que las frecuencias
de mutantes se separaban en dos grupos distintos con medias de 2,6x10° y 2,3x10® mutantes
resistentes a rifampicina/UFC.*%° Demostraron en algunos de los aislados del grupo considerado
como hipermutadores, que al ser complementados con los genes funcionales mutS o mutL, su
frecuencia de mutantes disminuia. En otro estudio realizado en aislados de P. aeruginosa de
pacientes con fibrosis quistica dividen a la poblacidon bacteriana en dos grupos, un grupo
considerado como poblacién normal, con una frecuencia media de mutantes resistentes a
rifampicina de 2,9x10%, y otro considerado como aislados hipermutadores, con una frecuencia
media de aislados resistentes a rifampicina de 3,6x10®. De nuevo, en este estudio se comprobd
que al incorporar mutS en algunos aislados del grupo considerado como mutantes, el fenotipo
hipermutador de los aislados disminuia, lo que daba peso a los resultados del estudio.**

Por otro lado, la estrategia alternativa consiste en definir como hipermutadores a
aquellos aislados cuya frecuencia de aparicion de mutantes sea superior a un valor de corte
determinado. Se definen como aislados hipermutadores por ejemplo, aquellos que superan x10

o x50 la frecuencia de apariciéon de mutantes de una cepa control; o se utiliza un valor absoluto,
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como por ejemplo, aquellos aislados con frecuencia de aparicién de mutantes superiores a 10
7.402

En conclusion, no existe una definicion consensuada para clasificar a un aislado
clinico como hipermutador. Ademas, se ha comprobado, que los defectos de los genes del
sistema de reparacién del ADN difieren en la frecuencia de aparicién de mutantes segun la
especie, por lo tanto, tampoco parece viable establecer una interpretacién y metodologia

general en el estudio de los aislados.*%?

Mecanismos moleculares implicados en la hipermutacién bacteriana

Las proteinas implicadas en la via de reparacién del ADN por errores en la secuencia
de nucledtidos durante la replicacidon bacteriana van a ayudar a sustituir los nucledtidos
introducidos erroneamente, ademas de dificultar la recombinacidn entre las secuencias de ADN
gue no son exactamente iguales. Las deficiencias en cualquiera de los mecanismos de reparacion

de este sistema pueden dar lugar a un fenotipo bacteriano hipermutador.

Sistemas de reparacion del ADN bacteriano

Sistema de reparacién de errores del ADN por reconocimiento de la cadena metilada por
emparejamiento erroneo (methyl-directed mismatch repair o MDMMR system)

La mayoria de las bacterias hipermutadoras que presentan elevadas frecuencias de
mutacion se producen por defectos naturales en el sistema de proteinas de reparacién de
emparejamiento erroneo de bases del ADN mediante metilacion directa (Figura 18). Se trata de
un sistema de reparacidn que reconoce y repara los errores que se producen durante la
replicacion, como las inserciones, las deleciones o los emparejamientos erréneos de las bases.
En E. coli, la deoxiadenina metil-transferasa (Dam) es uno de los enzimas principales que
contribuye en la funcidon de este sistema de reparacion. Se encarga de transferir un grupo metilo
de S-adenosil-L-metionina para crear una N6-metiladenina de las secuencias GATC, lo que va a
permitir discernir la hebra de nueva creacién de la hebra molde. La metilacidon del ADN lleva
cierto desfase respecto a la actividad bacteriana replicativa lo que permite reconocer a la hebra
no metilada como la cadena de nueva generacidn portadora del error.*%

En E. coli, las proteinas que forman parte del sistema MDMMR son: mutS, mutH,
mutLy mutU (uvrD).*** El gen mutS se describid por primera vez en 1967 en un aislado de E. coli
que presentaba un fenotipo hipermutador con resistencia al agente antibiético azaserina debido

a la delecién de este gen.*%
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Figura 18. Sistema MDMMR Mecanismo de reparacion del ADN. El inicio de la reparacién de
errores en la union de los nucledtidos requiere de MutS, MutL y MutH. MutS y MutL son ATPasas
diméricas: MutS reconoce el error, se une en esa zona del ADN (ii) y recluta a MutL, que se une
formando un complejo junto con MutS. La endonucleasa MutH es la encargada de catalizar la
ruptura endonucleotidica en la cadena de ADN no metilada en una zona cercana al error (iii, iv).
La ADN helicasa Il (UvrD) inicia el desenrollamiento del ADN de doble cadena de los extremos
romos dénde se ha realizado el corte de la hebra no metilada y la holoenzima ADN polimerasa

Il cataliza la reparacion (v, vi).*%®

Las bacterias mutantes que carecen de cualquiera de estos cuatro componentes
especificos del sistema de reparacion de emparejamiento errdneo de bases (mutH, mutL, mutS

o uvrD); se describen como mutantes fuertes que inducen las mutaciones de transicion (Figura
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19), asi como los cambios puntuales del marco de lectura (inserciones y deleciones). Se
describen aumentos de 100 a 1000 veces, dependiendo del sistema y del sitio especifico de la

mutacidn.*?’

o

N
z N HN
I Y
\N ﬁ purines HoN N N
adenine A Transitions G guanine
 Em—
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'l“HZ C Transitions T ]
CN . \ELLNH
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Figura 19. Esquema de tipos de mutacién puntual por cambio de bases. Mutacidn de transicion
(flechas azules): sustitucidon de una base pirimidinica por otra pirimidinica (por ejemplo, de C a
T) o de una purica por otra purica (por ejemplo, de G a A). Mutacion de transversion (flechas
rojas): La sustitucion de una base purica por una pirimidinica (por ejemplo, de G a T) o viceversa

(por ejemplo, de Ca A).

Debido al importante papel de la proteina Dam en la replicacién del ADN bacteriano,
concretamente en la regulacion de la expresidon génica y en la metilacién del ADN para la
discriminacién de las cadenas en el reconocimiento de errores por emparejamiento erréneo de
bases, se ha visto que cepas de H. influenzae deficientes en esta proteina son hipersensibles a
la accién de agentes que dafian el ADN, como por ejemplo a las especies reactivas de oxigeno.*®®
También se ha comprobado que la inactivacion de esta proteina por insercién génica da lugar a
fenotipos hipermutadores en Pasteurella multocida.*® En E. coli se ha observado, que se puede
producir un fenotipo hipermutador debido a la hiperproduccion de este enzima por alteraciones

en el funcionamiento correcto del sistema MDMMR.#°

Actividad ADN polimerasa Il

En E. coli, la ADN polimerasa Ill es responsable de duplicacién del cromosoma para
la replicacion celular. Se trata de un complejo holoenzima compuesto por 18 proteinas, en las
que se incluyen las subunidades alfa (dnaE) y épsilon (dnaQ). Se presenta como un dimero
asimétrico con un mondmero para la replicacién de la hebra principal y otro para la hebra

secundaria. Una vez cada aproximadamente 10 000 inserciones de nucleétidos, se produce un
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error que da lugar a un emparejamiento erréneo de un par de bases (por ejemplo, produce un
desajuste combinando una citosina con una adenina (C-A)). La holoenzima por si sola no es capaz
de reconocer ese error en el ajuste de las bases y se pueden producir tres situaciones diferentes.
Por un lado, puede eliminar la base mal emparejada de la nueva cadena de ADN (lo que se
conoce como correccién exonucleolitica), insertar el nucledtido correcto y continuar con la
extension de la cadena de ADN. En segundo lugar, la holoenzima puede separarse de la hebra
molde y volver a unirse intentando de nuevo la unién de una base correcta. La ultima opcidn es
que el holoenzima continue la replicacién sin tener en cuenta el error en el emparejamiento de
bases que en caso de no repararse en un segundo paso por el sistema MDMMR dara lugar a una
mutacion en la siguiente generacién bacteriana.

Se ha descrito mutaciones en el gen dnak, el cual codifica para la subunidad alfa de
la polimerasa Ill, que aumentan o disminuyen la mutagénesis espontanea, dando lugar a un
fenotipo hipermutador o antimutador, respectivamente. Esta subunidad es importante para que
la subunidad épsilon lleve a cabo su funcién de forma éptima, ya que se han descrito mutaciones
en el gen dnaE que perjudican la actividad en la correccién del emparejamiento errédneo de
bases por el holoenzima.*'! Sin embargo, aunque ambas subunidades son necesarias son
necesarias para el desarrollo de la actividad correctora de la exonucleasa de forma 6ptima, la
accion principal la lleva a cabo la subunidad épsilon, la cual se codifica en el alelo mutD5 (alelo
dominante de dnaQ). Defectos en este sistema dan lugar a un aumento de la proporcion de
mutaciones de transversién en relacidon con las transiciones; sin embargo, los defectos en el
sistema MDMMR tienen el efecto contrario a favor de las mutaciones de transicion. Esto sugiere
que la accion exonucleasa tiene preferencia por la correccién de errores de transversion,
mientras que el sistema de MDMMR tiene una mayor afinidad por la correccidn de errores de
tipo transicién y los desplazamientos simples del marco de lectura (deleciones e inserciones).*'?

Las mutaciones en el gen dnaQ (responsable de la sintesis de proteina MutD o DnaQ)
van a dar lugar a una disfuncidn en la correccion de los errores que conduce a un fenotipo
mutante. Ademads, hay estudios que demuestran una disminucion en la tasa de crecimiento
bacteriano de estos mutantes. Durante el crecimiento, los mutantes con defectos en dnaQ
presentan numerosos errores de replicacion que no se corrigen, de manera que el sistema
MDMMR, que normalmente repara estos errores en un segundo paso, se sobrecarga y no es
capaz de corregirlos todos. Asi pues, el fuerte fenotipo mutante de las bacterias que carecen del
gen dnaQ es esencialmente consecuencia de una accidn defectiva en ambos sistemas de
correccidn, la actividad exonucleasa de DnaQ junto con defectos en la actividad éptima del

sistema MDMMR.43
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Sistema de reparacion especifico de residuos de guanina oxidados

Otro sistema de reparacion del ADN es el formado por las proteinas encargadas de
eliminar el dafio del ADN producido por estrés oxidativo, el cual se basa en la deteccién y
eliminacion de residuos de guanina oxidados, y cuyas alteraciones genéticas se han relacionado
también con incrementos en la frecuencia de mutacién. Los residuos de guanina oxidados
pueden aparecer en el ADN de doble cadena, asi como en las moléculas precursoras. La 8-oxo-
desoxiguanosina (8-oxoG) es una lesién oxidativa ubicua y altamente estable del ADN que se
encuentra en todos los organismos, incluyendo en las bacterias. En este sistema participan las
proteinas MutY, MutM y MutT, encargadas de la escisidn de los nucledtidos oxidados, asi como
la proteina que cataliza la actividad de exonucleasa de 3' a 5' para corregir los errores, MutD o
DnaQ (subunidad épsilon de la ADN polimerasa Ill). MutY es una glicosilasa que cataliza la
eliminaciéon de la adenosina no dafada cuando se empareja con la forma dafada de la guanina
(8-0x0G), por lo que MutY previene las mutaciones deletéreas por transversién de bases (Figura
20) de tipo G:C a T:A. MutM, también conocida como Fpg o formamidopirimidina glicosilasa, es
una glicosilasa de ADN que tiene preferencia por la eliminacién de 8-o0xoG de las uniones de 8-
oxoG:C sobre las uniones 8-0xoG:A. Esto es importante para el funcionamiento correcto de este
sistema, ya que serd MutY el encargado de eliminar en un segundo paso los residuos de adenina
de las uniones 8-0xoG:A. En ausencia tanto de MutM como de MutY, se ha observado aumentos
de la frecuencia de la transversién de bases CG por AT, detectandose una frecuencia mucho mas
baja en las células que carecen solo de una de las dos proteinas. Los experimentos genéticos han
demostrado que la sobreproduccion de MutM puede compensar la elevada frecuencia de
mutacion en cepas carentes de MutY, lo que indica que la accién de MutM es previa a la de
Muty. 4

Por otro lado, la proteina MutT se encarga de hidrolizar el 8-oxo-7,8-
dihidrodeoxiguanosin-trifosfato (8-oxo-dGTP) y el 8-oxo-7,8-dihidroguanosin-trifosfato (8-oxo-
GTP) a la forma de monofosfato, evitando asi la incorporacién errénea de los nucledtidos
mutagénicos en el ADN y el ARNm durante la replicacidn y la transcripcion. En ausencia de esta
proteina, se produce la incorporacién errénea de 8-oxo-dGTP frente a una base de adenina
formando una unién 8-oxoG-A, que por un lado puede ser reparado por la accién de MutY
eliminando la base adenina o bien en la replicacién da lugar a 8-0xoG-C. En consecuencia, la
ausencia del gen mutT aumenta la aparicién espontdnea de transversiones de bases A:T por
C:G.415’416

Se describen como mutantes débiles aquellas cepas con delecion del gen mutM,
como mutantes moderados aquellas con delecién de mutYy como fuertes aquellos con delecion

del gen mutT o aquellas que son mutantes dobles mutM-mutY.*Y”
96



INTRODUCCION

Tremds i Microbiolngy Oxidatiﬂn ) T )
dGTP dGTP — dGMP + PPi
Replication S o P
_G_
{a) fb]/}xidahun
-_—— A C c
—— T e —— ——
AT to CG
mutation Replication
in muwiT
C A A, c
. 3 G
AT to CG Reolicat
mutation eplication
in muiT
Cc A - c—
? T —¢—
GC to TA
mutation
in muthd,
mutY

Figura 20. Esquema del sistema de reparacién del ADN de la oxidacion de las guaninas y de la
implicacion de las mutaciones en los genes que codifican para cada uno de los componentes

(mutM, mutTy muty).*

Por otro lado, se ha descrito que los mutantes de E. coli para el gen miaA, muestran
un aumento de 3 a 9 veces en el nimero de transversiones de GC a TA en situacidn de escasez
de nutrientes. Esta proteina produce una modificacidon necesaria para la union eficiente del ARNt
a los ribosomas y es importante para prevenir desplazamientos en el marco de lectura y otras
mutaciones. Se ha sugerido que puede tener una posible implicacion en la generacién o

reparacion de residuos de guanina oxidados.*1841°

Superoxido dismutasas (SOD)

Todos los organismos de crecimiento aerdbico también tienen que hacer frente a los
efectos secundarios toxicos del oxigeno, como la produccion de radicales libres. El radical anién
superoéxido es un producto temprano de la reduccidn de oxigeno. En un paso posterior, puede
convertirse en H,0, y oxigeno en un paso que es catalizado por las enzimas superéxido

dismutasas (SOD). En E. coli, se conocen tres enzimas SOD, y la mutacion en dos de los genes
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que los codifican (sodA y sodB) resulta en un fenotipo mutante. Se ha comprobado que la
inactivacidn del gen sodA incrementa la tasa de mutacidn bacteriana hasta en 8 veces, y hasta
41 veces superior para el doble mutante sodA-sodB, pero no ocurre asi lo mismo con el mutante
simple sodB. Ademas, este aumento de la frecuencia de mutacidn en los mutantes sodA y sodA-
sodB se ha visto que es dependiente de las condiciones de aerobiosis y de la actividad de la
exonucleasa lll planteando que el aumento del flujo de radicales superdxido en esta bacteria
produce lesiones en la molécula de ADN sobre las que puede actuar esta enzima resultando
finalmente en un mayor nimero de mutaciones.*?

Por otro lado, el H,0, producido por la SOD se regula en el interior celular por la
accion de una serie de proteinas entre las cuales se encuentra OxyR. Esta se trata de una
proteina reguladora del estrés oxidativo que asegura la presencia de una concentracion celular
estable de H,0; durante el crecimiento bacteriano. Se ha demostrado que cepas con mutaciones
en este gen muestran tasas de mutacidn espontdnea 10 veces superior a las observadas en las
cepas salvajes. A su vez, OxyR se encarga de la regulacién de los genes que codifican para la
hidroperoxidasa | (katG) y para la alquil hidroperdxido reductasa (ahp) y se ha comprobado que
la sobreexpresién de cualquiera de estos dos genes puede disminuir el fenotipo mutante

resultante de la carencia de la proteina OxyR en E. coli. **

Otros enzimas encargados de la reparacion del ADN

Se han descrito también fenotipos hipermutadores en relacion con mutaciones en
genes que codifican para los enzimas con actividad endonucleasa, como son la endonucleasas
Il (nth), IV (nfo) y VIII (nei) asi como la exonucleasa Il (xth) que juegan también un papel en la
eliminacion de bases nucleotidicas dafiadas o los enzimas ADN uracilo N-glicosilasa (ung) y ADN
glicosilasa especifica para el emparejamiento erroneo de bases tipo uracilo (mug). Existen
estudios que relacionan la carencia de estos enzimas en E. coli con aumentos en la tasa de

mutacidn.*4422

Sistemas de recombinacion del ADN y el papel del sistema SOS

El sistema SOS se trata de un importante mecanismo de respuesta al estrés mediado
por la produccion de ADN de cadena simple producido por el dafio de agentes tdxicos para la
bacteria. El incremento de esta forma de ADN en la célula bacteriana funciona como una sefal
que activa el sistema SOS, el cual tendra un papel en la reparacién del daifo genético. Este
sistema se regula principalmente por dos proteinas: LexA y RecA, las cuales actian como

represor y activador, respectivamente.*?
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LexA inhibe la expresidn de los genes que son inducidos por el reguldn (respuesta
SOS) uniéndose a promotor de los genes SOS en ausencia de dafio de ADN, interfiriendo a su vez
en la actividad de la ARN-polimerasa, dando lugar a la supresién de la transcripcion y expresion
de los genes.*** Sin embargo, cuando se produce dafio en el ADN, RecA y los complejos RecBCD
y RecFOR se activan para unirse a las moléculas de ADN de cadena simple (ADNcs). RecA en
presencia de ATP ayuda a hidrolizar al represor LexA, separandolo en dos fragmentos
polipeptidicos carentes de actividad permitiéndose asi la transcripcidn de los genes del sistema
SOS. El tipo y el nUmero de genes que componen el reguldn SOS varia segun las distintas especies
bacterianas; sin embargo, se han descrito una serie de genes que se encuentran conservados y
gue son comunes como son: recA, uvrA, ruvABy recN. UvrA forma parte de una de las proteinas
que se activan por el sistema SOS, concretamente del sistema de reparacidn por escision de
nucledtidos (Nucleotide excision repair o NER). NER es el sistema principal encargado de la
reparacion de las lesiones del ADN producidas por la radiacién ultravioleta, entre otras. Los
principales componentes de la via son las proteinas UvrA, UvrB y UvrC.*?

En definitiva, este complejo de helicasa/nucleasa (RecBCD) dependiente del ATP va
a promover la recombinacidn homadloga en la reparacion de roturas de ADN de doble cadenay
durante la conjugacién bacteriana. Recientemente, ademas, se ha sugerido que este complejo
participa también en degradacién de regiones de ADN duplicadas que se han producido como
errores en la replicacién genética.*?®

Debido al importante papel de todas estas proteinas en la reparacién del dafo
celular, cualquier disfuncién de las mismas o alteraciones en la expresion genética va a dar lugar
a una falta de reparacién del dafio genético y por lo tanto puede producir un incremento en la
frecuencia de mutacidn bacteriana. Se ha observado que las cepas con delecion de los genes
recA y recB carecen de capacidad para realizar reversién de las mutaciones como respuesta
adaptativa, y que la ausencia del gen recD produce aumento de la tasa de recombinacion asi
como de mutacién dependientes de los genes funcionales recA y recB.**’

Por otro lado, cuando el ADN se ve dafiado se produce un bloqueo de la ADN
polimerasa lll, asi que, a través de la activacion del sistema de respuesta SOS se va a producir la
activacion de genes codifican para las ADN polimerasas Il, IV y V. Estas polimerasas son de baja
fidelidad por lo que son propensas a producir un mayor nimero de errores durante el proceso
de la replicacién y, por lo tanto, van a producir un aumento en la tasa de mutacién bacteriana.
En consecuencia, la activaciéon del sistema SOS en si va a favorecer el fendmeno de
hipermutacidn transitoria como respuesta de supervivencia bacteriana. Muchos trabajos
apoyan la idea de que concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos inducen mutagénesis

mediada por la respuesta SOS.*?842?
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Es interesante un trabajo que ha demostrado que la induccidn potente del sistema
SOS en bacterias con déficit del sistema MDMMR permite el intercambio completo de
secuencias entre dos especies bacterianas distintas como son E. coli y Salmonella typhimurium,

elimindndose completamente la barrera genética.**°

Incidencia del fenotipo del hipermutador en la clinica

Diversos estudios analizan la proporcién de aislados clinicos hipermutadores en
distintas especies bacterianas, ya sean patdgenos o comensales, obtenidas de diferentes
muestras; cuya incidencia va a depender de cémo se defina el concepto de aislado hipermutador
previamente establecido por los autores. Aunque se han encontrado cepas hipermutadoras en
aislados comensales, muchos estudios demuestran esta caracteristica en aislados patégenos.
Los microorganismos patégenos estan expuestos a cambios ambientes que producen estrés
celular, ya sea por los propios mecanismos de defensa del huésped o por la propia presién que
ejercen los agentes antimicrobianos durante el tratamiento. Estos factores pueden favorecer la
aparicion de mutantes y acelerar la evolucion de los patégenos mediante seleccion de factores
de virulencia. En el estudio realizado por LeClerc y colaboradores del afio 1996 encuentran una
incidencia de mutantes en aislados de E. coli y Salmonella enterica superior al 1%. Los hallazgos
de este trabajo dieron lugar a reconsiderar que la frecuencia de este fenédmeno en los aislados
clinicos podria ser mayor de lo esperado.3®

Posteriormente, en otro estudio realizado en 603 aislados de E. coli, comensales y
patdgenos (causantes de bacteriemias, infecciones urinarias, infecciones gastrointestinales o
infecciones del sistema nervioso central), compararon la proporcion de hipermutadores
presentes en ambos grupos sin encontrar diferencias significativas. Sin embargo, el 7,5% de los
patdgenos de origen urinario se clasificaron en este estudio como hipermutadores de alto nivel
por presentar una frecuencia de aparicidon de mutantes superior a 2,5x107, suponiendo una
diferencia significativa respecto a los aislados de origen no urinario.*® La presencia de elevadas
frecuencias de mutantes en uropatdgenos se ha observado también en otro estudio realizado
por realizado por Baquero y colaboradores. En este trabajo analizaron 696 aislados de E. coli
(patégenos de origen urinario y de bacteriemia y comensales de muestras de heces)
procedentes de muestras de distintos paises europeos. Encontraron una mayor proporcion de
mutantes débiles (4x1078 < frecuencia de mutantes resistentes a rifampicina <4x107) en los
aislados procedentes de bacteriemia (38%) que en los patdogenos urinarios (25%) y de los
comensales (11%).

El fendmeno de la hipermutacién ha sido ampliamente estudiado en aislados de

muestras respiratorias de pacientes con fibrosis quistica contando con numerosos estudios en
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este campo. P. aeruginosa es el patdégeno mas relevante en el desarrollo de infecciones
pulmonares en esta patologia. Existen estudios que demuestran elevadas frecuencias de
mutantes en los aislados de P. aeruginosa de muestras respiratorias procedentes de pacientes
con fibrosis quistica.**?*3% Ademas, |a prevalencia de aislados hipermutadores en estos pacientes
es frecuente. Varios estudios muestran un alto porcentaje de pacientes con esta enfermedad
gue se encuentran colonizados con aislados hipermutadores de esta especie. En dos trabajos
distintos en los que estudian la prevalencia en 30 pacientes de fibrosis quistica colonizados por
aislados de P. aeruginosa hipermutadora, obtienen unos porcentajes del 57% y el 36%,
respectivamente.*143* Estos estudios muestran la elevada prevalencia del fendmeno de
hipermutacidn en los procesos de infeccidn crénicos de los enfermos con esta patologia. Esto
sugiere un posible papel de la hipermutacidn en la adaptacion bacteriana para la persistencia a
largo plazo, ya que estos microorganismos deben sobrevivir en un entorno en el que existe una
fuerte respuesta inflamatoria que implica la generacién de estrés oxidativo.***%3> Por otro lado,
se ha observado un porcentaje superior de hipermutadores en aislados procedentes de
muestras clinicas en comparacion con aquellos de origen ambiental, en un trabajo en el que
estudian 174 aislados de S. maltophilia, patégeno oportunista que produce infecciones crénicas
en pacientes con fibrosis quistica.**® Resultados similares se han observado en aislados de S.
aureus. En un estudio en el que comparan la proporcién de aislados hipermutadores de esta
especie en muestras respiratorias de pacientes con fibrosis quistica frente a pacientes sin esta
enfermedad, se observa una mayor proporcién en los aislados de pacientes con fibrosis quistica
(14,6% de un total de 89 aislados) respecto al grupo comparado (1,3% de un total de 74
aislados).**” Esto mismo se ha observado con aislados de S. pneumoniae y H. influenzae.*384%°

Se han observado elevadas frecuencias de mutacién en aislados procedentes de
infecciones del sistema nervioso central, como es el caso del trabajo realizado por Richardson 'y
colaboradores, en el que encontraron hasta un 57% de aislados hipermutadores de N.
meningitidis entre un total de 95 aislados estudiados.*®

Otros trabajos realizados en enteropatégenos han demostrado también frecuencias
de mutantes mas elevadas en aislados clinicos en comparacién con aislados comensales. En el
estudio de Denamur y colaboradores, realizado en 603 aislados de E. coli y Shigella spp.,
encontraron que las cepas patogénicas (enterohemorragicas y enteroinvasivas) tenian
frecuencias de mutantes mas elevadas (alrededor del 5% y el 4%, respectivamente) en
comparacién con los aislados comensales (1 y 3%).**! En otro estudio se ha observado
diferencias significativas entre la frecuencia de mutantes en aislados de Salmonella spp de
origen animal en comparacidn con los aislados de esta especie obtenidos de muestras humanas,

con unas proporciones de un 15,6% y un 3,3%, respectivamente.**
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Técnicas para deteccion del fenotipo hipermutador

Disco difusién v tiras de gradiente

Existen trabajos que han comprobado que los métodos de disco difusién y las tiras
de gradiente de antibidticos son capaces de identificar a los aislados hipermutadores mediante
la presencia de subpoblaciones resistentes a los antibiéticos dentro de los halos de inhibicion.
En un estudio realizado con P. aeruginosa de muestras de pacientes con fibrosis quistica los
autores observaron que aquellos aislados que presentaban subpoblaciones resistentes en los
halos de inhibicién por disco-difusién y por tiras de gradiente en tres o mas de los antibidticos
testados, coincidian con aquellas clasificadas como hipermutadoras en base al andlisis previo de
frecuencia de aparicion de mutantes. Ademas, comprobaron el fenotipo hipermutador
mediante esta técnica con una cepa control no hipermutadora y una cepa AmutS.*! Sin

embargo, otros autores han encontrado discrepancias con el uso de este método.**?

Frecuencia de aparicién de mutantes

La frecuencia de aparicién de mutantes resistentes a un antimicrobiano se define
como el numero de bacterias resistentes respecto al total de las sensibles, presentes en un
cultivo. Su estimacidn suele realizarse en un cultivo en liquido durante 24 horas, que se diluye
lo maximo posible para disminuir la probabilidad de la presencia de mutantes preexistentes en
el cultivo y de nuevo se incuba el caldo diluido durante 24 horas. A continuacién, se realizan
diluciones seriadas del cultivo y se siembran en placas de agar con y sin antibidtico. Por ultimo,
estas placas se incuban a 372C durante 24 horas y se procede al recuento de colonias para
calcular la proporcién de aquellas que crecieron en antibiético frente a las que crecieron en
ausencia de antibidtico. Para obtener unos resultados concluyentes se deben realizar un nimero
elevado de réplicas del ensayo para evitar el sesgo de aparicion de mutantes en los primeros
momentos del cultivo.

Para el estudio de la capacidad mutadora de una cepa de manera general se emplean
antibidticos para los cuales las bacterias desarrollan resistencia en un solo paso, por la afectacion
de un Unico gen, detectando asi las subpoblaciones mutantes mediante la expresion del fenotipo
resistente. Por este motivo, de forma habitual se utiliza rifampicina debido a que la presencia
de subpoblaciones resistentes a este antibidtico se produce por mutaciones en el gen rpoB.
Sesenta y nueve mutaciones diferentes en este gen son capaces de generar resistencia a la
rifampicina en E. coli.*** Cabe sefialar también que la seleccién por resistencia a la rifampicina
no puede detectar mutadores que generen predominantemente mutaciones por
desplazamiento del marco de lectura. Por otro lado, se utilizan otros antibidticos como el acido

nalidixico, la espectinomicina, la novobiocina, el 4cido fusidico o la fosfomicina 398408431444
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Tasa de mutacidon bacteriana:

La tasa de mutacién es una estimacion de la probabilidad de que se produzca una
mutacién por divisién celular, lo que se traduce en la probabilidad de que se produzca una
mutacion durante la vida de una célula bacteriana. La determinaciéon exacta de la tasa de
mutacién depende de comprender la potencia y limitaciones de los métodos utilizados para su
determinacién, ademds de cdmo optimizar un ensayo para un método determinado. De forma
general, existen dos tipos de metodologia para determinar la tasa de mutacion, uno que mide
la acumulacién de mutaciones y otro que se basa en el analisis de fluctuaciones.

Los métodos que miden la acumulaciéon de mutaciones son muy precisos, pero tienen
el inconveniente de que su ejecucién requiere de mucho tiempo y laboriosidad. Durante el
crecimiento exponencial de un cultivo bacteriano, cuando la poblacién alcanza un tamafio tal
que la probabilidad media de que ocurra una mutacién es del 100%, la proporcién de células
gue son mutantes aumenta linealmente (suponiendo que no haya diferencia en la tasa de
crecimiento entre las mutantes y las no mutantes). Si el nUmero de mutantes, r, y el nimero
total de células, N, se determinan en varios puntos durante el crecimiento del cultivo, entonces
la tasa de mutacién, Y, es simplemente la pendiente de la linea de r frente al nUmero de
generaciones bacterianas, suponiendo un crecimiento sincrénico.

Tasa de mutacion (u) = (f>—f1) / In (N2/N4); f=r/N

- r:numero observado de mutantes
- N:numero total de bacterias
- f:frecuencias mutantes

Sin embargo, para determinar con precision la tasa de mutacidn de esta manera se
requiere un numero elevado de células con intervalos de tiempo prolongados entre la poblaciéon
bacteriana N; (inicial) y la N2 (final). El uso de diluciones en serie del cultivo va a ayudar al
recuento bacteriano en estos experimentos; sin embargo, cada dilucién introduce un error de
muestreo que puede influir de forma importante en el calculo de la tasa de mutacion.**
Ademas, otro problema de este método es la subestimacidn de aquellas poblaciones bacterianas
mutantes que presentan un detrimento del fitness.

El otro método utilizado es el analisis de fluctuacion de Salvador E. Luria y Max
Delbriick (Figura 21),%* el cual permite demostrar el caracter preadaptativo de las mutaciones
bacterianas mediante la determinacidn de la distribucion del nimero mutantes en cultivos
bacterianos paralelos. En base al andlisis de la distribucidn de los mutantes obtenidos del test
de fluctuacion se podra analizar la tasa de mutacién. Aunque existen diferentes ensayos para
realizar el analisis de fluctuacion, todos tratan de estimar el nimero probable de mutaciones

por cultivo bacteriano que da lugar a la distribucién observada de los mutantes bacterianos. Es
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decir, todos se basan en el calculo del nimero de mutaciones que se ha producido por cultivo,
no en el nimero de mutantes presentes por cultivo. Estos métodos tienen en cuenta que el
numero de mutaciones por cultivo va a depender, no solo de la tasa de mutacién celular, sino
también del crecimiento bacteriano (que dependera de la naturaleza del medio y del volumen
del cultivo). Como la tasa de mutacion es la probabilidad de que una Unica célula sufra una
mutacién durante su vida, la tasa de mutacién puede calcularse por el nimero de mutaciones
que se ha producido en un cultivo entre el nimero de células totales en riesgo de sufrir la

mutacion.
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Figura 21. Demostracion del cardcter preadaptativo de la mutacidn mediante el "test de
fluctuacién". En el caso de que las mutaciones no tuvieran un caracter preadaptativo, teniendo
en cuenta que todos los cultivos tienen el mismo nimero de bacterias totales, la distribucion
del numero de colonias resistentes al medio con fago por placa deberia ser similares en Ay en
B. Sin embargo, si se tiene en cuenta el caracter preadaptativo, lo cual quiere decir que la
aparicidon de las mutaciones no va a depender de la presencia en si del fago, sino que se
producen al azar, éstas habran aparecido previamente al contacto con el fago, de ahi que en los
casos A y B, las distribuciones del nimero de colonias resistentes por placa son diferentes. El
numero final de mutantes dependera de la generacién en la que aparezca la mutacion, en caso
de una mutacién que se produzca en generaciones tardias dard lugar a un numero bajo de

bacterias mutantes, sin embargo, sin la mutacidn se produce en las primeras generaciones, se
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producird un nimero mucho mayor de bacterias mutantes. El fago permite simplemente

seleccionar aquellas mutantes que son resistentes al mismo.**’

Todos los modelos para estimar el nimero de mutaciones en un cultivo bacteriano
dependen de la distribucidn tedrica de los clones mutantes, descrita por Luria-Delbriick.**® Lea
y Coulson, plantean el primer modelo para poder estimar la distribucién de los clones mutantes,
convirtiéndose en la base de los modelos posteriores.**® Estos modelos matematicos estdn
basados en una serie de presunciones sobre el proceso de mutacidn que son: (1) la probabilidad
de mutacién es constante a lo largo de la vida de la célula, (2) la probabilidad de mutacidn a lo
largo de la vida de la célula no varia durante su crecimiento, (3) la proporciéon de mutantes es
siempre muy baja,(4) el nimero inicial de células es insignificante en comparacién con el nimero
final de células en un cultivo bacteriano, (5) las bacterias mutantes y las no mutantes tienen las
mismas tasas de crecimiento, (6) la reversién de las mutaciones ocurren en una frecuencia
insignificante (7) al igual que la muerte celular, (8) se detectan todos los mutantesy (9) no surgen
mutantes nuevos posteriores al proceso de seleccién. Sin embargo, estas suposiciones
realmente no son del todo ciertas, ya que se ha demostrado que las mutaciones que afectan a
ciertos genes pueden producir un coste bioldgico y por lo tanto influir en la tasa de crecimiento
de la poblacidn y asi el método detectaria un menor nimero de células mutantes, 334363

Un ensayo de fluctuacidn se realiza mediante una serie de cultivos en paralelo
utilizando inéculos bacterianos muy bajos (para evitar la presencia de mutantes en el inéculo
inicial) e iguales entre si, que posteriormente se incuba y se dejan crecer durante 24 horas. A
continuacién, se siembra un volumen determinado del cultivo liquido en agar con medio
selectivo, para calcular el nimero de mutantes presente en cada cultivo, y en medio no
selectivo, para determinar el nimero total de células. La tasa de mutacidn se determina a partir
de la distribucién del nimero de mutantes.

En este modelo hay que tener en cuenta una serie de factores para realizarlos de
forma adecuada. En primer lugar, hay que atender el nimero de bacterias totales presentes en
los cultivos. Debido al uso de cultivos paralelos, va a ser de extrema importancia que la poblacion
bacteriana total sea la misma en todos los cultivos cuando se realice el proceso de seleccién de
mutantes. Para ello, se debe llevar un control del crecimiento bacteriano mediante densidad
Optica o recuento bacteriano en placas sin antibidtico. En segundo lugar, el nimero de cultivos
paralelos va a afectar a cdmo de precisa sea la estimacidn del nimero de mutaciones dentro de
un cultivo. A mayor nimero de cultivos en paralelo, se va a producir una mayor precisién de esta
estimacion. Se considera adecuada una precision de un 20% del modelo para la estimacion del

numero de mutantes por cultivo. Dependiendo de la técnica utilizada, el nimero de cultivos
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paralelos para alcanzar este grado de precision va a variar. En tercer lugar, hay que tener en
cuenta el indculo inicial, el cual ademds de no deber contener ningln mutante preexistente,
debe ser insignificante en comparacién con el indculo final. Sin embargo, a menor indculo, el
tiempo para lograr un inéculo bacteriano adecuado serd superior y se pone en riesgo la
viabilidad del mismo. Se recomienda un indculo inicial total que se calcula a partir del numero
final de bacterias totales en el cultivo/10* Por otro lado, no se recomienda realizar estos ensayos
a partir de UFC individuales, ya que el nimero de mutantes puede variar entre ellas. Se debe
hacer una dilucidn de las UFC en medio liquido fresco y posteriormente distribuirlo en los tubos
de cultivo individuales para proceder al ensayo.*®

Luria y Delbriick propusieron dos métodos diferentes para estimar la tasa de
mutacion de la poblacién bacteriana. Por un lado, un método basado en medir la proporcion de
cultivos bacterianos en los que no se observan mutantes que se denomina el método p0; y, por
otro lado, el método basado en calcular la media de células mutantes de la poblacién bacteriana.
Ambos dan lugar a una distribucion de Poisson, la cual se trata de una distribucion de
probabilidad discreta que, a partir de la estimacion de la frecuencia de ocurrencia media de un
suceso con probabilidades muy bajas, expresa la probabilidad de que ocurra un determinado
numero de eventos (mutaciones) en un periodo de tiempo. La media y la varianza del evento
van a depender de la probabilidad de que se produzca una mutacién, asi como del nimero de
bacterias presentes en la poblacién. Aparte, existen otros modelos para calcular la tasa de
mutacion a partir del ensayo de fluctuacidn, como el método de la mediana de Lea-Coulson, la
férmula de Drake usando la mediana, estimacion de la mediana de Jones, el método de los

cuartiles, método de maxima probabilidad de Lea-Coulson, etc.

7. Tratamiento antibiotico combinado como estrategia terapéutica frente a subpoblaciones
bacterianas

7.1. Fundamentos

La fosfomicina presenta una serie de aspectos farmacocinéticos y farmacodinamicos,
como son la limitada unidn a proteinas séricas, la excrecién del fdrmaco activo en orina a altas
concentraciones, ademas de las concentraciones relativamente altas que se alcanzan en otros
compartimentos como el pulmadn, sangre o liquido cefalorraquideo, que favorecen su uso para
el tratamiento de infecciones que impliquen a estos focos.**® Sin embargo, como se ha
comentado previamente, la presencia de un fenotipo bacteriano heterorresistente frente a un
antimicrobiano puede dar lugar al fracaso terapéutico ante un tratamiento en monoterapia con

el propio farmaco. En el caso de este antibidtico hay que tener en cuenta que, ademas, presenta
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una elevada frecuencia de aparicién de subpoblaciones resistentes aun en microorganismos
considerados como sensibles,**”**? |o que puede ser un problema afiadido a la posible eficacia
del tratamiento en monoterapia frente a aislados que ademas presentan subpoblaciones
resistentes preexistentes. La ventaja es que este farmaco permite ser combinado de forma
segura con otros antibidticos ya que no presenta resistencia cruzada con otros agentes
antimicrobianos y se han descrito escasos estudios que demuestren un efecto antagonista de
este farmaco en combinacidn con otros antimicrobianos. Por ello, el uso de combinaciones
sinérgicas de antibidticos se trata de una via interesante a tener en cuenta como estrategia para
combatir poblaciones bacterianas con sensibilidad heterogénea a este antimicrobiano.3*

El uso de la terapia antibiética combinada ha tomado especial relevancia con el
aumento de la frecuencia de infecciones por microorganismos frente en los que las opciones
terapéuticas son limitadas, especialmente frente a bacilos Gram negativos multirresistentes.
Realmente existen pocos estudios clinicos con suficiente potencia que comparen el efecto de la
terapia combinada frente a la monoterapia. La mayoria de los estudios en este sentido son de
cohortes retrospectivos y series de casos con tamanos muestrales insuficientes, lo que hace que
sea complicado tener en cuenta la influencia de los factores de confusidon pudiendo dar
resultados contradictorios. Para obtener conclusiones clinicamente relevantes, es necesario
realizar estudios de cohortes que incluyan un gran nimero de pacientes, asi como ensayos
clinicos aleatorizados dotados de suficiente potencia. Se ha visto, que la terapia combinada no
tiene beneficio afiadido con respecto a la mortalidad de los pacientes que presentan infecciones
por microorganismos sin multiples mecanismos de resistencia, pudiendo suponer un
incremento en el riesgo de aparicidon de efectos adversos, costes y afectaciéon de la ecologia
bacteriana;*¥*?2 sin embargo, los resultados difieren cuando se estudia su efecto en infecciones
por microorganismos multirresistentes o en pacientes graves. En un estudio retrospectivo en el
que se analizan los datos de 28 Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) de diferentes hospitales
para evaluar el beneficio terapéutico de la terapia empirica combinada (betalactamicos en
combinacion con aminoglucdsidos, fluoroquinolonas o macrélidos/clindamicina) en
comparacién con monoterapia con betalactamicos en 4.662 pacientes diagnosticados de shock
séptico bacteriano, encontraron una disminucién de la mortalidad a los 28 dias de los pacientes
que habian recibido tratamiento empirico combinado frente a los que recibieron monoterapia
(29% frente a 36%; P=0,0002), con un aumento de dias libre de ventilacion mecanica (mediana
[rango intercuartilico]: 17 dias [0-26] vs mediana: 10 dias [0-25 dias]; p=0.008) y vasopresores
(25 dias [0-28 dias] versus 23 dias [0-28 dias]; p=0.007).%® Gutiérrez-Gutiérrez y colaboradores,
en un estudio de cohortes retrospectivo en el que incluyen 437 pacientes con bacteriemia por

enterobacterias productoras de carbapenemasa de 26 hospitales de tercer nivel de diez paises
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diferentes, comprueban que el tratamiento combinado se asocia con un aumento de la
supervivencia solo en aquellos pacientes que presentan una alta probabilidad de muerte en
base a un indice de puntuacién previamente validado y dirigido a predecir la mortalidad en este
tipo de infecciones.** Estos estudios demuestran que es de especial importancia la
individualizacién en la eleccién terapéutica, basada en las caracteristicas del paciente
(antecedentes personales, gravedad de la enfermedad, naturaleza de la infeccidn, exposicion
previa a antibidticos, estancias previas hospitalarias, la presencia de sondaje o dispositivos
externos y la colonizacidn con microorganismos multirresistentes) asi como en la epidemiologia
local.*> A pesar de la falta de consenso entre los diferentes estudios, un metaanalisis
recientemente publicado por Schmid y colaboradores encuentran que el tratamiento
combinado frente a bacterias Gram negativas multirresistentes parece ser superior a la
monoterapia en términos de mortalidad.**®

Sin embargo, el efecto de la terapia combinada frente a bacterias heterorresistentes,
es un campo menos explorado. Band y colaboradores, en su trabajo recientemente publicado,
estudian el fendmeno de la heterorresistencia a diferentes antibidticos en aislados clinicos de
enterobacterias productoras de carbapenemasas. Realizan ensayos de curvas de letalidad y
modelos de infeccién animal para evaluar el efecto de la terapia combinada con diferentes
farmacos frente a distintos aislados que presentaban heterorresistencia a dos o mas farmacos,
obteniendo unos resultados que demostraron eficacia en aquellas combinaciones con
antimicrobianos para las que los aislados presentaba fenotipo de heterorresistencia (colistina +
fosfomicina, colistina + ceftazicima, fosfomicina + ceftazidima). Sin embargo, el tratamiento
fracasé cuando se combind un antimicrobiano frente al que el aislado era heterorresistente
junto con otro considerado como resistente. Este trabajo aporta ademas datos llamativos sobre
la frecuencia de heterorresistencia a antimicrobianos presente en aislados de enterobacterias
resistentes a carbapenémicos, ya que observaron que el 97,1% de los aislados estudiados (104
enterobacterias multirresistentes, productoras de carbapenemasas) eran heterorresistentes a
por lo menos un antimicrobiano de los 16 estudiados (11.648 condiciones diferentes: 104
aislados x 16 antibidticos x 7 concentraciones diferentes del antimicrobiano) y el 86,5%
presentaba heterorresistencia a por lo menos dos. Ademas, se observé heterorresistencia para
cada uno de los diferentes antimicrobianos estudiados, pero la proporcién variaba entre ellos,
desde un 72,1% para fosfomicina hasta un 1 % para ampicilina. Estos datos indican que la
heterorresistencia es mas frecuente de lo que podemos pensar y, sobre todo, que puede
aparecer en la respuesta de bacterias multirresistentes frente a fdrmacos de rescate que pueden
suponer la Unica opcién terapéutica. Estos resultados sugieren que los tratamientos combinados

con antimicrobianos clasificados como heterorresistentes pueden suponer una buena opcion
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terapéutica en una gran proporcion de enterobacterias multirresistentes.3*® Los hallazgos de
este estudio aportan luz en la eficacia del tratamiento combinado frente a aislados clinicos
frente los que las opciones terapéuticas son escasas y pone de manifiesto la importancia del
laboratorio para establecer una clasificacién adecuada de aquellas bacterias que realmente son
heterorresistentes. El uso de los métodos de estudio de sensibilidad, que no permiten detectar
este fendmeno, puede dar lugar a error pudiendo clasificarse como sensibles a bacterias que
son heterorresistentes frente a los que la monoterapia sea ineficaz o, por el contrario, podria
clasificarse como resistentes a aquellas combinaciones microorganismo-antimicrobiano
heterorresistentes, imposibilitando asi la posibilidad de utilizar tratamientos combinados que
erradicasen las subpoblaciones resistentes.

El efecto sinérgico concreto de la fosfomicina con otros farmacos ha sido demostrado
en numerosos trabajos, la mayoria de ellos in vitro, dirigiéndose generalmente al estudio de
distintas combinaciones frente a aislados multirresistentes para los que existen escasas
opciones terapéuticas y que suelen ser sensibles a fosfomicina en los estudios in vitro.**7-%° Lg
combinacion de fosfomicina con foscarnet, un antiviral derivado del dcido fosfonico que inhibe
al enzima FosA resulta interesante ya que se ha comprobado que incrementa la actividad de la
fosfomicina en aislados que poseen esta enzima codificada en su cromosoma (P. aeruginosa, K.
pneumoniae y E. cloacae).*®* Ademds en P. aeruginosa, que como se ha explicado previamente
contiene una via alternativa para sintesis de la pared bacteriana vinculada al reciclaje del
peptidoglicano, se ha demostrado que cuando se combina la fosfomicina con moléculas que
inhiben el reciclaje del peptidoglicano, aumentan la sensibilidad a dicho antimicrobiano.?®2 En E.
coli productor de BLEE se ha comprobado el efecto sinérgico de la fosfomicina junto con
carbapenémicos, aztreonam, colistina, netilmicina y tigeciclina en diferentes estudios.?63-4%° Sin
embargo, también existen trabajos que no han demostrado efecto sinérgico de la fosfomicina
en combinacidn con otros farmacos, o incluso han llegado a observar antagonismo. En un
estudio en el que se evalla la actividad sinérgica in vitro de fosfomicina en combinacion con
colistina, tigeciclina, imipenem y meropenem, mediante ensayo en tablero de ajedrez, frente a
12 aislados de K. pneumoniae productor de OXA-48, observaron sinergia en las combinaciones
de fosfomicina con imipenem, meropenem Yy tigeciclina en una proporcién de un 42%, 33% y
33%, respectivamente. Sin embargo, encontraron que la combinaciéon de fosfomicina con
colistina fue antagdnica en el 100% de los aislados,*® al contrario de lo observado en otros
estudios con esta misma combinacidn de farmacos.**

En cuanto a los modelos in vivo, la mayoria son estudios realizados en modelos
animales, siendo mas limitado el nimero de estudios realizados con pacientes. Algunos de estos

estudios se han desarrollado para valorar el uso de fosfomicina en combinacién con otros
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farmacos como una opcidn para el tratamiento de infecciones osteoarticulares, bacteriemias o
incluso infecciones meningeas, observdndose una adecuada respuesta al tratamiento. El
inconveniente de estos estudios es que el nimero de pacientes suele ser limitado. Ejemplo de
ello es un estudio realizado para evaluar el tratamiento combinado con fosfomicina en 16
pacientes que presentaban distintas infecciones de origen osteoarticular, meningeo o
bacteriemia persistente producidas por MRSA en el que observan que el tratamiento con
cefotaxima (25 mg/kg, en infusion intravenosa durante 30 minutos) en combinacion con
fosfomicina (50 mg/kg, en infusidn intravenosa durante tres horas) permitia la curacién de todos
los pacientes sin presentar recaidas.*®” Otro estudio con un volumen mayor de pacientes que el
anterior, evalué la adicién de 5 g de fosfomicina/8 horas por via intravenosa (con un bolo inicial
de 5 0 10 g) al tratamiento antibidtico de 60 pacientes con osteomielitis postraumatica crénica
en la que los microorganismos aislados mas frecuentemente eran S. aureus (56,7%),
estafilococos coagulasa negativa (25%) y P. aeruginosa (16,7%); todos sensibles a fosfomicina.
Durante el seguimiento medio de 37 meses, el 54,7% de los pacientes tuvieron una excelente
respuesta al tratamiento, mientras que en el 26,4% se produjo fracaso terapéutico. Ademas, en
19 pacientes se determinaron las concentraciones de fosfomicina en hueso, siendo superiores a
las CMlgo de los aislados.*® En otro estudio realizado en 103 pacientes de entre 1 mesy 15 afios
diagnosticados de osteomielitis aguda hematégena, causada principalmente por S. aureus,
sometieron a 23 de ellos a tratamiento con fosfomicina en monoterapia y lo compararon con 47
pacientes tratados con fosfomicina en combinacidon con otro antibiético (en el 94% de los
pacientes se combind la fosfomicina con un betalactdmico) y con 33 pacientes que recibieron
cualquier otro tratamiento sin fosfomicina. En este estudio, todos los pacientes progresaron
favorablemente durante la terapia, excepto un paciente en el grupo de tratamiento combinado
(2%) y otro paciente del grupo de tratamiento sin fosfomicina (3%), en los que se desarrolld

recurrencia.*®®

7.2. Papel de los aminoglucésidos en la terapia combinada.
La amikacina se trata de un antimicrobiano perteneciente al grupo de los
aminoglucésidos, grupo considerado como antibidticos de primera y segunda linea. Son

Ill

clasificados por la OMS como antibidticos del “grupo accesible”, categoria que se utiliza para
aquellos antimicrobianos que ofrecen un mejor valor terapéutico a la vez que poseen un efecto
colateral menor en la potenciacién de la resistencia antimicrobiana.*’® A veces los
aminoglucésidos pueden ser la Unica opcidn de tratamiento contra las infecciones bacterianas
multirresistentes y se recomiendan ocasionalmente como parte de una terapia combinada,

frecuentemente en combinacidn con betalactdmicos.*>4"1473 E| posible efecto sinérgico de los
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aminoglucésidos en combinacion con los betalactamicos en el tratamiento frente a diferentes
microorganismos, Gram negativos y Gram positivos, no es algo novedoso, sino que ha sido un
asunto de interés desde hace décadas.?*”4’447> E| uso concreto de amikacina en monoterapia se
recomienda principalmente en el tratamiento de infecciones del tracto urinario.*’® Una de las
ventajas que presenta este farmaco para su uso en combinacion es la preservacion de su eficacia
terapéutica con la administracion de una Unica dosis diaria, lo que facilita su administracion en
la préctica clinica.*”’

Numerosos estudios han demostrado ventajas a favor de la terapia combinada de los
aminoglucésidos junto con betalactdmicos frente a bacterias multirresistentes o
extremadamente resistentes en los que la actividad de los antimicrobianos de primera linea
puede verse seriamente comprometida. El uso de aminoglucésidos en combinaciéon con
carbapenémicos ha demostrado efecto sinérgico in vitro frente a cepas de K. pneumoniae

478479 3si como en combinacidn con piperacilina-tazobactam en

productoras de carbapenemasa
modelos de infeccién por endocarditis causada por aislados de K. pneumoniae productor de
BLEE.*¥° Sin embargo existen otros estudios en los que no se observa efecto sinérgico de los
aminoglucdsidos en combinacién con betalactamicos frente a este tipo de aislados.*!

Por otro lado, en un meta-andlisis que compara el uso de tratamiento combinado
con aminoglucdsidos y betalactamicos frente al tratamiento en monoterapia con betalactamicos
se observa que el uso de estos antimicrobianos en combinacién no aporta ningun beneficio en
la prevencion del desarrollo de resistencia a los antimicrobianos en el tratamiento de aislados
que inicialmente son sensibles a los betalactamicos, asocidndose la monoterapia con
betalactamicos con una menor tasa de sobreinfecciones y menor fracaso terapéutico (OR: 0,62;
IC del 95%, 0,42-0,93 y OR: 0,62; IC del 95%, 0,38-1,01; respectivamente).*®

Estos antimicrobianos se han utilizado en combinacién e incluso en monoterapia
para el tratamiento de infecciones causadas por aislados productores de carbapenemasa. En un
estudio realizado en Grecia durante un brote por K. pneumoniae productora de KPC-2 en el cual
participaron 22 pacientes, se le administré aminoglucésidos junto con colistina a 5 pacientes con
neumonia, afiadiéndose un tercer farmaco (tigeciclina) en 2 de los pacientes. Todos presentaron
un resultado favorable, inclusive un paciente con bacteriemia que recibié el aminoglucdsido en
monoterapia.*® En un estudio retrospectivo en el que participaron 44 pacientes con bacteriemia
por K. pneumoniae productor de BLEE, fallecieron 2 de 4 pacientes que recibieron un
aminoglucdsido activo en monoterapia. 4%

El efecto concreto de los aminoglucdsidos en combinacion con fosfomicina se ha

investigado en diversos trabajos, ya que existe especial interés como posible estrategia

terapéutica frente a infecciones por bacterias multirresistentes frente a los que estos
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antimicrobianos son a veces la Unica opcién posible. Los resultados de las combinaciones en
estudios in vitro han demostrado un efecto sinérgico con la combinaciéon de fosfomicina y
netilmicina frente a varios aislados de K. pneumoniae productores de carbapenemasay de BLEE,
asi como frente a E. coli productor de BLEE;*** sin embargo, se ha observado en otros estudios
gue la combinacién de otros aminoglucdsidos, como la gentamicina, es indiferente frente a K.
pneumoniae productora de carbapenemasa (KPC-2).%°

El efecto concreto de la combinacidn de fosfomicina junto con el aminoglucdsido
amikacina ha suscitado gran interés para combatir las infecciones por bacterias
multirresistentes, especialmente Gram negativas. Se ha comprobado su efecto sinérgico
mediante diferentes métodos de laboratorio frente a microorganismos como P. aeruginosa o A.
baumannii para tener en cuenta como una posible alternativa de tratamiento ante infecciones
por estos microorganismos.*8 Concretamente, se ha estudiado en mayor profundidad el uso
de esta combinacién de antimicrobianos como terapia adyuvante mediante via inhalatoria en
pacientes con neumonia asociada a ventilacién mecanica. Se trata de un sistema de inhalacidn
administrado a través de nebulizadores en linea que contienen amikacina y fosfomicina
combinadas en una proporcion de 5:2 (amikacina, 3 mL a 100 mg/ml; fosfomicina, 3 mL a 40
mg/ml). Esta dosificacién se ha establecido en base a resultados de estudios que han
determinado las dosis maximas toleradas para administracion de estos dos agentes en aerosol
y conseguir altos niveles del aminoglucdsido a nivel traqueal, asi como concentraciones
suficientes de fosfomicina para lograr efecto sinérgico con amikacina sin aumentar la
osmolalidad de la solucién, ademas de un volumen del producto que permita su administracion
segura en un tiempo de administracién relativamente corto.*® Teniendo en cuenta este régimen
de dosis, Montgomery y colaboradores realizaron subsecuentes estudios in vitro que avalan la
eficacia de esta combinacidon. En el primero de ellos, evalian la actividad de amikacina y
fosfomicina, solas y en combinacién, frente a 62 aislados (A. baumannii, P. aeruginosa y K.
pneumoniae) con valores de CMI a amikacina >32 mg/L, considerados dentro de la categoria
clinica de resistentes siguiendo la normativa de los comités internacionales CLSl y EUCAST. Cada
aislado se testé mediante dilucion en agar frente a amikacina (0,25-1.024 mg/L), fosfomicina
(0,1-409,6 mg/L) y a amikacina-fosfomicina (manteniendo la proporciéon de 5:2). Las
interacciones entre la amikacina y la fosfomicina difirieron segun aislados, detectandose sinergia
en algunos casos y en otros no se establecid ningun tipo de interaccidén, negativa o positiva,
entre los farmacos. Sin embargo, la mediana de los valores de CMI para amikacina y fosfomicina
frente a los 62 aislados disminuyd a la mitad al utilizar la combinacién. Ademas, se observé que
el efecto general para conseguir la inhibicién del 100% de los aislados con cada uno de los

antimicrobianos por separado se reduce en el caso de la amikacina de valores superiores a 1.024
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mg/L a concentraciones inferiores a 256 mg/L, asi como en fosfomicina, que se reduce de 204,8
mg/L a 102,4 mg/L, cuando se utilizaron en combinacidn.**° En su trabajo posterior, los autores
analizaron de forma in vitro la frecuencia de aparicion de mutantes a esta combinacion entre
microorganismos patdgenos que habitualmente causan neumonia asociada a ventilacién
mecanica, tanto Gram positivos como Gram negativos, algunos de ellos multirresistentes, asi
como la posible interaccién en combinaciéon con otros farmacos que pudieran usarse como
terapia principal por via parenteral. Los resultados reflejan una menor incidencia de aislados en
los que aparecen subpoblaciones resistentes a amikacina-fosfomicina en proporcion 5:2 (4 de
14 aislados) en comparacién con el numero de aislados que presentan subpoblaciones
resistentes a amikacina (7 de 14 aislados) o fosfomicina (12 de 14 aislados) solas, asi como la
ausencia de antagonismo con otros antibidticos de uso comun en el tratamiento intravenoso de
este tipo de infecciones (gentamicina, aztreonam, cefepime, meropenem, tigeciclina,
azitromicina, vancomicina, daptomicina o linezolid) evaluada en un modelo de tablero de
ajedrez frente a 30 microorganismos diferentes.®®? Fekade y colaboradores comprueban
mediante un modelo dindmico de infeccidn in vitro (hollow-fiber infection model, HFIM) que la
combinacion de amikacina (300 mg/L) y fosfomicina (1.200 mg/L) cada 12 horas en aerosol es
capaz de inhibir de forma eficaz el crecimiento de dos aislados clinicos de P. aeruginosa y K.
pneumoniae resistentes a fosfomicina. Los ensayos en monoterapia fracasaron a pesar de que
ambos aislados eran sensibles a amikacina.*? Sin embargo, en un estudio en fase 2, aleatorizado,
doble ciego y controlado por placebo, en el que evaltuan la seguridad y eficacia del sistema de
inhalacion con la combinacién de fosfomicina-amikacina (120 mg/300 mg) para el tratamiento
de neumonia asociada a ventilacion mecdanica por bacterias Gram negativas frente a 143
pacientes con infeccién confirmada microbioldgicamente, no encuentran ventajas en el uso de
esta terapia adyuvante. Del total de pacientes, 71 recibieron terapia combinada en aerosol y 72
recibieron placebo, en ambos casos asociado a tratamiento intravenoso, sin observarse mejoria
en el resultado clinico en aquellos pacientes que recibieron la combinaciéon antibidtica en
aerosol respecto a los que recibieron placebo.*® Por otro lado, en un estudio muy reciente
realizado sobre modelo animal, se ha comprobado que aunque este tratamiento inhalado no
incrementa la actividad antipseudomonica en el tejido pulmonar, si contribuye a disminuir el
desarrollo de resistencias al tratamiento administrado por via intravenosa en comparacién con
el uso exclusivo del fdrmaco por via parenteral. Estos hallazgos sugieren que el uso de esta
combinacion en aerosol podria ser funcional en la prevencidn de aparicién de resistencias a los
antibidticos en lugar de utilizarse como agente terapéutico per sé.%*

Por ultimo, también se ha observado el efecto sinérgico de estos dos farmacos en

combinacion frente a aislados de origen urinario de E. coli multirresistente, mostrandose efecto
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sinérgico en el 58% de los aislados estudiados (n=55), asi como una reduccién importante en la

495

formacidn de biopeliculas;*> sin embargo, el estudio especifico de esta combinacién frente a

aislados heterorresistentes de esta especie bacteriana o de otras, no ha sido investigado.

8. Estudios in vitro de combinaciones terapéuticas. Técnicas y limitaciones

La actividad de dos antimicrobianos combinados puede producir diferentes efectos,

pudiendo ser: indiferente, aditivo, sinérgico o antagdnico.

- Sinergismo: la actividad de los dos antimicrobianos es significativamente
superior a la suma de la actividad individual de cada uno de ellos.

- Indiferencia o autonomia: la actividad de los antimicrobianos en combinacién no
difiere de la actividad del mas efectivo en monoterapia.

- Adicidn: la actividad de los antimicrobianos es la suma aproximada de la actividad
individual de cada uno de los antimicrobianos.

- Antagonismo: la actividad de los antimicrobianos combinados es
significativamente inferior a la suma de las actividades de los antimicrobianos
por separado.

Existen diversos métodos in vitro que intentan evaluar qué tipo de efecto se produce

de la combinacién de dos 0 mas farmacos.**®

Técnica del tablero de ajedrez

El ensayo de tablero de ajedrez consiste en la combinacién de distintas
concentraciones de antimicrobianos en un mismo medio de cultivo, ya sea en liquido o en agar.
Se puede realizar tanto con volimenes pequenos (100 uL) en placas de microdilucion como en
volimenes mayores siempre que se mantengan las concentraciones apropiadas de los
antimicrobianos y de la bacteria a estudio (1-5 x 10° UFC/mL). El rango de las concentraciones
es variable, pero es importante incluir un rango amplio en el que se incluyan las concentraciones
correspondientes a la CMI de cada uno de los antimicrobianos de forma individual. El ensayo del
tablero de ajedrez consiste en columnas en las que cada pocillo (o tubo) contiene la misma
cantidad del antimicrobiano “A”, el cual se diluye a lo largo del eje x; y filas en las que cada
pocillo (o tubo) contiene la misma cantidad del antimicrobiano “B”, que se diluye en el eje y. El
resultado es que cada cuadrado del tablero (que representa un tubo o pocillo) contiene una

combinacion unica de las dos drogas que se estan probando (Figura 22).
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Figura 22. Técnica de tablero de ajedrez y su interpretacién. En la figura se representa cémo
identificar la CMI del antimicrobiano 1 (cuadrado rojo), CMI del antimicrobiano 2 (cuadrado
amarillo), indice de Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (CIF) (se explica posteriormente)
(triangulo naranja), el control negativo (circulo azul vacio) y el control positivo (circulo azul

relleno).
Los resultados de este ensayo se interpretan por el patron que forma en el

isobolograma (el cual traduce los datos de una escala exponencial (logaritmica) a una escala

aritmética) (Figura 23).4%®
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Figura 23. Esquema representativo del tablero de ajedrez y el isobolograma. A, B y C) Los
cuadros grises indican crecimiento observado a simple vista en el tablero de ajedrez. A)
Representacion de tablero de ajedrez con efecto aditivo. B) Representacion de tablero de
ajedrez con efecto sinérgico. C) Representaciéon de tablero de ajedrez con efecto antagoénico. D)
Isobolograma con representacion de interaccion aditiva (linea verde), sinérgica (linea naranja) y

antagoénica (linea marrén).

Al interpretar los resultados de los estudios de tablero de ajedrez, el punto critico
suele ser si una combinacién aparentemente sinérgica esta significativamente por debajo de la
linea aditiva del isobolograma. Dado que el margen de error de estos estudios es de una dilucion,
la combinacién de dos antimicrobianos deberia inhibir el crecimiento bacteriano en al menos
dos diluciones por debajo de la linea aditiva del isobolograma para ser considerada como
sinérgica y al menos dos diluciones por encima para ser considerada como antagonista. Dado
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que la determinacion de la sinergia suele depender de aquellas concentraciones cercanas al
punto medio del isobolograma, muchos investigadores examinan solo la CMI y una
concentracién inferior a la CMI de cada droga por separado. Por otro lado, estudian ambos
antimicrobianos combinados a partir de un control en ausencia de antibiético, incrementando
las concentraciones de antimicrobianos de menos a mas, hasta alcanzar la combinacién de la
mitad de la CMI del antimicrobiano A junto con la mitad de la CMI del antimicrobiano B. Este
esquema reduce sustancialmente el numero de pocillos y combinaciones de diluciones de
farmacos necesarias para realizar esta prueba, manteniendo al mismo tiempo una
discriminacién suficiente en el punto medio para definir la producciéon del efecto sinérgico en la
mayoria de los casos. Ademas, la realizacién de este ensayo en placas de microdilucion, requiere
una menor cantidad tanto de fdrmacos y caldo de cultivo. El uso de placas de microdilucion
permite realizar la inoculacion de la placa mediante el uso de pipetas multicanal automaticas o
semiautomaticas, lo que acelera y facilita la realizacidn de esta técnica.

Para evaluar la interaccion que se produce entre las drogas estudiadas e interpretar
los resultados de este tipo de ensayo se utiliza el denominado CIF. Este se calcula segun la

siguiente formula:

B

Indice CIF = CIF IFb =
ndice C CIFa + CIFb (CMI)a+(CMI)b

A: concentracién del antimicrobiano A necesaria para inhibir el crecimiento cuando
se encuentra en combinacidn con el antimicrobiano B

B: concentracién del antimicrobiano B necesaria para inhibir el crecimiento cuando
se encuentra en combinacidn con el antimicrobiano A

(CMI),: CMI del antimicrobiano A

(CMI)p: CMI del antimicrobiano A

El indice CIF acumulado se calcula mediante la suma del CIF de ambas drogas por
separado. Para calcular el CIF del antimicrobiano A y B de forma individual, es necesario dividir
la concentracidn de ese compuesto necesaria para inhibir el crecimiento en una fila o columna
por la CMI de ese antimicrobiano.

Segun los valores de CIF obtenidos, se considera:

- Sinergismo: CIF£0,5

- Indiferencia o no interaccién: CIF > 0.5-4.0
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- Antagonismo: CIF > 4

Sin embargo, en algunos estudios, los autores han definido como sinergia parcial el
indice CIF entre > 0,5 y < 1y como interaccién aditiva al indice CIF de 1.

Debido a la variabilidad inherente de los resultados derivados del tradicional
esquema descrito, no suele ser posible distinguir entre un efecto aditivo y un efecto indiferente,
con confianza, cuando los indices CIF se sitlan entre valores de 0,5 y 4. Aunque esas distinciones
pueden ser Utiles para evaluar los mecanismos de las interacciones de los medicamentos,
pueden ser engafiosas cuando se utilizan para describir interacciones clinicas potencialmente

beneficiosas.

Limitaciones de la técnica

Este ensayo posee varias limitaciones. En primer lugar, a menos que se tomen
muestras de cada uno de los tubos (o pocillos) sin evidencia macroscopicas de crecimiento para
determinar la actividad bactericida, solo aporta datos de inhibicién. En segundo lugar, esta
técnica asume que los antimicrobianos estudiados poseen curvas lineales de dosis-respuesta, lo
cual no es asi para todos los farmacos. Por ultimo, este ensayo no permite observar de forma
dindmica el comportamiento de dos farmacos, Unicamente proporciona una informacidn
estatica de la interaccidn.

A pesar de estas limitaciones, se trata de una técnica simple y de uso extendido para

estudio de combinaciones de antimicrobianos.

Modelos matematicos para estudio de interacciones de farmacos

Diversos autores han aplicado distintos modelos matematicos con el fin de aumentar
la validez de las conclusiones relativas a las interacciones de los medicamentos cuando las
relaciones dosis-respuesta no son lineales o muestran relaciones concentracién-efecto
tridimensionales. Li y colaboradores, describieron un método que utiliza las constantes de la
tasa bactericida inicial a distintas concentraciones del antimicrobiano. Los modelos
farmacodinamicos sirven para describir de forma adecuada las curvas de concentracion-
respuesta de los antimicrobianos, y los resultados se expresan con isobologramas en graficos
bidimensionales en los que los ejes representan efectos maximos para cada medicamento (en
una escala de cero a uno).

Tanto la actividad como la toxicidad de las combinaciones de antimicrobianos se han
evaluado utilizando el método tridimensional grafico descrito por Prichard y Shipman.*” Las
concentraciones de las dos drogas se trazan a lo largo de los ejes x e y formando un plano

horizontal, y el efecto (por ejemplo, viabilidad bacteriana o inhibicién del crecimiento
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bacteriano) que se mide se traza en el eje z perpendicular al plano. El trazado de los puntos de
datos experimentales da como resultado una superficie. Una segunda superficie que representa
las interacciones aditivas generadas a partir de las curvas dosis-respuesta de los agentes
individuales se resta de ésta, dejando una serie de picos y valles correspondientes a areas de
desviacion significativa respecto al efecto aditivo.

Para cuantificar la interaccion entre diferentes farmacos se suelen usar modelos de
referencia que comparan el efecto observado con los farmacos en combinacion frente a la
respuesta esperada bajo el supuesto en el que no se produjese ningun tipo de interaccion entre
los farmacos. En estos modelos matemadticos, cuando la respuesta de la combinacién es mayor
de la esperada, se clasifican como sinérgicas, mientras que el antagonismo se concluye cuando
la combinacién produce un efecto menor del esperado. Los modelos que se utilizan con mayor
frecuencia para determinar el tipo de interaccion farmacoldgica son: el modelo del agente Unico
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mas alto (Highest single agent [HSA]),*® el modelo de aditividad de Loewe*® y el modelo de

independencia de Bliss.>®

El efecto producido por un farmaco a una dosis x suele expresarse en una escala
continua de 0 a 1, que suele medir la fraccién de inhibicién de crecimiento bacteriano o
porcentaje de muerte celular (y) o su inverso; es decir, la fraccion viable de bacterias (1-y).

El modelo HSA o modelo de Daddum afirma que el efecto esperado de la
combinacion de dos farmacos es igual al efecto maximo de cada uno de ellos de forma individual;
es decir, y = max (y1, y2). Por lo tanto, cualquier incremento en el porcentaje de muerte
bacteriana (o disminucién de la viabilidad) producido por ambas drogas en combinacion
respecto al maximo producido por cualquiera de los farmacos individualmente, se considerara
como sinérgico.

Para una clasificacion mas estricta del efecto sinérgico de dos farmacos, se utiliza el
modelo de Aditividad de Loewe y el modelo de independencia de Bliss, los cuales son los
modelos mas aceptados para evaluar la interaccidn entre distintos farmacos en una mezcla.

El modelo de independencia de Bliss utiliza la teoria probabilistica para calcular el
efecto de cada uno de los farmacos de forma individual en una combinacién de eventos
independientes. Este modelo asume que el efecto de cada farmaco se produce de forma
independiente. Es decir, en el caso de que se cumpla este criterio, los componentes de la
combinacién muy probablemente tienen mecanismos y dianas de accién diferentes.>® El célculo
del efecto que supone la combinacién de farmacos respecto al efecto individual de cada uno de

ellos se realiza siguiendo la siguiente férmula:
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y=ntyyiye

y1: porcentaje de inhibicién del farmaco 1 en solitario

y2: porcentaje de inhibicién del farmaco 2 en solitario

y1y2: porcentaje de inhibicién de la mezcla

y: indice de Bliss (diferencia del porcentaje de inhibicién del
crecimiento bacteriano de la mezcla respecto al porcentaje de
inhibicién que produciria cada farmaco de forma independiente
al combinarlos)

Sin embargo, el modelo de Aditividad de Loewe establece que los diferentes
farmacos de la mezcla acttian sobre la misma diana y utilizando el mismo mecanismo, pero
difieren en su potencia. Este modelo se basa en las concentraciones que se utilizan de cada
farmaco de forma individual o en combinacidn para lograr un mismo porcentaje de inhibicién
del crecimiento bacteriano.

Este modelo establece que el efecto esperado (yLoewe) de dos farmacos debe
cumplir que:

L _x1+x2
y oewe—X1 2

x1: concentracion del farmaco 1 en la mezcla que consigue un
porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano del x%
x2: concentracion del fdrmaco 2 en la mezcla que consigue un
porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano del x%
X1: concentracién del farmaco 1 en solitario que consigue un
porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano del x%
X1: concentracién del farmaco 1 en solitario que consigue un

porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano del x%

Este modelo establece que un ylLoewe = 1 significa que se requiere la misma
concentracién del farmaco 1y 2 en combinacion que la concentracion de cada uno de ellos por
separado para conseguir un mismo porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano,
indicandose asi aditividad o indiferencia. Por otro lado, se establece sinergismo cuando yLoewe
< 1, ya que la suma de las concentraciones requerida de ambos farmacos en la mezcla para
producir un porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano del x% es inferior a la

concentracién requerida por cada uno de los farmacos en solitario para producir el mismo
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porcentaje de inhibicion. En el caso contrario, cuando yLoewe > 1, se establece antagonismo; es
decir, la suma de las concentraciones de ambos farmacos en la mezcla para producir un
porcentaje de inhibicidn del x% es superior a la concentracién que seria necesaria por sendos
farmacos en solitario.

Hay autores que establecen puntos de corte diferentes para diferenciar entre
sinergia, antagonismo o aditividad, considerando 0,50< yLoewe <4 como aditivo; yLoewe <0,50
como sinérgico e yloewe >4 como antagénico.’® Este criterio tiene en cuenta los posibles
errores y desviaciones de la CMI que se pueden producir en el estudio de sinergia mediante el
método de tablero de ajedrez.

Como se puede observar, la ecuacién para calcular el indice de Aditividad de Loewe
es la misma que la indicada para calcular el ICIF. En este caso A=x1, B= X2, (CMI),=X1 y (CMI)p=Xa.

El modelo de Aditividad de Loewe también puede tomar una forma paramétrica en
la que se describen las curvas de dosis-respuesta en una funcién logaritmica de 4 parametros

para cada farmaco por separado:

A
xlr-lr-le)

A
xlr-lr-le)

Emin + Emax (

yLoewe =
1+

Emin: efecto minimo del farmaco (0 < Emin <1)

Emax: efecto maximo del farmaco (0 < Emax<1)

m: concentracién del farmaco que produce el 50% del efecto
maximo. Se denomina también como EC50 o IC50

A (A > 0): parametro que indica la sigmoidicidad o pendiente de
la curva de dosis-respuesta

x1: concentracién del farmaco 1 en combinacién

x2: concentracion del farmaco 2 en combinacién

En definitiva, este modelo demuestra que yLoewe es igual a la respuesta a una sola
droga a una dosis en la que se sumarian las dosis de cada farmaco (x1+x2). Sin embargo, en los
estudios de combinacion de drogas en los que es improbable que dos drogas sean idénticas, esta
implicacion de la Aditividad segln esta ecuacidon puede no ser del todo aplicable. Si
consideramos un caso en el que el efecto del farmaco 1 sea y1=0,3, el del fdrmaco 2 sea y2=0,4
y el de ambos en combinacién sea yc=0,6. Teniendo en cuenta que el efecto maximo del fdrmaco

1 es Emax1=0,4 y el del fadrmaco 2 es Emax2=0,5, dependiendo del farmaco en el que nos
121



INTRODUCCION

focalicemos, obtendremos un valor del efecto de la interaccion diferente, pudiéndose concluir

que yLoewe = 0.4 o yLoewe =0.5.

Modelo de potencia de interaccién cero (Zero Interaction Potency Model [ZIP])***

Este modelo se desarrolla recientemente en el trabajo publicado por B. Yadav y
colaboradores en el afio 2015. En este modelo ademas de considerarse las curvas de dosis-
respuesta de los farmacos individualmente, también se tienen en cuenta estas curvas en la
combinacion, obteniéndose finalmente una puntuacién que cuantifica la interaccion de dichos
farmacos.

El efecto esperado de la combinacidn debe ser independiente del orden en que se
afiadan los distintos medicamentos de la combinacién. En este modelo, se parte de que el efecto
esperado de dos farmacos en combinacién no cambia la potencia de las curvas de dosis-
respuesta de dichos farmacos. Si tenemos en cuenta las curvas de dosis-respuesta del farmaco

1 de forma individual, la ecuacién para averiguar el efecto que produce serd la siguiente:

G

1+ ()"

Cuando el farmaco 2 a una dosis de x; se afade al farmaco 1, la curva de dosis-
respuesta cambiard en consecuencia. En el caso de que no se produjera interaccion entre ambos
farmacos, al anadirse el farmaco 2 debe simplemente aumentar el nivel de base de la curva de
dosis-respuesta del farmaco 1, sin influir en la potencia de la curva; es decir, sin afectar a m1 ni
a Al. Como consecuencia, la curva de dosis-respuesta del farmaco 1 en combinacién con el
farmaco 2, o lo que es lo mismo, la influencia del farmaco 2 sobre la curva del farmaco 1 seria la

siguiente:

1 x1\ Mt
pl 2t (_1)
¥ \A1 I
1+ (1) 1+ (721)

Igualmente ocurriria con el efecto sobre la curva de dosis-respuesta del farmaco 2 al
afiadir el farmaco 1(yZIP1?) reflejando finalmente que yZIP1<2 = yZIP?<1. Finalmente, los

autores de este modelo concluyen que el efecto de interaccion yZIP puede calcularse con la
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multiplicacion de las curvas individuales de dosis-respuesta, implicando la independencia

probabilistica entre las dos drogas:

Al A2 a1 12
e B @ @ @
) G G G

Realmente, esta formula estd teniendo en cuenta los dos modelos de referencia, el
de independencia de BLISS y el de Aditividad de Loewe. Afiade el uso de las curvas de dosis-
respuesta al modelo de independencia de BLISS para obtener un valor concreto sobre la
implicacién de mezclar ambos farmacos en las curvas de dosis-respuesta respecto a la respuesta
gue se produce con cada uno de los farmacos de forma individual.

Siguiendo esta linea de razonamiento, los autores de este trabajo establecen que se
puede deducir el grado de interaccion de dos farmacos a través del cambio de potencia que
puede ejercer el uno sobre el otro, lo cual se refleja en los parametros de las curvas de dosis-
respuesta que se obtienen con la combinacidn. Si un antimicrobiano afecta a la potencia del
otro, la comparacion de las curvas de dosis-respuesta de cada uno de los antimicrobianos y la
de su combinacidn, aportan una medida cuantitativa del efecto de esta interaccion. En el caso
del fdrmaco 1 y dos, se muestran respectivas ecuaciones del efecto de la interaccién del uno

sobre el otro en sendas curvas de dosis-respuesta:

1 x1 \V
()
yelo? = -
1+ (AR
1 2\
()
yct = Y=

N
\ J

En este caso, m*”2y A2 son la potencia y forma de la curva de dosis-respuesta para

el farmaco 1 cuando se afiade el fadrmaco 2 a una dosis concreta (x2); m??'y A%?! son los
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parametros derivados de la curva de dosis-respuesta para el farmaco 2 al anadir una dosis

concreta del farmaco 1 (x1) (Figura 24).

c L M
o !
E VRN N N—— :
5 | v 5 | ‘yz mi2
S S M2
oy A mq -
o X2 :
L= B S S S A S
g .
[a) i JJ)Q
Drug 1 concentration x4 m2
A A
:_ .12
LMo
2241
0 - _ : .
m1q = m2 =

Figura 24. Representacion del fundamento de la formulacion del modelo de estudio de

sinergia ZIP.>%

Para evaluar el grado de interaccidon en una combinacion de dos concentraciones de
dos farmacos (x1, x2), se compara la concentracion a la que el farmaco inhibe el crecimiento
bacteriano en un 50% (m) y la pendiente de la curva de dosis-respuesta (A) de los farmacos solos;
es decir, lo que en la figura 24 se representa en la primera columna y la ultima fila, asi como sus
efectos combinados en la columna x1 y la fila x2. En la puntuacion delta se consideran los
cambios de m y A de las curvas dosis-respuesta entre la droga 1 sola (la fila inferior) y la
combinacion después de afiadir x2 (fila x2), asi como entre la droga 2 sola (la primera columna)
y la combinacién después de afiadir x1 (columna x1).

Definen una puntuacién delta para detectar el cambio de potencia de la interaccion

global calculando la desviacién media entre yc e yZIP:

yC1—>2 _ yZIpl—)Z N yC2—>1 _ yZIP2—>1 3

5(0) = 2 2
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1 N *1 A2-1 1 N x2 A1-2
1* 1+ (75_22)/12 (mZ - 1) . 1+ (T_ll)ll (ml - 2)
2 x1 221 2 M2
\ 1+ (7 51) 1+ (77 52) /
Al A2 Al A2
GD) ., G2  GD . G
x1 Al x2 A2 x1 Al x2 A2
1+(Gr) 1tz 1+vGa) 1+Ga)

Cada uno de estos pardmetros se estima a partir de los datos obtenidos de las curvas
de dosis-respuesta utilizando el método de los minimos cuadrados. La puntuaciéon 6=0,
corresponde a ausencia de interaccion (interaccion cero: “zero interaction”), <1 significaria
antagonismo y 6>1, sinergismo. En este caso, cuando & =0 quiere decir que se combinan dos
farmacos idénticos (m1 =m2 y A1 =A2). Para calcular la puntuaciéon &, se requieren los
pardmetros de las curvas dosis-respuesta tanto de los farmacos en monoterapia como en
combinacion. La estimacion de estos parametros requiere al menos tres datos de las curvas de
dosis-respuesta; es decir, requiere conocer y1, y2 e yc en a las dosis de x1, x2 y x1x2. Sin
embargo, para realizar una estimacion verdaderamente fiable, son necesarios un mayor nimero
de datos de respuesta, los cuales se obtienen mediante ensayos en los que se combinan
multiples dosis de ambos farmacos.

La utilizacién de modelos de alto rendimiento utilizando una matriz completa en la
gue se combinan multiples dosis de los fdrmacos en placas de microdilucién ha hecho posible el
estudio de las combinaciones de varios farmacos de una manera mas eficiente. Se puede calcular
una puntuacién delta para cada combinacién de dosis en la matriz, lo que permite realizar un
mapa superficial de las puntuaciones delta de cada combinacion de antimicrobianos (cada
pocillo). Utilizando un diagrama de superficie con las diferentes puntuaciones delta, permite
visualizar e identificar aquellas dosis de ambos farmacos que resultan ser sinérgicas o
antagoénicas, y asi evaluar estas combinaciones en estudios posteriores mds complejos. La
puntuacion 6 se mide en porcentaje de inhibicion; es decir, una puntuacién de 6=0,5 se trata de
un porcentaje de inhibicién del 50% por encima del efecto esperado. En definitiva, los valores
de delta estan comprendidos dentro de una escala numérica que va desde -1 (-100%) hasta +1
(+100%), teniendo al valor 0 como punto intermedio, referente a la no interaccidon de los

farmacos (Figura 25).
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Delta (6)

— |

-1 0 +1

Figura 25. Representacion de escala de valores del score delta. Sinergia (color rojo): >0 a +1, no

interaccion/aditividad (color blanco): 0 y antagonismo (color verde): -1 a <0.

Teniendo en cuenta cada uno de los valores de puntuacion delta derivados de las
distintas combinaciones de concentraciones de los farmacos presentes en una matriz obtenida
a partir de una placa de microdilucién, se puede calcular un valor delta (A) que resume que

produce la combinacién de ambos farmacos:

Normalmente se utiliza un umbral de £5% de la puntuacion delta para eludir el ruido

de fondo y evitar asi resultados falsos positivos y falsos negativos.

Existen aplicaciones informaticas capaces de calcular diferentes scores o
puntuaciones de interaccion farmacoldgica. En este trabajo se ha utilizado la aplicacion
SynergyFinder (https://synergyfinder.fimm.fi) que se trata de una aplicacion web para el analisis
de combinaciones de drogas que permite visualizar de forma interactiva con graficos en 2Dy 3D

los valores de interaccién obtenidos mediante diferentes modelos de referencia (Figura 26).5%
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Figura 26. Opciones de analisis visual de SynergyFinder 2.0 para: A) combinaciones de pares de
farmacos y B) combinaciones de multiples farmacos. C) Representacién de diferentes matrices

de combinaciones de drogas en modelos 3D mostrados por separado para cada combinacion de

dos drogas.>%

Los autores de esta aplicacién consideran que los valores del score A deben
interpretarse como: antagoénico (<-10%), aditivas (x10%) o sinérgicas (>10%) en base a su

experiencia. El 0 seria el valor que asume la no interaccidn entre los dos farmacos.

Métodos de difusion

La mayor ventaja de este tipo de método es que los discos y tiras de gradiente estdn

comercializados, y se pueden obtener a diferentes concentraciones.

Técnica con discos:

Se realiza igual que la técnica para estudio de sensibilidad mediante disco-difusion
descrita en el apartado de estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. En este caso, se

colocardn dos discos (de sendos antimicrobianos) a una distancia que puede ser variable, pero
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de forma general debe ser igual o algo superior a la suma de los radios de los halos de inhibicion
de los antimicrobianos por separado. Posteriormente, se incuba a 372C durante 16-18 horas.
El patron observado va a ser (Figura 27):
- Sinergia: se observa un puente de unién entre ambas zonas de inhibicién o un
aumento en los halos (Figura 27.A)
- Indiferencia o efecto aditivo: halos de inhibicion independientes.
- Antagonismo: la zona de inhibicién de uno o de ambos discos se ve acortada en

la zona adyacente al otro antimicrobiano (Figura 27.B)

Figura 27. Estudio de interaccidon de farmacos mediante disco-difusion. A) Efecto
sinérgico: puente de union entre ambas zonas de inhibicion de los discos o un

aumento en los halos. B) Antagonismo: acortamiento de la zona de inhibicién.

Una variacién del método de aproximacion de los discos consiste en utilizar dos
discos que contienen las drogas individualmente mas un disco que contiene ambas drogas.
Después de la incubacidn, se comparan los didmetros de las zonas de los tres discos. La
interpretacion es mas compleja que el método de aproximacidon de discos. Una zona de
inhibicién mas grande con el disco de combinaciéon que con cualquiera de los discos de drogas
individuales por si solo excluye el antagonismo, pero no distingue facilmente entre la
indiferenciay la sinergia. Una zona mas pequefia con el disco de combinacién que con cualquiera

de los dos discos de droga sola sugiere antagonismo.

Tiras de gradiente cruzadas:

En un primer paso se calcula la CMI de los agentes de forma individual mediante tiras

de gradiente. Posteriormente, en un segundo paso, se inocula la placa de MHA con un 0,5

128



INTRODUCCION

McFarland indculo de la bacteria a testar y se colocan tiras de gradiente una sobre otra en un
angulo de 90°, haciendo coincidir ambas CMI de los agentes de forma individual. Tras la
incubacién durante 18-24 horas, se procederd a la lectura de la zona de inhibicién y se calculara
igualmente el indice CIF como se describe en el apartado de la técnica del tablero de ajedrez
(Figura 28).

High
concentration

High

1
ration

L ration

MIC of A and B
in combination

concentration

Figura 28. Metodologia de estudio de sinergia mediante combinacion de tiras de gradiente

cruzadas teniendo en cuenta el valor individual de CMI de ambos antimicrobianos.

De este método existen diversas modalidades que en definitiva miden el cambio que
se produzca en la CMI de los agentes de forma individual respecto a los agentes en combinacién.
- Método de proporcién fija: en este método, las placas son inoculadas con 0.5 McFarland del

microorganismo a estudio. La tira de gradiente del primer agente se coloca e incuba a
temperatura ambiente durante 1 h para permitir que el antimicrobiano se difunda en el
medio. Después de 1 h, se retira y se coloca la tira del segundo agente se coloca
directamente sobre la impresidn de la primera tira teniendo en cuenta la CMI de ambos
antimicrobianos por separado se comprueba si la CMI aumenta o disminuye cuando se
realiza con ambos agentes combinados en comparacién con la CMI de los mismos por
separado.

- Meétodo con diluciéon en agar: es similar al anterior, pero en lugar de difundir el
antimicrobiano con una tira de gradiente durante una hora, el antimicrobiano se encuentra
ya integrado en el agar a una concentracién de 0,5 6 0,125 x CMI. Se coloca una tira de
gradiente con el segundo agente a estudio para comprobar qué sucede con la CMI en
combinacion.

- Combinacidn de tiras de gradiente teniendo en cuenta la CMI: se coloca una tira de prueba

en la placay se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora para permitir la difusion del
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agente. Tras 1 hora, se marca en el agar la CMI del agente previamente determinada y se
retira. A continuacién, se coloca la segunda tira de gradiente sobre la huella de la tira
anterior, de manera que la marca en el agar corresponda a la CMI del segundo agente. La

elipse de inhibicidn resultante se lee al dia siguiente.
Técnicamente son sencillos de realizar y reproducibles. Las limitaciones de los
métodos con tiras de gradiente son: la incapacidad de determinar la interaccién de mas de dos

combinaciones de antimicrobianosy el limitado gradiente de antimicrobianos en la tira de papel.

Curvas de letalidad

Mediante este método se determina la reduccién real del recuento viable de
bacterias tras la exposicion a dos o mas drogas combinadas y se compara con el efecto que
ejercen de forma individual en distintos puntos de tiempo. A diferencia de la técnica anterior, la
cual aporta solo datos de inhibiciéon del crecimiento bacteriano, la curva de tiempo-muerte,
mide la actividad bactericida. Esta técnica debe ser de eleccion cuando se estudian
combinaciones de fdrmacos para el tratamiento de infecciones que requieren este efecto
antimicrobiano. Otra ventaja que aporta este ensayo frente a la técnica anterior es que ofrece
informacidn dindmica de la interaccidn de los farmacos a lo largo del tiempo. Sin embargo, el
recuento bacteriano es tedioso y limita el nimero de concentraciones antimicrobianas en el
estudio, por lo que las concentraciones que se utilicen en este ensayo deben ser seleccionadas
de forma escrupulosa teniendo en cuenta las concentraciones que se alcanzan en el presunto
foco de infeccidn.

Para ello se afiade un indéculo estdndar (10°-10’ UFC/mL) en medio liquido
suplementado con los antimicrobianos de forma individual y combinada. Posteriormente se
realizan subcultivos a partir del caldo en diferentes intervalos de tiempo y se realiza recuento
bacteriano. En este caso, la interaccion entre los agentes se define como:

- Sinergismo: cuando se produce una reduccién de la concentracion bacteriana 22
logio UFC/mL en el medio con las drogas combinadas en comparacién con el
agente individual mds activo a las 24 horas. El efecto bactericida de las
combinaciones de farmacos se define por una disminucién >3 logio UFC/mL del
inéculo inicial.

- Antagonismo: cuando se produce un aumento >2 logl0 UFC/mL al combinar
ambos agentes antimicrobianos en comparacién con el agente individual mas

activo.
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- Indiferencia: cuando se produce una variacion en el inéculo bacteriano <2 log10
UFC/mL del efecto combinado respecto al efecto individual de los agentes

antimicrobianos.

Modelo farmacocinético in vitro

Las concentraciones y la proporcién de los medicamentos in vivo cambian con el
tiempo. Para simular mejor esas condiciones cambiantes, se han disefiado los modelos
farmacocinéticos. En un modelo de un solo compartimiento, un aparato de vidrio con entraday
salida de medio se mantiene a 37°C. Los medios frescos con agentes antimicrobianos se
introducen en el compartimento central con una bomba peristaltica a una velocidad constante
que imita la cinética de eliminacién del farmaco y la vida media en el régimen de dosificacion
estandar del farmaco probado. Del mismo modo se retira el medio con los desechos. El
compartimento se carga con un indculo estandar y se realizan recuentos bacterianos que se
comparan entre la monoterapia y ambos agentes combinados. La sinergia se interpreta por la
disminucién de >2 logio UFC/mL en comparacion con el mejor régimen de monoterapia (Figura

29).

+ Sample

Waste bottle

%

Peristaltic pump

Antibiotic
reservoir

Broth reservoir Central reservoir
sterile containing bacteria

Figura 29. Modelo dinamico de infeccidn in vitro de un solo compartimiento. Para el
mantenimiento de un volumen constante, se aflade medio fresco mientras se retira el contenido
del cultivo a la misma velocidad. Permite simular los perfiles de concentracién y tiempo de
farmacos con absorcién y eliminacion de primer orden. Generalmente, el antibidtico o los

antibidticos se dosifican en el depdsito de antibibticos en forma de bolo.>%*
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Modelo de infeccidn con fibra hueca (HFIM)

El HFIM es un importante avance en el estudio in vitro del efecto de los farmacos
tanto en monoterapia como de las combinaciones. Este modelo tiene la ventaja de considerar
los parametros de FC y FD; por lo tanto, simula las condiciones in vivo manteniendo la
concentracién dindmica de los farmacos a lo largo del tiempo. Gracias a eso, este modelo es
capaz de predecir la muerte bacteriana y la aparicidn de resistencias a lo largo del ensayo de
forma fiable.>%

El HFIM (Figura 30) es un sistema dindmico de dos compartimentos donde las
bacterias quedan atrapadas en el espacio extracapilar de un cartucho de fibra hueca que simula
la localizacidn de la infeccién (Figura 30.A). Este sistema puede simular practicamente cualquier
curso temporal de concentraciones de drogas para una o multiples drogas con la misma o
diferentes vidas medias, pudiéndose simular multiples perfiles cambiando la velocidad de

%05 |as bacterias estan contenidas dentro del

bombeo en los momentos adecuados.
compartimiento periférico del cartucho, el cual presenta una gran relacion superficie/volumen,
proporcionando unas condiciones dptimas para el crecimiento de las bacterias, ya que se
produce una renovacién constante de medio fresco con oxigeno y nutrientes, y eliminacién

continua de los productos de desecho (Figura 30.B).
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Figura 30. HFIM de dos compartimentos. A) Seccién transversal de un cartucho de fibra hueca.
La cantidad de fibras huecas proporciona una gran superficie de intercambio que generalmente
suele ser de 0,2-0,3 m?, dependiendo del tipo de cartucho. El tamafio de los poros que posee la
membrana de las fibras, permite que, tanto el medio de cultivo, como las moléculas de oxigeno,
los nutrientes, los metabolitos bacterianos, asi como las distintas drogas y otras pequenas
moléculas, pueden intercambiarse entre la circulacion central (que incluye el medio procedente
del compartimento central, del que forma parte el interior de las fibras huecas) y el espacio
extracapilar del cartucho. Sin embargo; las bacterias y las moléculas de gran tamafio
permanecen atrapadas en el espacio extracapilar del cartucho. B) Flujo de medio de cultivo
desde el compartimento con medio fresco al depdsito central. Desde el compartimento central,
el medio circula hacia el compartimiento periférico (espacio extracapilar del cartucho) asi como
al compartimento de desechos. Para la circulacion del medio se utilizan bombas peristalticas de
alta precision que permiten mantener la dosificacién deseada del antimicrobiano a estudio en

el compartimento central.>®
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El muestreo se realiza desde el compartimento periférico a diferentes intervalos de
tiempo para cuantificar la concentracion de la droga y el recuento bacteriano, lo cual sirve para
validar el ensayo y comprobar el efecto del antimicrobiano sobre la bacteria, respectivamente.
Los HFIM de dos compartimentos ofrecen ventajas sobre el modelo de un solo compartimento
en lo que respecta a la concentracidn variable de la exposicidn al fdrmaco a lo largo del tiempo.
Esos modelos de FC/FD in vitro requieren muchos recursos, pero permiten una duracion del
ensayo que no es factible en los modelos animales. Sin embargo, este método es técnicamente
exigente y requiere instrumentos complejos y dificiles de normalizar, asi como una planificaciéon
y preparacion complejas. Ademds, tiene un coste relativamente elevado, que se ve
incrementado por los cartuchos de un solo uso. Otra de las limitaciones es la posible
interferencia del material con las moléculas en estudio. Algunas drogas lipofilicas se unen a los
materiales del HFIM, lo que dificulta su estudio en este tipo de dispositivos. Hay disponibles
diferentes materiales de fibra hueca (fibras de celulosa, de polisulfona y fluoruro de

polivinilideno) que minimizan la unién de las moléculas.*%®
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis

La pérdida de actividad en E. coli de los genes en relacién con la resistencia a fosfomicina en
combinacion con los genes de reparacion del ADN puede explicar el fenotipo de

heterorresistencia a fosfomicina.

Los distintos grados de heterorresistencia a fosfomicina en E. coli pueden explicarse por la
afectaciéon de distintos sistemas de reparacion del ADN que influyen directamente sobre una

mayor o menor frecuencia de aparicién de mutantes.

La fosfomicina en monoterapia en el tratamiento de bacteriemia por E. coli de origen urinario,
utilizando las dosis maximas intravenosas aprobadas en humanos, se trata de una terapia

ineficaz frente a aislados con fenotipo heterorresistente a fosfomicina.

La combinacidn de un tratamiento optimizado fosfomicina con amikacina intravenosa frente a
aislados de E. coli heterorresistentes a fosfomicina consigue eliminar las subpoblaciones
resistentes a fosfomicina y permite utilizar dosis de amikacina menos tdxicas e igualmente

efectivas.

Objetivos del estudio

Objetivo 1. Caracterizacion fenotipica y genotipica de aislados de Escherichia coli

heterorresistentes a fosfomicina.

Objetivo 1.1. Caracterizacidn de aislados resistentes y heterorresistentes a fosfomicina.

Objetivo 1.2. Construccion de mutantes sobre un fondo silvestre.

Objetivo 2. Actividad in vitro de fosfomicina frente a cepas de E. coli heterorresistentes,

hipermutadoras y no hipermutadoras.

Objetivo 2.1. Estudio de actividad in vitro de fosfomicina mediante curvas de crecimiento

y curvas de letalidad.

Objetivo 2.2. Eficacia de fosfomicina frente a cepas de E. coli en un modelo dindmico de

hollow fiber.

Objetivo 3. Actividad in vitro de fosfomicina combinada con otros antibiéticos frente a aislados

de E. coli heterorresistentes, hipermutadores y no hipermutadores.
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Objetivo 3.1. Actividad in vitro de fosfomicina combinada con amikacina frente a aislados

de E. coli heterorresistentes a fosfomicina.

Objetivo 3.2. Optimizacion del tratamiento combinado fosfomicina - aminoglucésidos
frente a E. coli heterorresistente a fosfomicina, en un modelo dinamico de infeccidon de

hollow-fiber.
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ll.  MATERIAL Y METODOS

1. Material

1.1. Soluciones y reactivos
Soluciones tampén

- Solucién salina: 9 g NaCl y agua destilada hasta 1 litro.

- PBS: 0,144 g KH,PQ,, 1,775 g NaHPO, heptahidratado, 8,5 g NaCl y agua destilada hasta un
litro; pH 7,2.

- Buffer MC (100 ml): 10 mL MgSO4 1M, 0.5 mL CaCl, 1M en agua.

- Buffer de solucién salina-citrato 20X (SSC 20X): 88,23 citrato sédico, 175,32 NaCl, pH 7-8.

- Buffer maleico: 11,6 g 4cido maleico, 8,75 g NaCl +/- 7 g NaOH, enrasar a 1000 ml, pH 7,5
- Buffer detection: 8,8 g NaCl, 15,8 g trizma, enrasar a 1000 ml, pH 9,5

- Buffer de lavado/washing buffer: 600 pl Tween 20 y 200 mL acido maleico

- Tampén Tris EDTA (TE) 10x: 10 mL Tris-HCl 1M pH 8, 2 mL Na,EDTA 0,5M pH 8 y 88 mL agua

destilada.

- Tris-HCI 1M, pH 8: 121,1g Tris base y 800 mL agua destilada; ajustar con HCl a pH 8.

Tampodn de electroforesis

TAE 50x (11): 242 g Tris base, 57,1 mL acido acético glacial, 37,2 g Na,EDTA dihidratado. Afiadir agua
hasta un volumen de 1 litro.

Miniprep (lisis alcalina)

Solucidn Il o de lisis (1 ml): 50 ul SDS 20%, 20 pl NaOH 5N y 930 ul agua destilada.

Solucién Il alcalina (100 ml): 60 mL acetato potasico 5M, 11,5 mL 4cido acético y 28,5 mL agua
destilada.

Solucidn de Lauril Sulfato Sédico (SDS) 20%

20 g SDS y 100 mL agua destilada.

Solucién de lisozima (10 mg/ml)

10 mg Lisozima y 1 mL agua destilada.

Soluciéon de depurinacion:

5,5 mL HCl y 494,5 de agua destilada, enrasar a 500 ml

Solucidon de desnaturalizacion:

87,66 g NaCly 20 g de NaOH, enrasar a 1000 ml

Soluciéon de neutralizacidon:

87,66 g NaCl y 60,5 g de trizma, enrasar a 1000 ml, pH 7,5
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Solucién de bloqueo (Blocking reagent, ROCHE):

Se prepara a 10 X: disolver los 50 g que vienen en el frasco en 500 mL de acido maleico y autoclavar.
Una vez frio, hacer alicuotas de 20 mL y congelar. Afladir 180 mL acido maleico en el momento de su
utilizacidn para obtener 200 mL de solucién de bloqueo 1X.

Solucidén de hibridacidn: Dig easy Hyb granules (ROCHE)

dNTPs marcados con digoxigenin: PCR dig labeling mix(ROCHE)

CSPD (ROCHE): sustrato quimioluminiscente.

Membrana de hibridacién: Hybond N+ (Amersham)

Peliculas de revelado: Lumi film chemiluminiscent detection film

1.2. Medios de cultivo
Los diferentes medios de cultivo empleados para la realizacién de los distintos protocolos de

laboratorio se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo: descripcidn, componentes y marca comercial.

Medio Descripcién Componentes Marca comercial

Luria Bertani Medio de enriquecimiento LB caldo (LBB):

(LB) gue se constituye por tres L
. cloruro sodico (10 g/l)
componentes, uno mineral
y dos organicos triptona (10 g/l)
BD (Becton,
extracto de levadura (5g/I) Dickinson and
LB agar (LBA): afiadir agar al Company)
LBB a una concentracion de 15
g/l
pH: 7,0
Cloruro sddico (10 g/l)
Triptona (10 g/l)
Medio Luria Medio liquido rico en BD (Becton,
. ) g . Extracto de levadura (5g/l) . (,
Bertani Caldo nutrientes para producir la Dickinson and
CaCl, infeccidn con fagos CaCl, (0,5 mL CaCl2 1M en 100 Company)
mL LB)
pH: 7,0
Continuacion
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Tabla 2. Continuacion

Medio Descripcién Componentes Marca comercial

Mueller- Medio nutritivo no MH caldo Il (MHB-II):

Hinton Il selectivo. Recomendado X (17.5 /I

cation-ajusted  para realizar las técnicas peptonall/s,> g

(cationes de estudio de sensibilidad  extracto de carne (3 g/l)

ajustados*) a los antimicrobianos o BD (Becton,
almidon 1,5 g/l Dickinson and
MH agar Il (MHA-I1): afiadir Company)
agar al MHB-Il a una
concentracion de 15 g/I
pH: 7,4

M9 (Minimal Medio deficiente en Sales M9 5x (200 ml/l)

Salts, 5X) nutrientes o
Sulfato magnésico 1M (2ml/I)
Cloruro calcico 1 M (100 pL/) BD (Becton,

Dickinson and

Glucosa 20% Company)
pH: 7,0

SOC Medio liquido utilizado en  Triptona (20 g/I)

el protocolo de
. Extracto de levadura (5 g/I)
transformacion.

Cloruro sddico (0,5 g/l) BD (Becton
Cloruro potésico 250 mM (10 Dickinson and
m|/|) Company)
Cloruro magnésico 2M (5 ml/I)
Glucosa 1M (20 ml/l)

Caldo de Medio liquido parala Peptona de caseina (17 g/l)

triptonay soja  congelacién de )

(TSB) con microorganismos Peptona de soja (3 g/l)

glicerol al 10%

Cloruro sdédico (5 g/l)
Fosfato monopotasico (2,5 g/l)

Dextrosa (2,5 g/l)

pH: 7,3

*Ajustado con sales adecuadas para proporcionar 20-25 mg/I de calcio y 10-12,5 mg/L de magnesio
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1.3. Antimicrobianos
Los diferentes antimicrobianos empleados en los distintos estudios se detallan en la Tabla

3.

Tabla 3. Antimicrobianos empleados: caracteristicas y casa comercial.

Familia Antimicrobiano Estado Casa comercial
Polvo valorado Sigma Aldrich
Sal de fosfomicina Laboratorios ERN
Fosfomicina Fosfomicina disédica
Discos de papel BioMérieux
Tiras de gradiente BioMérieux
Polvo valorado Sigma Aldrich
Amikacina solucion Laboratorios
. L. Amikacina parenteral Normon
Aminoglucdsidos - -
Discos de papel Oxoid
Tiras de gradiente Oxoid
Kanamicina Polvo valorado Sigma Aldrich
Rifamicinas Rifampicina Polvo valorado Sigma Aldrich
Anfenicoles Cloranfenicol Polvo valorado Sigma Aldrich

1.4. Cepas de trabajo

Para realizar los diferentes ensayos de este trabajo se utilizaron distintas cepas de
laboratorio (Tabla 5) y aislados clinicos (Tabla 6) de E. coli. Algunas de las cepas de laboratorio se
construyeron en proyectos previos del Departamento de Microbiologia de la Universidad de Sevilla.

Las cepas construidas en el desarrollo de este trabajo se detallan en el apartado de resultados.

Cepas de laboratorio

- Cepas de coleccion (Tabla 4):

Tabla 4. Cepas de coleccion utilizadas.

Cepas de coleccion Utilidad

Control de estudios de sensibilidad
E. coli ATCC25922
Control en ensayos realizados con aislados clinicos

Control de ensayos realizados y parental de la
E. coliBW25113
coleccién KEIO

E. coli MG1655 Control de ensayos.
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E. coliBW25113 se trata de una cepa modificada para facilitar los trabajos de mutagénesis.
Con objeto de poder comparar nuestros resultados con el de otros relacionados con la especie
bacteriana E. coli, resulta fundamental en nuestro caso trabajar con la cepa E. coli MG1655, asi como

con la cepa de control E. coli ATCC25922.

- Cepas comerciales isogénicas:

Se seleccionaron 12 cepas de E. coli mutantes de delecién simple (Tabla 5) de genes en
relacidn con el sistema de reparacion del ADN (dnaQ, mutH, mutL, mutM, mutS, mutT, mutYy uvrD) o
con resistencia a fosfomicina (glpT, uhpT, cyaA y ptsl procedentes de la coleccién comercial “KEIQ”.>%7
Esta coleccién comercial presente en nuestro laboratorio, consta de un total de 3909 cepas mutantes
simples en las que cada gen delecionado del cromosoma bacteriano ha sido reemplazado por un
marcador de resistencia (casete) a kanamicina en la cepa E. coli BW25113 mediante el protocolo
desarrollado por Datsenko y colaboradores.”® Este consiste en la sustitucion de una secuencia
cromosdmica por un gen de resistencia a un antimicrobiano que permita a posteriori seleccionar la
bacteria que presenta la delecion dirigida. Utiliza un plasmido facil de curar y de pocas copias, que
expresa la recombinasa 1 Red (sistema 1 Red), la cual es inducible. Entre las ventajas de este sistema
existe la posibilidad de disefiar deleciones y poder eliminar a continuacidn el casete de resistencia. La
transformacién de un plasmido en una célula posibilita la recombinacién con el gen a eliminar,
reemplazando el gen por el marcador de kanamicina flanqueado por las secuencias FRT. Para ello se

realizan los pasos especificados en la Figura 31.

H1 FRT FRT
:E | Kanamycin resistance > [I:
A SN2
" 4
— 2ie
Met S0 fordownstream gene
—— g
Hz
U k2
Py FRT 2 FRT
B | (1§ I Kanamycin resistance ﬂj:l}l ]
= iy £ Ky
. ki D
Upstream junction Downstream junction
ﬁlim Gene C
Gene A E
—————. |
u 21bp
e FHTg"—*;
C [ (oL ]
34 aa (102 bp) D

In-frame peptide
Figura 31. A) Desarrollo de productos de PCR de plasmidos portadores de genes de resistencia a

antimicrobianos flanqueados por secuencias FRT (diana de reconocimiento de las enzimas
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recombinasas FLP) utilizando cebadores o primers (fragmento pequefio de ADN monocatenario que se
une al molde de ADN y actiia como un "iniciador" de la polimerasa) con “colas” de 36 a 50 nucledtidos
homodlogos a las regiones adyacentes al gen que se va a inactivar (H1 y H2). B) Seleccidon de
transformantes que han sustituido el gen de resistencia al antimicrobiano por el gen B (seleccion de
estas cepas mediante medios selectivos). C) Curacion o eliminacién del gen de resistencia
antimicrobiana mediante la introducciéon de un plasmido que codifica para enzimas recombinasas

FLP.%08

Tanto los pldsmidos como la recombinasa FLP pueden curarse (eliminarse) mediante su

crecimiento a 37°C debido a que son termosensibles.

Tabla 5. Cepas comerciales utilizadas. Mutantes de delecién simples de la coleccién KEIO.>®’

Mutantes simples de la coleccién KEIO

Delecidn de genes relacionados  Delecion de genes relacionados
Cepa parental

con resistencia a fosfomicina con reparacion del ADN

E. coliBW25113 AglpT AdnaQ
AuhpT AmutH

AcyaA AmutlL

Aptsl] AmutM

AmutS

AmutT

AmutY

AuvrD

Cepas clinicas

- Aislados hipermutadores:

En este trabajo se denomina cepa clinica a aquellas bacterias aisladas de muestras
humanas, ya sean comensales o patdgenos. Se seleccionaron 11 aislados de E. coli de muestras de
origen humano, los cuales fueron elegidos en base a su fenotipo mutante. Estos aislados pertenecen
al trabajo realizado por Rodriguez-Beltran y colaboradores.’® Las caracteristicas bdsicas de estos

aislados se detallan en la Tabla 6.

142



MATERIAL Y METODOS

Tabla 6. Aislados de E. coli de origen humano con fenotipo mutador (comensales y patégenos).

Aislado Patégeno/Comensal Filogrupo Muestra
C31 Comensal A Heces
C59 Comensal A Heces
Cc61 Comensal B1 Heces
C74 Comensal B1 Heces

P4 Patégeno A Orina
P17 Patégeno A Orina
P36 Patégeno D Orina
P39 Patégeno A Orina
P44 Patégeno B2 Orina
P45 Patégeno B2 Orina
P56 Patégeno A Orina

- Aislados heterorresistentes:

Se seleccionaron dos aislados clinicos de E. coli del Hospital Universitario Virgen Macarena
en base a su fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina en el estudio de sensibilidad mediante disco-

difusion y tiras de gradiente de fosfomicina (Tabla 7).

Tabla 7. Aislados patdgenos de E. coli de muestras de bacteriemias, con fenotipo heterorresistente a

fosfomicina.

Aislado Muestra/origen Foco

Ec3203

Sangre/bacteriemia Urinario

Ec50406

Sangre/bacteriemia Urinario
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2. Métodos

2.1. Métodos moleculares
Extraccion del ADN bacteriano

Para los distintos procedimientos de biologia molecular, el ADN se extrajo de colonias

frescas crecidas en placa directamente, mediante el kit de DNeasy Blood & Tissue (Qiagen).

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction, PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la polimerasa (My tag Red DNA Polymerase),
la cual se encuentra combinada con un colorante rojo inerte, el cual permite una rapida confirmacion
visual de la adicién de la enzima a la mezcla ademas evita la adicion de buffer de carga en la
electroforesis en gel de agarosa del producto obtenido de PCR. Los distintos componentes necesarios
para la reaccion y los volUmenes necesarios se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Reactivos para PCR con polimerasa “My tag Red DNA Polymerase”: componentes y

volumenes.
Componentes Volumen
Cebador A (Forward) [10uM]* 2 ul
Cebador B (Reverse) [10uM]** 2 ul
Buffer Mix[5x] 10 pl
Agua miliQ 33,75 ul
Polimerasa “My taq” 0,25 ul
ADN 2 ul

Los cebadores (A y B) consisten en secuencias de unos 20 pares de bases complementarias
a los extremos 5' del fragmento de ADN bacteriano a amplificar. Se utilizan en pareja para polimerizar
la hebra positiva (cebador forward)* y otro para la hebra negativa (cebador reverse)**. En su disefio
es importante tener en cuenta que hibriden a la misma temperatura al ADN molde, asi como evitar
que puedan hibridar entre ellos. Los cebadores o primers utilizados en este trabajo se detallan en la
Tabla 9. Se han tenido que utilizar en alguna ocasidn mds de una pareja de primers para cubrir la

secuenciacion completa de aquellos genes de mayor tamafio.
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Tabla 9. Cebadores utilizados en las diferentes PCR para confirmacién de mutantes de delecion.

Gendiana Cebador/Primer

Tamaiio del

Secuencia
amplicén (pb/aa)*

glpT

ECglpTF 5'-GCGAGTCGCGAGTTTTCATTG-3’
ECglpTR 5’-GGCAAATATCCACTGGCACC-3’ 1359/452
ECglpTintF 5'-GGGATGGCCTGGTTCAATGAC-3’
ECglpTintR 5-GCAGTTTGTTCGGCAGTACG-3’

uhpT ECuhpTF 5°-TTTTTGAACGCCCAGACACC-3’ 1392/463
ECuhpTR 5'-AGTCAGGGGCTATTTGATGG-3’

cyaA ECcyaAF 5’-AACCAGGCGCGAAAAGTGG-3’ 2547/848
ECcyaAR 5"-ACCTTCTGGGATTTGCTGG-3’

pts/ ECptsIF 5’-GAAAGCGGTTGAACATCTGG-3’ 1728/575
ECptsIR 5°-TCCTTCTTGTCGTCGGAAAC-3’

dnaQ ECdnaQF 5-TTGCCCAGACACGAACCATC-3’ 732/243
ECdnaQR 5°-TTGCCTCGACCTTCGTCAAC-3’

mutH ECmutHF 5’-CAGAGAATTGAACAACGCATGTGG-3’ 690/229
ECmutHR 5’-GCGTTAGGATCGGTTATCCATG-3’

mutl ECmutLF 5’-ACGGCACAAACTGCCAGTAC-3’
ECmutLintF 5’-ACACGGCGATCTCACGCTAC-3’ 1848/615
ECmutLR 5’-CGTTAGCCATTGAGCTGCGT-3’

mutM ECmutMF 5’-ATCCAGTTGTTCGCCAGCAC-3’ 810/269
ECmutMR 5’-GGCGCTGATGGCGAAGTTAG-3’

mutS ECmutSF 5’-GCGCCTTATGTGATTACAACG-3’
ECmutSintF 5’-GGACTTTGTGCTGCCGGTTG-3’ 2562/853
ECmutSR 5’-GGCGATAGTGATGGGCATTG-3’
ECmutSintR 5 -TGATTGCGCTGATGGCCTAC-3’

mutT ECmutTF 5’-GAGAGCGCAAAGTAGGACGTAAC-3’ 390/129
ECmutTR 5’-CAGGCATCGTGTGCGAATGTC-3’

mutY ECmutYF 5’-GAAAGTTCCGGTTTACACCCTGC-3’ 1053/350
ECmutYR 5’-TGCAACGTGAAGCAGAAGGTC-3’

uvrD ECuvrDF 5"-TGGCATCTCTGACCTCGCTG-3’
ECuvrDintF 5'-CCAGGATACCAACAACATTCAG-3’ 2163/720
ECuvrDR 5’-ATCCGGCCTACATGACGTTG-3’
ECuvrDintR 5’-CGTACCATGTATGAGCAGGAG-3’

*pb: pares de bases/aa: aminoacidos

El programa estandar para llevar a cabo la reaccidn de PCR es el que se detalla en la Tabla

10.
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Tabla 10. Condiciones generales para la reaccién de PCR.

Fase Temperatura Tiempo N2 ciclos
Desnaturalizacién inicial 95°C 60 seg 1
Amplificacion 95°C 15 seg

55°C 15 seg 30
72°C 20 seg/kb
Elongacidn final 72°C 5 min 1

Electroforesis en geles de agarosa

Esta técnica permite la separaciéon de moléculas de ADN en funcidn de su tamafio al ser
sometidas a un campo eléctrico, lo que permite la visualizacidn, entre otros, de los productos de PCR
y plasmidos. Esto, en parte, ayuda a comprobar que la PCR ha funcionado de forma correcta.

El gel se preparé al 1,5 % siguiendo el protocolo:
- 6 gramos de agarosa
- 400 mL TAE
- 12 pL de Red Safe

Purificacién del producto de PCR
La purificacidn de ADN a partir de geles de agarosa se llevé a cabo mediante el QlAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen) siguiéndose el protocolo que se explica a continuacion:

1. Cortar la banda de gel con el ADN que se desea purificar.

2. Pesar el gel y afiadir 300 ul de buffer QG por cada 100 mg de gel de agarosa.

3. Incubar a 50°C durante 10 minutos.

4. Anadir 100 pl de isopropanol por cada 100 mg de agarosa y mezclar.

5. Pasar a una columnay centrifugar 1 minuto a 13.000 rpm.

6. Descartar el filtrado y afiadir a la columna 500 ul de buffer QG. Centrifugar 1 minuto
a 13.000 rpm.

7. Descartar el filtrado y afadir a la columna 750 pl de buffer PE. Centrifugar 1 minuto
a 13.000 rpm.

8. Descartar el filtrado y centrifugar 3 minutos a 13.000 rpm.

9. Pasar la columna a un tubo Eppendorf limpio de 1,5 mL y aiiadir 40 pul de agua
milliQ.

10. Centrifugar 1 minuto a 13.000 rpm.

11. Conservar el eluido, que contiene el ADN purificado, a -202C.
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Lisis alcalina (miniprep): aislamiento de ADN plasmidico

Este protocolo se realizd para aislar el ADN del plasmido pCP20, el cual se utilizard para

eliminar el gen de resistencia a kanamicina de las cepas de la coleccion comercial KEIO. Con este

método se consigue la desnaturalizacion alcalina de las moléculas de ADN circular de gran tamafio,

ayudando a obtener el ADN plasmidico en este caso.

El protocolo se realiza siguiendo los siguientes pasos:

1.

w ® N o

11.
12.

Inocular la cepa DH10B con pldsmido pCP20 en LBB e incubar en agitacién durante 18
horas.

Centrifugar 1,5 mL del cultivo a 3.000 rpm durante 2 minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 100 ul de agua destilada.
Afadir 200 pl de la solucién de lisis, mezclar suavemente y dejar 3 minutos a temperatura
ambiente.

Afadir 150 pl de la solucion Il alcalina, mezclar suavemente y mantener a 42C durante
10 - 15 minutos

Centrifugar durante 15 minutos a 13.000 rpm.

Recuperar el sobrenadante y aiiadir el mismo volumen de isopropanol.

Centrifugar durante 7 minutos a 13.000 rpm.

Descartar el sobrenadante y anadir 800 ul de etanol 70%

. Centrifugar durante 7 minutos a 13.000 rpm.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el sedimento.
Resuspender en 30 — 40 pl de agua milliQ con ARNasa (5 pg/ml) e incubar a 372C durante

15 minutos.

Preparacion de células electrocompetentes

Este procedimiento se realiza para obtener células capacitadas para captar ADN exégeno.

Asi se consigue introducir el plasmido pCP20 en las cepas mutantes simples de la coleccién KEIO

portadoras del gen de resistencia a kanamicina, con el objetivo final de eliminarlo.

El protocolo es el siguiente:

1.
2.

Inocular la cepa elegida en LB e incubar en agitacion durante 18 horas.

Diluir el inéculo 1:100 y poner de nuevo en crecimiento el cultivo hasta alcanzar una
densidad 6ptica (DO) a 600 nm de 0,5-0,6.

Mantener el cultivo en hielo durante 15 minutos.

Alicuotar el cultivo en tubos de Falcon de 50 mL y centrifugar 20 minutos a 4.200 rpm

a 4eC.
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5. Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento con agua destilada fria estéril (se afiade
el mismo volumen que se centrifugo).

6. Centrifugar 20 minutos a 4.200 rpm a 42C.

7. Descartar el sobrenadante, concentrar las alicuotas y repetir el lavado.

8. Repetir el paso anterior dos veces mas, pero en este caso lavando con glicerol al 10%
estéril y frio.

9. Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en aproximadamente 800 uL de
glicerol al 10%.

10. Hacer alicuotas y conservar a —802C hasta su utilizacion.

Electroporacion

La electroporacion se trata del proceso mediante el que se transfiere material genético
desde exterior al interior de la bacteria. Esta transferencia se puede lograr mediante la
desestructuraciéon y ruptura transitoria de la membrana bacteriana mediante cambios en el potencial
de membrana y otras propiedades celulares gracias a la aplicacidn de descargas eléctricas en la célula.
Esta desestructuracion transitoria de la membrana celular permite la entrada del ADN exdgeno.

Los distintos pasos a seguir en el protocolo se detallan a continuacion:

1. Afadir 34 pL del plasmido a electroporar en una alicuota de células

electrocompetentes. Mantener en hielo aproximadamente 10 minutos.

2. Afadir esta mezcla a la cubeta de electroporacién fria y aplicar un pulso (2,5 kV y 5 ms).

La electroporacion se realizd con el sistema Micropulser (BioRad).

3. Afadir 800 pL de medio SOC en la cubeta. Recuperar el medio e incubar a 372C en

agitacién durante 1 hora.

4. Sembrar el volumen anterior en placas de medios selectivos especificos en cada caso.

Técnicas de reemplazamiento genético e inactivacidon de genes cromosdmicos

La manipulacién genética de los microorganismos se realiza mediante una serie de técnicas
que permiten la transferencia o eliminacién programada de genes de forma dirigida. Consiste en
realizar una mezcla artificial de moléculas de ADN con la finalidad de obtener fragmentos especificos
de ADN, clonarlos para introducirlos en otro genoma y permitir su expresion. Estas técnicas son de
utilidad en nuestro trabajo para la construccidn de cepas mutantes con deleciones dobles en los genes
gue controlan el transporte de fosfomicina hacia el interior de la célula y en los genes de reparacién

del ADN.
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La construccidn de las dobles mutantes se realizé a partir de las cepas mutantes simples de

la coleccion KEIO. Para ello se realizaron los siguientes pasos:

1. Eliminacion o curacién del casete de resistencia a kanamicina de la cepa mutante
simple.

2. Transduccién con el fago P1.

3. Eliminacidon o curacion del casete de resistencia a kanamicina de la cepa mutante doble.

Eliminacidn del casete de resistencia a kanamicina

El proceso de eliminacidn del casete de resistencia a kanamicina o proceso de curacién se
realiza para evitar posibles interferencias en los resultados de los ensayos ademds de para poder
realizar la construccién de los dobles mutantes en un segundo paso. En este protocolo se utilizo el
plasmido pCP20, el cual es termosensible y presenta un marcador de resistencia (Cloranfenicol-R). Este
plasmido se introdujo en los mutantes simples y dobles electrocompetentes (Kan-R) descritos en el
apartado de materiales correspondiente a las cepas bacterianas de la coleccidn KEIO. El pCP20 posee
una recombinasa FLT (flipasa), la cual se une a las secuencias FRT que flanquean al gen de resistencia

a kanamicina provocando la escisién de la secuencia (Figura 31C).>%

Transduccion mediante bacteriéfago P1

Este protocolo se llevd a cabo sobre una cepa receptora E. coli BW25113 mutante simples
sensibles a kanamicina (Kan-S) utilizando a una cepa donadora de E. coli BW25113 mutante simple
resistente a kanamicina (Kan-R). Para transferir el gen delecionado sustituido por el casete de

resistencia se utiliza el bacteriéfago P1.

A continuacion, se describe de forma detallada los pasos a seguir en el protocolo para

generar las mutantes de delecién doble realizado en nuestro laboratorio:

Dia 1.

- Realizar un cultivo overnight de las cepas donadoras con marcador de resistencia a kanamicina
(Kan-R) en medio LBB o LBB CaCl, (volumen de 3 mL aproximadamente). Poner a 372C con
agitacion.

Dia 2

1. Tomar 1ml de cada cultivo overnight de las cepas donadoras (Kan-R) y mezclar con 4ml de

LBB CaCl2. Finalmente afadir 100 pl de lisado de fagos P1vir.

2. Incubar 6-8 horas en agitacion a 372C.

149



MATERIAL Y METODOS

3. Realizar controles de infeccion con la cepa E. coli BW25113 (BW+P1), de esterilidad de cultivo
del fago P1vir (solo P1) y de turbidez de los cultivos (solo BW25113) para valorar el curso de

la infeccion.

4. Pasadas las 6-8h, se apreciara una bajada de la densidad dptica del cultivo (debido a la lisis

de la bacteria donadora por los fagos).

5. Transferir si fuera necesario a tubos de polipropileno y afiadir 100 pul de cloroformo con el fin
de eliminar aquellas bacterias aun viables, pero no asi los fagos. Agitar en vdrtex durante 30s
y posteriormente centrifugar 4.600 rpm (20 min) o 10.000 rpm (10 min) dependiendo del

volumen del tubo utilizado.

o

Coger el sobrenadante y transferirlo a un tubo de polipropileno y afiadir de nuevo 100 ul de

cloroformo para consérvalo a 49C.

7. Poner un cultivo overnight con las cepas receptoras sin determinante de resistencia a

kanamicina (Kan-S) en medio LBB o LBB CaCl2 (volumen de 3 mL aproximadamente).
Dia 3.

1. Transferir 1Iml de cada cultivo overnight con las cepas receptoras (Kan-S) al mutante de

delecién simple un tubo Eppendorf y centrifugar 3 min a 3000 rpm.
2. Descartar el sobrenadante y resuspender en 1 mL buffer MC (detener el crecimiento).

3. Realizar el siguiente esquema de infecciones y controles en tubos Eppendorf e incubarlos a

379C durante 1-2 horas (Tabla 11).

Tabla 11. Esquema de infecciones y controles a realizar.

Esquema de infecciones Control Contro.l Tra.nsd.uc.cié Tl:an.sduccién
fagos bacteria n Sin diluir Diluida 10-1

Lisado P1 (con genoma Kan-R) 100l - 100 pl 10 ul

Bacteria receptora (Kan-S) - 100 ul 100 ul 100 ul

Buffer MC 100 pl mwoou -

Volumen final controles 200 pl 200 ul 200 ul 110 ul

4. Afadir 200 pl de citrato sédico 1M (quelante del CaCl2 que detiene la infeccidn) a cada uno

de los tubos.
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5. Afnadir 500 pl de LBB e incubar a 372C durante 1-2 horas.

6. Sembrar 100 pl de cada tubo en placas de LB agar (suplementadas con citrato + 50 pug/ml

kanamicina).

7. Para aumentar la eficiencia, centrifugar todo el contenido del tubo y descartar el
sobrenadante. Resuspender el pellet en volumen remanente y sembrar todo el contenido en

placas de LB (citrato + 50 pg/ml kanamicina).
8. Incubar overnight a 37°C.

Por otro lado, la presencia del gen de resistencia a kanamicina en los mutantes de delecién
de la cepa E. coli BW25113 podria dar pie a errores de evaluacion de la resistencia. Para la eliminacién
de dicha resistencia (curacién), se necesita la produccidn de una FLP recombinasa dentro de la cepa
mutante para permitir la recombinacidn de los fragmentos FRT y la eliminacién del gen de resistencia

a kanamicina.

Secuenciacion genética

La secuenciacién del ADN es el proceso mediante el cual se determina la secuencia de bases
de los nucledtidos (adenina, timina, guanina y citosina) que componen un fragmento de ADN. En este
trabajo se realizaron dos tipos de secuenciacidn genética distintas en base a las necesidades de analisis

posterior. Estos dos procedimientos se detallan a continuacién.

Secuenciacidn tipo Sanger®*°

Este procedimiento se llevd a cabo en un laboratorio externo y se utilizé para secuenciar
aquellos productos de PCR de la comprobacidon de construccién de mutantes, por lo que a

continuacién, se describe en que se basa este método de secuenciacién.

Este método es capaz de secuenciar regiones de ADN de hasta 900 pares de bases (pb). Este
tipo de secuenciacién consiste en hacer muchas copias de un fragmento concreto de ADN. Para su
desarrollo se requieren casi los mismos elementos que para realizar una PCR: un enzima ADN
polimerasa, un cebador, los cuatro nucleétidos del ADN (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), el ADN molde
(producto de la PCR) que sera secuenciado. Sin embargo, ese tipo de secuenciacion requiere de unas
versiones de los nucledtidos o terminadores de la cadena (didesoxinucleétidos) cada una de las cuales
posee un pigmento diferente. Los didesoxinucledtidos son similares a los desoxinucledtidos, pero

carecen de grupo hidroxilo en el carbono 3' del anillo de azucar, el cual permite la unién de nuevos
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nucledtidos a la cadena existente. El didesoxinucledtido al carecer de este grupo hidroxilo hace que la
elongacién de la cadena de ADN finalice. Ademds, estan marcados con un pigmento de color particular

dependiendo de la base nitrogenada que lo componga.

Posteriormente se procede a un proceso de desnaturalizacidon del ADN molde y elongacién
tras unidn de cebadores y activacion del enzima ADN polimerasa como ocurre en el proceso de PCR
explicado con anterioridad. Cuando este proceso termina, estd practicamente asegurado que se ha
incorporado un didesoxinucledtido en cada una de las distintas posiciones de los nucleétidos que
componen el ADN molde en al menos una reaccidn. Es decir, habra fragmentos de diferentes
longitudes que terminan respectivamente en cada una de las posiciones de los nucleétidos del ADN
original. Los extremos de los fragmentos tendran el pigmento que indica su nucleétido final. Cuando
la reaccidn finaliza, se realiza el proceso de electroforesis capilar en gel, el cual consiste en pasar los
distintos fragmentos a través de un tubo alargado y muy fino con una matriz de gel. Los fragmentos
mas cortos se moveran mas rapido atravesando los poros del gel, mientras que los fragmentos de
mayor longitud se moveran mas lentamente. Cuando cada fragmento alcanza el final del tubo, una luz
laser lo ilumina permitiendo la deteccién del pigmento asociado al didesoxinucledtido. De esta forma,
se puede reconstruir la secuencia del fragmento de ADN original a partir de los distintos colores de los
pigmentos registrados por el detector. Estos datos registrados en el detector de dan lugar a un
cromatograma con diferentes picos dependiendo de la intensidad de fluorescencia de los
didesoxinucledtidos, interpretdndose asi la posicion y el tipo de base nitrogenada que contiene la

secuencia de ADN (Figura 32).
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Figura 32. Pasos de la secuenciacion tipo Sanger: amplificacion, electroforesis capilar y desarrollo del
cromatograma. Figura adaptada y modificada.’!

Para que la secuenciacion pueda llevarse a cabo en el centro externo, se remite el producto

de PCR Yy los cebadores utilizados en cada una de las reacciones.

Secuenciacidon gendmica masiva

Se realizd el andlisis de la secuencia del genoma completo (Whole Genome
Sequencing/WGS) mediante técnicas de secuenciacién de nueva generacién de los once aislados
clinicos (C31, C59, C61, C74, P4, P17, P36, P39, P44, P45 y P56) utilizando el secuenciador Miseq
(llumina, San Diego, California, Estados Unidos).

El protocolo que se llevd a cabo se detalla a continuacidn:

1. Extraer el ADN gendmico de los aislados utilizando el DNeasy Blood & Tissue Kit

(Qiagen, Paises Bajos), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

2. Resuspender el ADN en Tris-HCI 10 mM (pH 8,0)
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3. Determinar la concentracién de ADN utilizando el fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).
4. Preparar la libreria con el kit de preparacion de librerias de ADN Nextera XT (lllumina)

5. Secuenciacién con cartucho de reactivos, V3 600 ciclos (lllumina)

Se utilizo el software CLC Genomic Workbench (Qiagen, Paises Bajos) para el ensamblaje
de novo de las distintas secuencias de Illumina. Los genomas bacterianos se anotaron utilizando el
servidor de anotacién RAST 2.0.°'2 Se utiliz6 una base de datos que contenia secuencias de
aminoacidos de tipo salvaje (wild type/wt) de las proteinas del sistema de reparacién del ADN (DnaQ,
MutH, MutL, MutM, MutS, MutT, MutY, RecA, RecF, RecO, RecR, UvrA, UvrB, UvrC, UvrD, UvrY) y de
las proteinas implicadas en la resistencia a fosfomicina (Crp, CyaA, GlpT, UhpT, Ptsl, UhpA, UhpB, UhpC
y UhpT). Esta se construyd con las secuencias obtenidas de la base de datos EcoCyc.>*? Las secuencias
de nucleétidos traducidas de RAST se compararon con nuestra base de datos personalizada, utilizando
el editor de alineacion de secuencias Bioedit version 5.0.7 (Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA).
Las secuencias de aminodcidos que poseian un porcentaje de similitud inferior al 100% respecto a la
base de datos se analizaron mediante Protein BLAST** y se registraron los cambios detectados.

En los aislados hipermutadores C59, C61, C74, P45; y en los normomutadores, Ec3203 y Ec50406, se
complementd la informacién del resistoma mediante la identificaron de los genes de resistencia
adquiridos y/o mutaciones cromosomicas a otros antimicrobianos de interés clinico utilizando una
base de datos online de libre acceso (ResFinder 3.2, https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). Se
estudiaron los secuenciotipos para caracterizar a estos aislados y descartar una posible relacién del
fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina y/o el fenotipo de hipermutacion mediante la utilizacién

de plataforma online (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/; http://enterobase.warwick.ac.uk)

Determinacion de secuenciotipo

La determinacién del secuenciotipo de los aislados se realiz6 mediante el andlisis del Multilocus
Sequence Typing siguiendo el esquema de Warwick. Para ello, se estudiaron los genomas completos
obtenidos mediante secuenciacién masiva en la plataforma online del Centro de Epidemiologia
Gendmica (Center for Genomic Epidemiology; https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST). Esta plataforma
se basa en la lectura de secuencias cortas de cuatro plataformas de secuenciacién, formando una base
de datos para deteccién de los MLST que se actualiza mensualmente. El sistema realiza una
comparativa de los genes conservados del esquema MLST de las secuencias sujetas a estudio con los
de la base de datos mediante un método de clasificacién basado en BLAST. Finalmente, asigna un

secuenciotipo basado en la combinacién concreta de alelos identificados en cada caso.
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En caso de detectar mutaciones en los alelos determinantes del MLLST ausentes en las bases de datos

de la plataforma, se requiere la asignacion de un nuevo alelo. La solicitud del nuevo alelo y del nuevo

MLST se realizo a través de la plataforma online Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk).

Southern blot

Esta técnica permite la identificacidon y localizacion de secuencias de ADN, mediante la

hibridacidn con sondas especificas. Este método se llevd a cabo para verificar con una segunda técnica

(distinta a la PCR), la ausencia de genes de reparacién del ADN (mutS) en aquellas cepas en las que no

se detectd por métodos de secuenciacién masiva ni por secuenciacién de tipo Sanger. Para ello se

realiza el siguiente protocolo que consta de varias fases:

1. Fase de electroforesis en gel:

Separar los fragmentos de ADN conforme a su tamafio exponiédolos a un campo eléctrico
utilizando directamente el producto de la PCR.

En el gel se debe introducir:

e un marcador de peso molecular (escalera).

e control positivo (ADN que sabemos contiene el gen de nuestra sonda).

e control negativo (ADN que no contiene el gen de nuestra sonda).

e ADN de las muestras a estudiar.

Correr el gel hasta que las bandas estén bien separadas.

2. Procesamiento del gel:

Cortar el gel por extremo superior derecho como sefial de diferenciacion

Colocar el gel en una bandeja con solucion de depurinacion y dejarlo durante
aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente en agitacion suave.

Retirar solucién anterior y anadir solucién desnaturalizante. Dejar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Retirar solucién anterior y afiadir solucidon neutralizacion. Dejar durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

3. Transferencia a membrana:

Colocar en una bandeja con el tampdn de solucidn salina-citrato al 20X (20X SSC) un cristal que
se cubre con un papel de filtro plegado con la misma anchura que el gel.

Sobre el papel de filtro se coloca el gel hacia abajo y la membrana se coloca sobre éste (gel y
membrana deben ser del mismo tamafio y tener el extremo superior derecho cortado).

Sobre la membrana se colocaran dos papeles de filtro Whatman del mismo tamafo que el gel

o superior y sobre éstos se colocan varias toallas de papel.
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8.

- Por ultimo, se coloca un cristal y un peso de 0.5 kg para ejercer presidn sobre las distintas
capas y favorecer asi la transferencia desde el gel a la membrana.

- Unavez montado todo el dispositivo, se cubre con papel de aluminio la parte de papel de filtro
gue no esta en contacto con el gel para evitar asi la evaporacién.

- Dejar 16-20 horas a temperatura ambiente

Fijacion de acidos nucleicos a la membrana:

- Desmontar dispositivo con mucho cuidado.

- Seiialar los pocillos con un lapiz asegurandonos de que se marca la membrana.

- Retirar el gel y poner en unas de las esquinas superiores 2ul de los controles (control positivo
y sonda de hibridacion).

- Fijar los acidos nucleicos a la membrana con radiacién UV.

- Dejar 1 horaen la estufaa 50°C

Realizar el protocolo de prehibridacion:

- Realizar este paso a 42°C durante 2-3 horas

- Encender el HIBRIDOGEN a 42°C

- Afadir a un tubo de hibridacién 30 mL de la solucion DIG EASY Hyb.

- Introducir la membrana con el ADN.

Hibridacidn:

- Hervir durante 5 minutos la mezcla de: 300 ul DIG Easy Hyb (marcador de acidos nucleicos) +
5 ul de sonda marcada

- Vaciar el tubo de hibridacién y afiadir 15-20 mL DIG Easy Hyb (precalentado) junto con la sonda
hervida previamente.

- Incubar toda la noche a 42 °C.

Lavados:

- Alas 24 horas se deben realizar los distintos lavados.

- 2lavados de 5 minutos con SSC 2X + SDS 0.1 % (temperatura ambiente).

- 1lavado de 20 minutos con SSC 0.5X + SDS 0.1 % (68 °C).

Blogueo:

- Descongelar una alicuota de 20 mL de solucion de bloqueo 10X y afadir 180 mL de acido
maleico en el momento de su utilizacién para obtener 200 mL de solucién de bloqueo 1X

- Afadir 20ml de solucién bloqueo y dejar 30 minutos a temperatura ambiente

Deteccidon inmunoldgica:

- Centrifugar durante 5 minutos a 1000 rpm la solucidn de bloqueo

156



MATERIAL Y METODOS

- Mezclar 30 mL de solucidn de bloqueo con 3 puL de anticuerpos Anti-Digoxigenin-AP y dejar
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

- Hacer 2 lavados de15 minutos a temperatura ambiente con buffer de lavado.

- ARadir buffer detection y dejar durante 15 minutos.

- Envolver la membrana en una transparencia y afiadir CSPD, cerrar los extremos e incubar
durante 5 minutos en oscuridad.

- Quitar el exceso de CSPD con ayuda de un papel presionando sobre la transparencia y
extendiendo hacia los extremos con suavidad.

- Recortar al tamafio deseado, sellar la transparencia y dejar 10-15 minutos a 37 °C.

10. Exposicion y revelado:

- Este paso siempre se realiza en oscuridad
- Exponer la pelicula durante 30 minutos y revelar (revelador, lavado con agua, fijador y lavado

con agua).

7
0.0

Preparacion de sonda:

- Amplificacién mediante PCR del gen que queremos utilizar como sonda.

- Purificacion del producto de PCR.

- Amplificacién del gen utilizando dNTPs marcados con digoxigenin utilizando el ADN purificado
como molde.

- Purificacién del producto de PCR para usar como sonda.

2.2. Métodos de Microbiologia
Preparacion de los agentes antimicrobianos

Se utilizaron las directrices de CLSI?*’ para preparar los distintos antimicrobianos de este
estudio. Se prepararon alicuotas a una concentracion de 4096 mg/l que se congelaron a -809C,
partiendo asi de un stock general que facilita el desarrollo de los experimentos. Todos los ensayos
realizados con fosfomicina fueron suplementados con glucosa-6-fosfato a una concentracién de 25

mg/L que se afiadié al medio con un margen maximo de 24 horas previo al ensayo.

Estudios de sensibilidad in vitro

El estudio de sensibilidad a fosfomicina se realizd a todas las cepas de trabajo; sin embargo, el de
sensibilidad a amikacina se determind Unicamente en los aislados clinicos que presentaban mayor
frecuencia de aparicién de mutantes (C59, C61, C74, P45, Ec3203 y Ec50406), los cuales se estudiaron

posteriormente en los modelos de HFIM.
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Dilucién en agar

Se trata del método de referencia para determinacion de la CMI a fosfomicina seguin CLSI y
EUCAST.?¥7>15 Este método se encuentra estandarizado y se necesita la preparaciéon de un indculo
bacteriano concreto de 10* UFC/punto de inoculacidon sobre la superficie de MHA. El agar se
suplementa con glucosa-6-fosfato (25 mg/l) y se crea un gradiente de concentraciones con aumento

de las diluciones en base 2.
Se prosiguié segln el siguiente protocolo:

- Dispensacién de las placas de MHA suplementado con glucosa-6-fosfato estableciendo un

gradiente de concentraciones de 0,125 mg/L-1024 mg/L.
- Realizar un 0,5 McFarland (~10% UFC/ml) en MHB de colonia fresca.

- Utilizando un replicador de Steers con puntas de 1 milimetro, inocular las placas de MHA a

distintas concentraciones para obtener un inéculo final de ~10%,
- Secar las placas a temperatura ambiente en el interior de cabina de bioseguridad.
- Incubar durante 16-20 horas a 37°C.

- Pasado ese tiempo se procede a la lectura y registro de la CMI observada para cada una de las

cepas.

Este ensayo se realizd en los aislados C59, C61, C74, P45, Ec3203 y Ec50406, por triplicado. Se incluyd
la cepa control E. coli ATCC25922.

Método de disco-difusion

El procedimiento para llevar a cabo este método es exactamente igual al de difusién con tiras
de gradiente (se explica en detalle en el siguiente subapartado) sustituyendo la tira por un disco
impregnado con el antimicrobiano. En este trabajo se utilizaron discos de fosfomicina a una cantidad
fija de 200 pg/disco con el objetivo de realizar un cribado previo en la deteccidn del posible fenotipo
de heterorresistencia para realizar la confirmacién y estudio de CMI posterior mediante el uso de tiras

de gradiente.

Método de difusidn con tiras de gradiente

Los valores de CMI a fosfomicina y amikacina se calcularon mediante el sistema de difusiéon
con tiras de gradiente (Etest® AB BIODISK, Biomerieux o Liofilchem). A partir de placas de cultivo fresco

se realiza un inéculo a 0,5 McFarland en MHB que se extiende por la superficie de MHA.
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Posteriormente, se deposita la tira de gradiente en la superficie del agar y se incuba a 372C durante
16-20 horas. A continuacidn, se procede a la lectura de la CMI, la cual se determina por la intersecciéon
de la zona inferior de la elipse de inhibicidon de crecimiento bacteriano con la tira de gradiente. En este
trabajo se registré no solo la CMI de la poblacion bacteriana mayoritaria, sino que, ademas, se tuvieron
en cuenta los valores de CMI de las subpoblaciones presentes en las elipses de inhibicién (definiéndose
como subpoblacién aquellas poblaciones bacterianas formadas por UFC individuales y con limites

definidos). La cepa de referencia E. coli ATCC 25922 se us6 como control.

Microdilucion en caldo

La CMI de fosfomicina y amikacina se calculé6 mediante microdilucidon siguiendo la
normativa de CLSI?*’. A partir de placas de cultivo fresco se prepard un indculo a 0,5 McFarland en
MHB. Se utilizaron placas de microdilucidn de 96 pocillos de fondo plano (Greiner Bio-One™), las cuales
una vez preparadas con las diferentes concentraciones de antimicrobianos se inocularon con una
dilucién 1:100 del cultivo anterior. Estas placas se incubaron a 372C durante 16-20 horas. La cepa de
referencia E. coli ATCC 25922 se usé como control. Se establecieron controles de crecimiento y

esterilidad del medio.

Correlacion entre los resultados de CMI a fosfomicina mediante microdilucion en caldo y difusion

mediante tiras de gradiente.

Para estudiar la correlacidn entre los valores obtenidos mediante microdilucién y técnica de difusion
con tiras de gradiente, se calculd el coeficiente de Pearson. Este coeficiente se trata de indice de
dependencia lineal entre dos variables aleatorias cuantitativas; es decir, una medida que puede
utilizarse para determinar el grado de relacion de dos variables cuando ambas variables sean
cuantitativas y continuas. Para ello se utiliza la siguiente formula:

_ Cov XY

X, Y
" oXoY

Cov (X, Y): covarianza de (X, Y)
o(X): desviacidn tipica de “X”
o (Y): desviacidn tipica de “Y”
El indice de Pearson puede tomar valores en un rango continuo que comprende desde el -1

(correlacién perfecta negativa) al +1 (correlacién perfecta positiva). Cuando toma el valor de 0, indica

gue no existe correlacion.
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Frecuencia de aparicion de mutantes

Se determinaron por cuadriplicado las frecuencias de mutantes espontdneos resistentes a
rifampicina (100 mg/L) y fosfomicina (50 mg/L y 200 mg/L) para los 11 aislados clinicos y los 12
mutantes simples de delecién. En base a estos resultados, las cepas de laboratorio y los aislados
clinicos se clasificaron en funcién de la frecuencia de aparicion de mutantes a la rifampicina como
mutantes débiles (frecuencia de aparicion de mutantes < 1 x 107) o como mutantes fuertes (frecuencia
de apariciéon de mutantes > 1 x 107).°1® Posteriormente, se estimd el coeficiente de correlacién de
Pearson para medir la relacién estadistica entre las frecuencias de mutantes resistentes a fosfomicina
y a rifampicina:

De forma adicional, se calculé la frecuencia de mutacidn espontdnea a amikacina (32 mg/L)
para los aislados clinicos C59, C61, C74, P45, Ec3203 y Ec50406 vy se realizd una segunda clasificacion
en base a los valores de frecuencia de aparicién de mutantes a fosfomicina como “normomutadores”
(frecuencia de aparicién de mutantes inferiores a 1x107) e hipermutadores (frecuencia de aparicidn
de mutantes iguales o superiores a 1x107). Este ensayo se realizé por duplicado.

En todas las réplicas se incluyeron E. coli WT BW25113 y MG1655 como cepas control.
Para ellos se realizé el siguiente protocolo:

1. Preparar un 0,5 McFarland en LB a partir de un cultivo fresco.

2. Incubar durante 18 horas a 372C en agitacidn una dilucién 1:10* del 0,5 McFarland anterior.

3. Sembrar 100 pL en placas de MHA suplementadas con las concentraciones deseadas de
antimicrobiano.

4. Hacer diluciones seriadas y sembrar en placas sin antimicrobiano 100 uL de las diluciones 108,
107y 108,

5. Incubar a 372C durante toda la noche.

6. Contar el nimero de colonias en las placas sin antimicrobiano y calcular el tamafio del inéculo
(UFC/ml). Reincubar las placas con presion selectiva 24 horas.

7. Contar el nimero de colonias en las placas con presidn selectiva y calcular el nimero de
mutantes (UFC/ml).

La frecuencia de apariciéon de mutantes se calculé como:

Poblacién en medio con antimicrobiano (ufc/ml)

F iad tantes (UFC/ml) =
recuencia de mutantes ( /mD) Poblacién en medio si n antimicrobiano (ufc/ml)
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Curvas de crecimiento

Los aislados clinicos y las cepas mutantes simples y dobles fueron sometidas a ensayos de

monitorizacién de crecimiento poblacional con el antimicrobiano fosfomicina utilizando un gradiente

de 0,5 mg/L a 512 mg/L. Para ello se realizo el siguiente protocolo:

Inocular MHB con las cepas a estudiar e incubar durante 24 horas a 372C en agitacion.
Inocular en placas de fondo plano de 96 pocillos con MHB suplementado con glucosa-6-fosfato
(25mg/L) en un gradiente de fosfomicina de 0,5 a 512mg/L (diluciones seriadas en base 2) a
una concentracion bacteriana de 5 x 10°> UFC/pocillo.

Monitorizar la D.0. a 595 nm durante 20 horas en el sistema Infinite 200PRO (Tecan Group AG,
Méannedorf, Suiza) a 37 2C con mediciones cada 20 minutos.

El limite de deteccidn de la técnica fue de 0,08 (densidad celular de 1 x 108 UFC/ml). Los

ensayos se realizaron por triplicado. Los porcentajes de viabilidad bacteriana de cada pozo se

determinaron comparando los valores de DO a las 24 horas de los pocillos con distintas

concentraciones de fosfomicina con el pocillo de control sin antimicrobiano (100% de viabilidad).

Estudio in vitro de interaccidon de antimicrobianos. Técnica del tablero de ajedrez

La interaccion entre fosfomicina y amikacina se estudiéo mediante la técnica de tablero de

ajedrez. Este ensayo se realizd por triplicado utilizando los aislados C59, C61, C74, P45, Ec3203 y

Ec50406. E. coli ATCC25922 se empled como cepa control.

El protocolo de esta técnica se especifica a continuacion:
Rellenar todos los pocillos de la placa con 100 pL de MHB (suplementado con glucosa-6-
fosfato a una concentracion de 25 mg/L en los ensayos con fosfomicina), excepto el pocillo
Al. La fosfomicina también se suplementara con glucosa-6 fosfato a 25 mg/L. La amikacina
solo se suplementara con este compuesto en los pocillos en los que se encuentre combinada

con la fosfomicina (todos excepto la fila de estudio de sensibilidad a amikacina).

Anadir 200 pl del primer antimicrobiano, fosfomicina o amikacina, a 2x de la concentracién

maxima deseada en el pocillo Al de la placa. Es decir, si queremos que la placa comience en
una concentracion de 128 mg/L de fosfomicina, debemos afiadir 200 pl de fosfomicina a una
concentracion de 256 mg/L. Afiadir 100 ul del mismo antimicrobiano al doble de
concentracién del pocillo B1 al G1.

Diluir desde la columna 1 ala 11 de 100 ul en 100 ul realizando diluciones 1:2.

Afadir 100 pl del segundo antimicrobiano, fosfomicina o amikacina, al doble de la

concentracién maxima deseada en todos los pocillos de la fila A (del pocillo A1 al A12). Es
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decir, si queremos que la placa comience en una concentracion de 64 mg/L de amikacina,
debemos afiadir 100 pL de fosfomicina a una concentracién de 128 mg/L.

- Este antimicrobiano se diluird hacia abajo de 100 ul en 100 ul realizando diluciones de 1:2
desde la fila Aa la fila G.

- Realizar un 0,5 McFarland (~108 UFC/mL) a partir de una colonia bacteriana fresca y realizar
una dilucién 1:10 (~107 UFC/mL).

- Inocular 5 pl de esta dilucién en cada pocillo de la placa. El indculo bacteriano inicial sera
finalmente de 5 x 10° UFC/mL por pocillo utilizando un volumen de 100 ul de MHB en placas
de fondo plano de 96 pocillos.

- Elpocillo de H12 no contendra ninguno de los dos antimicrobianos y se utilizard como control
de crecimiento/viabilidad bacteriana.

- Las placas se incubaron durante 24 horas a 372 C y la densidad 6ptica (DO) se cuantificd
espectrofotométricamente a 595 nm (lector de placas Infinite200 Pro).

- Se prepararon distintas combinaciones de concentraciones de fosfomicina y amikacina en
base a los valores de CMI previamente determinados por microdilucién en caldo de cada uno
de los aislados: C59 (fosfomicina: 0,5 mg/I-512 mg/l; amikacina: 2 mg/I-128 mg/l), C61
(fosfomicina: 1 mg/I-1024 mg/|; amikacina: 1 mg/I-64 mg/l), C74 (fosfomicina: 1 mg/I-1024
mg/|; amikacina: 1 mg/I-64 mg/l), P45 (fosfomicina: 1 mg/l-1024 mg/|; amikacina: 0,25 mg/I-
16 mg/l), Ec3203 (fosfomicina: 1 mg/I-1024 mg/l; amikacina: 0,5 mg/I-32 mg/l), Ec50406
(fosfomicina: 2 mg/l-2048 mg/l; amikacina: 0,5 mg/I-32 mg/l). Para la cepa control se
utilizaron las combinaciones de concentraciones de fosfomicina a 0,03 mg/I-32 mg/| con
amikacina a 0,125 mg/I-8 mg/I.

- Llasinteracciones entre los dos antibidticos se evaluaron mediante el indice CIF (ver férmula
en apartado 7 “Estudios in vitro de combinaciones terapéuticas. Técnicas y limitaciones.
Técnica del tablero de ajedrez”). La correlaciéon entre el indice CIF y el efecto de la
combinacion se interpretd como: indice CIF <0,5: sinergia, indice CIF >0,5 a 4: no interaccion
e indice CIF >4: antagonismo.>!

- Ademas, se analizo el grado de sinergia de los farmacos en toda la matriz teniendo en cuenta
las curvas de dosis-respuesta mediante el modelo ZIP (ver apartado 7 “Estudios in vitro de
combinaciones terapéuticas. Técnicas y limitaciones. Modelos matematicos para estudio de
interacciones de farmacos”) en base al analisis multiple de los datos de turbidez/viabilidad
bacteriana de las tres réplicas obtenidas analizados en la plataforma online SynergyFinder.>%
En este caso, dependiendo del score delta, las interacciones de los farmacos se consideraron

como: antagonicas (<-10%), aditivas (+10%), sinérgicas (>10%) y no interaccidn (0%).
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Curvas de letalidad

Inicialmente, se evalud la actividad de fosfomicina mediante curvas de letalidad con dos
indculos bacterianos iniciales (indculo alto: 1 x 107 UFC/tubo [5 x 10° UFC/ml en 20ml]; indculo bajo: 1
x 10° UFC [5 x 10 UFC/ml en 20ml] diferentes frente a los aislados clinicos C59, C61, C74, P36 y P45;y
a las cepas mutantes de laboratorio AglpT, AmutS y AmutS-glpT. Este ensayo se realizé durante 24
horas a concentraciones de fosfomicina de 64 mg/L (la concentracidn mas baja en la categoria de
resistencia seglin los puntos de corte de EUCAST)*®® y 307 mg/L ((concentracidn plasmatica maxima
media en humanos observada en estado estacionario después de una dosis de fosfomicina de 8g/q8h)).

Posteriormente se evalud la actividad de fosfomicina a las mismas concentraciones
incrementando el tiempo de exposicion al antimicrobiano a 48 horas, partiendo de la concentracién
bacteriana de alto indculo. Estas mismas condiciones se evaluaron a concentraciones de amikacina de
16 mg/L (concentracidn inferior de amikacina en la categoria de no sensibles segun los puntos de corte
de EUCAST)>* y 45 mg/L (concentracion plasmatica maxima media en humanos en estado estacionario
tras una dosis de amikacina de 15mg/kg/24h), asi como frente a la combinacion de ambos
antimicrobianos (fosfomicina-amikacina: 64 mg/I-16 mg/l). Se utilizd un control sin antimicrobiano en
todos los ensayos por cada una de las cepas.

Los ensayos de 48 horas se realizaron frente a los aislados clinicos que presentaban
frecuencias de aparicién de mutantes mas elevadas (C59, C61, C74, P36 y P45), asi como frente a los
aislados clinicos heterorresistentes normomutadores (Ec3203 y Ec50406). Se utilizd la cepa ATCC
25922 como control en las distintas condiciones estudiadas.

El protocolo realizado se detalla a continuacién:

- Inocular tubos de 50 mL con un volumen de 20 mL de MHB obteniendo un volumen final de
alto y bajo indculos bacteriano.
- Mantener en agitacion a 372C durante 24 o 48 horas
- Cuantificar el crecimiento bacteriano a las 0 horas, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 24 horas +/- 48
horas en MHA sin antimicrobiano (cdlculo de la poblacién bacteriana total) y con
antimicrobiano (calculo de la poblacidn viable no sensible):
e lavaron en solucidn salina para evitar el efecto de arrastre
e Diluciones
e Volumen de siembra. Limite de deteccion del ensayo: 1,3 logio UFC/m.
- Cuando se observd crecimiento al finalizar las 24 o 48 horas, se seleccionaron hasta cinco
colonias para evaluar las CMI de fosfomicina mediante tiras de gradiente de los respectivos

antimicrobianos, tras pases sucesivos en MHA sin antimicrobiano.
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Modelo de infeccidn in vitro en cartuchos de fibra hueca (HFIM)

Para evaluar el efecto de las dosis humanizadas de fosfomicina y amikacina solas y en
combinacion, se desarrollaron respectivos HFIM frente a los aislados heterorresistentes a
fosfomicina hipermutadores (C59, C61, C74 y P45) y normomutadores (Ec3203 y Ec50406). Se utilizd
la cepa E. coli ATCC2592 como control.

Las concentraciones y la proporcidn de los medicamentos in vivo cambian con el tiempo.
Para simular mejor las condiciones cambiantes de los farmacos, se han disefiado los modelos
farmacocinéticos. A continuacion, se describe el procedimiento y detalles de la preparacién de las
distintas partes de los modelos que se realizaron en este trabajo:

- Cartucho o biorreactor: los cartuchos contienen miles de fibras huecas de aproximadamente

200 micras de didmetro con un tamafio de poros que permite que no penetren las bacterias
en las fibras, pero al mismo tiempo favorece el paso de los fadrmacos y nutrientes a través de
estos. Las bacterias se inoculan en el espacio exterior de las fibras, denominado espacio
extracapilar. Este espacio es aquel que se encuentra fuera de las fibras y dentro de la carcasa
del cartucho. EI medio de cultivo procedente del compartimento central recircula
continuamente a través del interior de las fibras proporcionando oxigeno y nutrientes, asi
como las concentraciones deseadas de fosfomicina y/o amikacina. En nuestro trabajo se
utilizaron como biorreactores hemofiltros de polietersulfona (Aquamax HFO3, Nikkiso,
Bélgica). El espacio extracapilar de cada biorreactor se inoculé con 50 mL de suspension
bacteriana utilizando un inéculo de ~10° UFC/ml y se incubd a 37°C.

- Reservorio o compartimento central: se trata del lugar donde se crean las condiciones

necesarias a replicar en el espacio extracapilar del biorreactor (lugar de simulacién de la
infeccidn bacteriana). En él se afade la fosfomicina y la amikacina con una jeringa controlada
por una bomba para simular la curva de absorcién del antimicrobiano a la vez que se afiade
medio de cultivo fresco sin antimicrobiano desde otro depdsito a una velocidad determinada
que permita simular la curva de absorciéon y eliminacion. A la misma velocidad que se afiade
el medio fresco se elimina al compartimento de desechos el medio sobrante para mantener
un volumen constante en el compartimento central. En este trabajo, se ajustaron los perfiles
de tiempo-concentracién de fosfomicina y amikacina para simular los perfiles observados en
estudios previos en muestras de plasma humano tras la administracion intravenosa de 8g/8h
y 15mg/kg/24h, respectivamente, ambos administrados en una hora en infusidn
continua.®’>% Dado que se ha observado en otros estudios que la unién a proteinas

plasmaticas de la fosfomicina es insignificante y la de la amikacina oscila entre el 0% y el
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11%,%17:°18520 e este trabajo se asume que las concentraciones de ambos farmacos utilizadas
en el HFIM constituyen la fraccién no unida.
Con respecto a la preparacion del compartimento central, es importante la realizacion de 5 puertos
de entrada en el propio tapdn del frasco para la entrada y salida de los tubos con distintas conexiones
y longitudes ajustables. Es importante mantener el volumen constante en este compartimento, por
lo que el tubo de salida al compartimento de desecho debe estar en contacto constante con el medio
de cultivo. Por el contrario, el tubo de salida de aire debe evitarse su contacto con el medio de cultivo

(Figura 33).

Salidaa Entrada desde
cartucho  cartucho

Salida de aire

Entrada de medio Salida de medio de
de cultivo fresco cultivo de desecho

___

Figura 33. Compartimento central de HFIM realizado en frasco autoclavable para medio de cultivo.
Se observan los distintos puertos de entrada y salida en el tapdn: puerto de entrada de medio de
cultivo fresco (en este puerto se afiade el antimicrobiano: cruz de color rojo), puerto de eliminacién
de medio de desecho, puerto de salida al biorreactor, puerto de entrada del biorreactor y puerto de

normalizacién de presiones o salida de aire.

- Bombas: Cada biorreactor requiere de una bomba peristaltica (MasterFlex L/S, ColePalmer,
Vernon Hills, Estados Unidos) para afiadir y retirar el medio de cultivo diluyente el medio del
depdsito central. La velocidad de las bombas son la clave para ajustar el modelo in vitro al
modelo farmacocinético deseado. En este trabajo, se ajustdé a un modelo farmacocinético in
vitro de un compartimento para fosfomicina y amikacina solas y en combinacién. Basandose

en las simulaciones in silico en ADAPT, se ejecutaron los perfiles de tiempo-concentracion de
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los antimicrobianos en el modelo. Previamente, se calcularon los distintos pardmetros para

poder ejecutar las simulaciones farmacocinéticas humanizadas en base a las caracteristicas

particulares de nuestro modelo:

Para calcular la velocidad de infusién y eliminacion del farmaco en el modelo in vitro, se
ajustaron las diferentes velocidades de las bombas de fluidos teniendo en cuenta los
valores séricos en humanos (Cmax), asi como la vida media (ti2) de sendos
antimicrobianos (fosfomicina ti/,: 4 horas, amikacina ti,: 2 horas).517:518:520

En un primer paso, se calculd la dosis inicial aproximada de cada uno de los fdrmacos
necesaria para alcanzar respectivas Cmax (equivalentes a las observadas en humanos) en
el compartimento central del HFIM. Es decir, si la Cmax de fosfomicina y amikacina en
suero son 307 mg/l y 45 mg/|, respectivamente; se calcula la cantidad de antimicrobiano
aproximada que hay que inyectar en el compartimento central para alcanzar esa misma
concentracién en un volumen total de 300 ml. Una vez obtenida la cantidad de
antimicrobiano para alcanzar la Cmdax en el modelo, serd de referencia para las
simulaciones de las curvas de concentracién-tiempo en ADAPT.

Posteriormente, para calcular el aclaramiento de cada uno de los farmacos en nuestro
modelo y asi simular la farmacocinética humana de eliminacion de los farmacos, se tuvo

en cuenta el volumen de distribucion del farmaco (volumen del compartimento central)

y la t1; en la siguiente férmula:

_ In2*Vvd
T t1/2

Cl: aclaramiento del farmaco
Vd: volumen de distribucién del farmaco

t1/2: vida media

La dosis y velocidad de administracion del farmaco con ti, mas larga (fosfomicina)
utilizada en el modelo combinado se calculd en base a la del farmaco de ti, mas corta
(amikacina).?!

A partir de los valores de aclaramiento obtenidos para cada uno de los farmacos, se
obtiene la velocidad de eliminacién (kel) en el modelo HFIM, o lo que es lo mismo, la
velocidad de la bomba que introduce medio de cultivo en nuestro compartimento central
para diluir el farmaco y simular la eliminacidon del mismo. Para ello se utilizé la siguiente

férmula:
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ot = &
“=va

kel: constante de eliminacidn
Cl: aclaramiento del farmaco
Vd: volumen de distribucién
e Por ultimo, teniendo en cuenta la forma de administracion de los farmacos (infusidn
continua en una hora), se introdujeron los datos en el programa ADAPT para obtener los
distintos pardmetros de nuestro modelo humanizado.
e (Cdlculo de velocidad de bomba de inyeccidon: didametro de jeringuilla y tiempo de infusién
+ eliminacioén.
- Calculo de cantidad de farmaco segun volumen de jeringuilla

- Validacién del modelo: el modelo fue validado utilizando espectrometria de masas

(UHPLC/MS-MS Triple-Quadrupole 6420 mass spectrometer; Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, Estados Unidos) para valorar el correcto ajuste de la curva farmacocinética para
cada uno de los farmacos. Este modelo farmacocinético de un solo compartimento fue
posteriormente ejecutado en Pmetrics.

- Toma de muestras: se tomaron muestras de los distintos modelos en el inicio del ensayo (0

horas), alas 2 h, 4 h,6 h, 8 h, 24 h, 48 hy 72 h. A continuacion, se sembraron diluciones
seriadas (1:10-1:107) en placas de MHA con y sin antimicrobianos (fosfomicina a 64 mg/L o
amikacina a 32 mg/L) para tener en cuenta la poblacién bacteriana total y resistente,
respectivamente. El mismo método se llevé a cabo para la combinacién de ambos

antimicrobianos.
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IV. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

1. Cepas de trabajo. Construccion de cepas mutantes de delecién doble.

A través de la eliminacidn de los casetes de resistencia a kanamicina en las cepas
de laboratorio de la coleccién KEIO junto con la técnica de transduccién con el fago P1, se
obtuvieron un total de 32 mutantes de delecidén génica doble sobre un fondo isogénico en la

cepa E. coli BW25113 (Tabla 12):

Tabla 12. Cepas mutantes de laboratorio derivadas de E. coli BW25113 de la colecciéon KEIO

con doble delecién de genes cromosémicos (genes del sistema de reparacion del ADN de E.

406

coli 146y,

junto con genes relacionados con la resistencia a fosfomicina

Cepas de E. coli BW25113 mutantes de delecién doble

Genes del sistema de Genes asociados con la resistencia a fosfomicina

reparacion del ADN AcyaA AglpT Aptsi AuhpT
AdnaQ AdnaQ-cyaA AdnaQ-glpT AdnaQ-ptsl Adna Q-uhpT
AmutH AmutH-cyaA AmutH-glpT AmutH-ptsl AmutH-uhpT
AmutlL AmutL-cyaA Amutl-glpT AmutL-ptsl AmutL-uhpT
AmutM AmutM-cyaA AmutM-glpT AmutM-pts] AmutM-uhpT
AmutS AmutS-cyaA AmutS-glpT AmutS-ptsl AmutS-uhpT
AmutT AmutT-cyaA AmutT-glpT AmutT-ptsl AmutT-uhpT
AmutY AmutY-cyaA AmutY-glpT AmutY-ptsl AmutY-uhpT
AuvrD AuvrD-cyaA AuvrD-glpT AuvrD-ptsl AuvrD-uhpT

2. Sensibilidad de las cepas bacterianas a los antimicrobianos de estudio

A) Sensibilidad a fosfomicina

Cepas de laboratorio

- Cepas de coleccién:

La cepa de E. coli ATCC25922 obtuvo valores de CMI por microdilucidn en caldo y por difusion
con tiras de gradiente inferiores a 4 mg/L, al igual que la cepa control E. coli BW25113. En esta
ultima, los valores de CMI fueron de 2 mg/L cuando se realizd el ensayo mediante dilucion en
agar, coincidiendo con el valor obtenido por microdilucién en caldo. En todos los casos, las cepas
control se encontraron en el rango de categoria clinica considerado como sensible siguiendo los

puntos de corte establecidos en material y métodos.
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En ambas cepas de control, se observaron subpoblaciones mediante el método de tiras de

gradiente en el rango de concentraciones de 0,5 mg/L a 1,5 mg/L.

La cepa control E. coli ATCC25922 mostré valores de CMI de fosfomicina por los distintos

métodos dentro del rango de establecido por CLSI al exponer esta cepa a este antimicrobiano.

247

Cepas comerciales isogénicas:

Cepas mutantes simples

Mutantes con delecion de genes de resistencia a fosfomicina (Tabla 13): las cepas con
mutaciones en los genes AglpT, AcyaA y Aptsl mostraron valores de CMI dentro del
rango establecido como categoria clinica sensible por ambos métodos utilizados, con
valores inferiores a 32 mg/L. Las cepas AglpT, Aptsl y AcyaA mostraron valores de CMI
cercanos a los observados en las cepas de control en el ensayo de microdilucidn, con un
incremento de la CMI que variaba entre una y dos diluciones (logz), dependiendo del
mutante. En cambio, al observar los resultados de CMI obtenidos mediante difusién con
tiras de gradiente en la poblacién principal, los mutantes AglpT y Apts/ mantuvieron
diferencias de CMI de + 2 diluciones (log,) respecto a las cepas control; sin embargo, el
mutante AcyaA, presentd un incremento de 5 diluciones (logz) respecto a los controles
(CMI= 16 mg/L). Independientemente del método utilizado y de la inclusién o exclusién
de la CMI de las subpoblaciones, los mutantes AglpT, Aptsl y AcyaA se clasificaron dentro

de la categoria clinica de sensibles al igual que las dos cepas control utilizadas.

El fenotipo observado mediante tiras de difusion en gradiente se observa en la Figura 34.

l’ N;.
%
i

i
5

Figura 34. Ensayo en tira de gradiente de fosfomicina para: A) E. coli BW25113 silvestre (wt), B)

AglpT, C) Aptsl.
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- Mutantes con delecion de genes de reparacion del ADN de E. coli (Tabla 13): la mayoria
de las cepas mostraron valores de CMI inferiores al punto de corte de resistencia clinica
(rango de CMI: 2 mg/L-32 mg/L), exceptuando AdnaQ y AmutS, que obtuvieron valores
de 256 mg/Ly 64 mg/L, respectivamente. Estos valores de CMI descendieron cuando se
realiz6 el ensayo de sensibilidad mediante tiras de gradiente excluyendo las
subpoblaciones, siendo inferiores a 4 mg/L en todos los casos. No obstante, no se
observaron subpoblaciones a concentraciones de fosfomicina superiores a 32mg/Len la
mayoria de las cepas mutantes, excepto en AdnaQ, cuyas subpoblaciones alcanzaron
valores de CMI de hasta 512mg/L.
Teniendo en cuenta los puntos de corte clinico para este antimicrobiano, las cepas AmutS y
AdnaQ fueron consideradas resistentes mediante microdilucién; sin embargo, al considerar la
CMI de la poblacidn principal, ambas se clasificaron como sensibles.
De forma general, estos aislados mostraron valores de CMI similares por microdiluciéon con
diferencias de * 1 dilucidn (log>) a las observadas para las subpoblaciones utilizando la difusion
con tiras de gradiente, excepto las cepas mutantes AmutS y AmutM, con diferencias superiores
de * 2 y 3 diluciones (logy), respectivamente.
Las categorias clinicas al considerar la CMI de las subpoblaciones coincidian con las categorias
de la microdilucidn, excepto en el mutante AmutS, cuyas subpoblaciones en la tira de gradiente
no crecian a concentraciones superiores a los 16 mg/L.

Los resultados obtenidos mediante tiras de gradiente se observan en la Figura 35.
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AdnaQ AmutH AmutL AmutM
AmutS AmutT AmutY AuvrD

Figura 35. Fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina en ensayo de sensibilidad con tiras de
gradiente y disco-difusidn en cepas mutantes de delecidn simple de genes de reparacién del

ADN.

Tabla 13. Valores de CMI a fosfomicina mediante microdilucién y método de difusion con tiras
de gradientes en cepas de E. coli BW25113 de coleccidén isogénica con mutacion de delecién

simple para genes en relacidn con el sistema de reparacion del ADN y con la resistencia a

fosfomicina.
CMI a fosfomicina (mg/L)
Tiras de gradiente
Cepas Microdilucion
bacterianas (cq)
Poblacion principal Subpoblaciones
(cC) (CQ)
Mutantes de delecion simple de genes de reparacion del ADN
AdnaQ 256 (R) 1(S) 512(R)
AmutH 16 (S) 2(S) 32 (S)
AmutlL 16 (S) 1(S) 8 (S)
AmutM 2 (S) 1(S) 16 (S)
AmutS 64 (R) 1(S) 16 (S)
AmutT 32 (S) 1(S) 24 (S)
AmutY 32(S) 1(S) 16 (S)
AuvrD 32(S) 1(S) 16 (S)
Continuacion
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Tabla 13. Continuacion

CMI a fosfomicina (mg/L)

Tiras de gradiente

Cepas Microdilucion
bacterianas (CC)
Poblacidn principal Subpoblaciones
(cC) (cc)
Mutantes de delecion simple relacionados con resistencia a fosfomicina
AglpT (susp(.sizzz) 0,25 (S) 1,5 (S)
AuhpT 128 (R) 16 (S) 64(R)*
AcyaA 8(S) 16 (S) NP
Aptsl] 4(S) 1,5(S) NP
Cepas control
ATCC25922 2 (S) 0,5 (S) 1,5
BW25113 2 (S) 0,5 (S) 1,5

- CC: Categoria clinica

- Subp. 128: subpoblacion (se observa crecimiento bacteriano a una concentracion de
128 mg/|, con ausencia del mismo en el rango de concentraciones desde su valor de
CMI hasta 64 mg/|. Este resultado se observé en todas las réplicas del ensayo).

- *Crecimiento de subpoblacién carente de solucién de continuidad, considerandose el
valor de CMI de la misma siguiendo las normas de EUCAST.

- NP: No presencia

Cepas mutantes dobles

Cuando se realiz6 el estudio de sensibilidad de estas cepas mediante microdilucion, el 81,25%
(26/32) crecieron a concentraciones de fosfomicina que superaban los 32 mg/L, clasificAndose
dentro de la categoria clinica de resistentes (Tabla 13). Mediante tiras de gradiente, cuando se
tuvo en cuenta la CMI que alcanzaron las subpoblaciones del interior de la elipse de inhibicién,
el 78% (25/32) de las cepas alcanzaron valores de CMI por encima del punto de corte de
sensibilidad clinica. Se observaron discrepancias en la clasificacidn de categorias clinicas en 3
cepas mutantes: AmutM-glpT, AmutM-glpT y AmutS-cyaA.

Sin embargo, cuando se ignoraron las subpoblaciones en el método de difusidn mediante tiras
de gradiente, el porcentaje de cepas resistentes disminuyd hasta un 6,25% (2/32). Del mismo
modo, se observé un aumento de las discrepancias entre los resultados de categoria clinica
obtenidos mediante ambos métodos. En este caso, 24 de los dobles mutantes considerados
dentro de la categoria de sensibles por este método, fueron considerados como resistentes
mediante microdilucion en caldo. En un 22% (7/32) coincidié la categoria clinica obtenida por
ambos métodos incluyendo o no las subpoblaciones de la elipse de inhibicion en la difusién con

tira de gradiente.
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Tabla 14. Valores de CMI a fosfomicina mediante microdilucién y método de difusidn con tiras

de gradientes en cepas de E. coli BW25113 de coleccidon isogénica con mutaciones dobles de

delecidon para genes en relacion con el sistema de reparacidén del ADN y con la resistencia a

fosfomicina.
CMI a fosfomicina (mg/L)

Tiras de gradiente Tiras de gradiente
Aislados Microdilucion  Poblacién Aislados Micr?diluc Poblacion
clinicos (cc) Principal  Subpoblaciones clinicos (lgg) Principal  Subpoblaciones

(cc) (cc)

AdnaQ-glpT >1024 (R) 4(S) 1024 (R) AmutS-glpT 256 (R) 1,5 (S) 128 (R)
Adna Q-uhpT 512 (R) 128 (R) 1024 (R) AmutS-uhpT 256 (R) 16 (S) 512 (R)
AdnaQ-cyaA >1024 (R) 3(S) 1024 (R) AmutS-cyaA 256 (R) 12(S) 16 (S)
AdnaQ-ptsl >1024 (R) 2 (S) 1024 (R) AmutS-ptsl 512 (R) 2(S) 512 (R)
AmutH-glpT 256 (R) 0,5 (S) 256 (R) AmutT- glpT 256 (R) 0,5 (S) 512 (R)
AmutH-uhpT 256 (R) 16 (S) 256 (R) AmutT- uhpT 512 (R) 16 (S) 256 (R)
AmutH-cyaA 256 (R) 1(S) 128 (R) AmutT-cyaA 256 (R) 12 (S) 128 (R)
AmutH-ptsl 256 (R) 1.5 (S) 512 (R) AmutT-ptsl 512 (R) 2(S) 192 (R)
Amutl-glpT 256 (R) 1.5(S) 384 (R) AmutY- glpT 256 (R) 0,75 (S) 128 (R)
Amutl-uhpT 256 (R) 16 (S) 256 (R) AmutY- uhpT 256 (R) 64 (R) 1024 (R)
AmutL-cyaA 128 (R) 2 (S) 256 (R) AmutY-cyaA 16 (S) 4(S) 8(S)
AmutlL-ptsl 256 (R) 1,5(S) 256 (R) AmutY-ptsl 2(S) 0,25 (S) 2 (S)
AmutM-glpT 1 (S) (subp.128) 0,5 (S) 128 (R) AuvrD- glpT 256 (R) 0,38 (S) 384 (R)
AmutM- uhpT 128 (R) 16 (S) 96 (R) AuvrD- uhpT 512 (R) 12 (S) 192 (R)
AmutM-cyaA 128 (R) 1(S) 4 (S) AuvrD-cyaA 32 (S) 1,5(S) 32 (S)
AmutM-ptsl 16 (S) (subp. 64) 1(S) 2(S) AuvrD-pts] 32 (S) 1(S) 24 (S)

CC: Categoria clinica

Subp. 64: subpoblacion (se observa crecimiento bacteriano a una concentracion de 64
mg/L, con ausencia del mismo en el rango de concentraciones desde su valor de CMI hasta
32 mg/L. Este resultado se observé en todas las réplicas del ensayo).

Subp. 128: subpoblacién (se observa crecimiento bacteriano a una concentracion de 128
mg/L, con ausencia del mismo en el rango de concentraciones desde su valor de CMI hasta

64 mg/L. Este resultado se observé en todas las réplicas del ensayo).
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AdnaQ-AglpT AdnaQ-AuhpT AdnaQ-AcyaA AdnaQ-Aptsl

AmutH-DglpT AmutH-AuhpT AmutH-AcyaA AmutH-Dpts!

Amutl-AglpT AmutL-AcyaA AmutL-Aptsl

AmutM-AglpT AmutM-DuhpT

AmutM-ADpts]

WIS 3

i

o
S

AmutS-AglpT AmutS-AuhpT AmutS-AcyaA AmutS-Apts]
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AmutT-AglpT AmutT-Dpts]

AmutY-AglpT AmutY-AcyaA AmutY-Aptsl

AuvrD-AglpT AuvrD-DuhpT AuvrD-AcyaA AuvrD-Apts!

Figura 36. Fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina de cepas mutantes dobles de genes en
relacidn con la resistencia a fosfomicina y de reparacion del ADN de E. coli en un ensayo de

difusién con tiras de gradiente * difusion con disco.

Cepas clinicas

- Aislados heterorresistentes hipermutadores
Todos los aislados clinicos considerados como mutantes fuertes segun el ensayo con rifampicina
(ver apartado de resultado de ensayo de frecuencia de aparicién de mutantes con rifampicina)
fueron sensibles mediante tiras de gradiente, observandose subpoblaciones dentro de la elipse
de inhibicién. En ningun aislado, las subpoblaciones lograron alcanzar valores de CMI superiores
al punto de corte clinico. El rango maximo entre los valores de CMI de la poblacién principal y
los observados para las subpoblaciones se determiné en los aislados C59, C61, C74, P17 y P45

con una diferenciaigual o superior a 7 diluciones (log,); y la menor, en C31, P4y las cepas control,
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con diferencias inferiores o iguales a 2 diluciones (log.). El valor mas elevado de CMI observado
para las subpoblaciones fue de 32 mg/L, detectado en los aislados C61 y C74.
Mediante el método de microdilucién, el porcentaje de aislados clinicos considerados como
resistentes aumenté de un 0% con el método anterior hasta un 36% (4/11), alcanzando valores
de CMI de hasta 256 mg/L en los aislados C61 y C74.
Los aislados cuya CMI a fosfomicina se realizé mediante dilucién en agar (C59, C61, C74 y P45)
obtuvieron valores de CMI en un rango que variaba de 32 mg/L a 128 mg/L (tabla 15). Las
categorias clinicas en las que se clasificaron los aislados por este método se correlacionaron en
todos los casos con las obtenidas mediante microdilucién; sin embargo, Unicamente el aislado
C59 coincidid con la categoria obtenida mediante tiras de gradiente cuando se ignoraban las
subpoblaciones dentro de la elipse de inhibicidn.

- Aislados heterorresistentes normomutadores
En los aislados clinicos normomutadores (ver apartado de resultados de frecuencia de aparicion
de mutantes a rifampicina), Ec3203 y Ec50406, cuando se incluyeron los valores de CMI para la
poblacién principal, se observaron 11y 6 diluciones (log,) de diferencia entre los valores de CMI
obtenidos mediante tira de gradiente y microdilucién, respectivamente. Los valores de CMI
obtenidos mediante microdilucién coincidieron con los obtenidos al incluir la CMI de las
subpoblaciones.
En base a los puntos de corte clinicos, ambos aislados fueron considerados como resistentes
(ver valores de CMI en tabla 15) mediante microdilucion; sin embargo, al excluir las
subpoblaciones de la elipse de inhibicidn, se clasificaron como sensibles (ver valores de CMI en
tabla 15).
Ambos aislados obtuvieron valores de CMI mediante dilucion en agar de 256 mg/L, coincidiendo

con la categoria clinica de resistentes coincidiendo con el resultado de la microdilucion.

Correlacion entre los resultados de CMI a fosfomicina mediante microdilucién en caldo y
difusion mediante tiras de gradiente.

El analisis de correlacion de Pearson se realizé utilizando la herramienta informatica GraphPad
Prism. El calculo de este indice identificé una asociacidn significativa entre los valores de CMI
de fosfomicina realizados por microdilucién frente a los obtenidos mediante difusién con tiras
de gradiente cuando incluian los valores de CMI de las subpoblaciones presentes en la elipse
de inhibicién (r=0,78; IC 95% 0,65- 0,86; P<0,0001). Sin embargo, no se encontrd relacion
cuando se compararon los valores de CMI obtenidos mediante microdilucién frente a los
valores de CMI con tiras de gradiente de la poblacién principal (excluyendo la CMI de las

subpoblaciones) (r =0,09; IC 95% -0,17 a 0,34; P=0,49).
176



RESULTADOS

B) Sensibilidad a amikacina

Cepas de laboratorio

- Cepas de control

La cepa utilizada para control del estudio de sensibilidad a amikacina fue E coli ATCC25922, la
cual presentd valores de CMI de 2 mg/L mediante las dos técnicas utilizadas, lo que se considerd
como sensible a este antimicrobiano. Con este valor de CMI se encontré dentro del rango de
valores establecido para esta combinacidon de cepa-antimicrobiano segin el documento de

CLSI.2#

Cepas clinicas

- Aislados heterorresistentes hipermutadores

Todos los aislados fueron sensibles a amikacina por ambos métodos con valores de CMI por
microdilucién entre 2 y 8 mg/L, y por tiras de gradiente entre 1y 2 mg/L. Aunque se observaron
diferencias de hasta 2 diluciones (log) en aislados como C59, C61 y C74; no hubo discrepancias
entre la clasificacion de las categorias clinicas segin el método utilizado. No se observaron
subpoblaciones dentro de las elipses de inhibicidon en ninguno de los aislados.

- Aislados heterorresistentes normomutadores

Ambos aislados obtuvieron valores de CMI inferiores al punto de corte por microdilucion en
caldo y difusidn con tiras de gradiente, siendo clasificados como sensibles. En ninguno de los dos
aislados se observaron subpoblaciones en el interior de las elipses de inhibicién, presentando

diferencias en la CMI de 1-2 diluciones (log;) entre ambos métodos.
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Tabla 15. CMI de fosfomicina y amikacina mediante microdiluciéon y método de difusién con

tiras de gradientes en cepas clinicas de E. coli BW25113 heterorresistentes a fosfomicina

(hipermutadoras y no hipermutadoras) y en cepas de control ATCC25922 y BW25113. CMI a

fosfomicina mediante dilucidn en agar con G6P a 25 mg/L.

CMI de fosfomicina

CMI de amikacina

Tiras de gradiente

Tiras de gradiente

Microdilucion Dilucién Microdilucion
(cc) erzgcg)ar Poblacién (cc) Poblacién
principal Subp. principal Subp
(cC) (CQ)
Cepas control
ATCC25922 2 (S) 2 (S) 0,5 (S) 1,5 2(S) 2(S) NP
BW25113 2 (S) NR 0,5 (S) 1,5 NR NR NR
Aislados clinicos hipermutadores
c31 2(S) NR 1(S) 4 NR NR NR
C59 16 (S) 32(S) 0,125(S) 16 8(S) 2 (S) NP
ce1 256 (R) 64 (R) 0,25 (S) 32 8(S) 2(S) NP
C74 256 (R) 128 (R) 0,25 (S) 32 8(S) 2 (S) NP
P4 1(S) NR 0,75 (S) 2 NR NR NR
P17 32 (S) NR 0,06 (S) 12 NR NR NR
P36 32(S) NR 0,125 (S) 6 NR NR NR
P39 8(S) NR 0,125 (S) 12 NR NR NR
P44 64 (R) NR 0,25 (S) 12 NR NR NR
P45 64 (R) 64 (R) 0,06 (S) 12 2(S) 1(S) NP
P56 4 (S) NR 0,125 (S) 1 NR NR NR
Aislados clinicos heterorresistentes
Ec3203 512 (R) 256 (R) 0,25 (S) 512 4(S) 2(S) NP
Ec50406 >512 (R) 256 (R) 4(S) 512 4(S) 1(S) NP

CC: Categoria clinica
Subp.: subpoblacion
NR: no realizado
NP: no presencia

3. Frecuencia de aparicion de mutantes a rifampicina, fosfomicina y amikacina.

La figura 37(a) muestra los resultados de la estimacion de la frecuencia de mutantes a

rifampicina (100 mg/L) y a fosfomicina (50 mg/Ly 200 mg/L) y la figura 37(b) la correlacion entre

las frecuencias mutantes a rifampicina y fosfomicina. La figura 38 muestra los valores de

frecuencia de aparicién de mutantes de aquellos aislados a los que se les realizé este ensayo con
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el antimicrobiano, amikacina, a una concentracion 32 mg/L, mostrando ademas los valores

obtenidos para rifampicina y fosfomicina a sus respectivas concentraciones.

De forma general, las cepas con frecuencia de mutantes para rifampicina iguales o superiores a
1x107, clasificadas como mutantes fuertes, mostraron una mayor probabilidad de seleccionar

mutantes a fosfomicina a concentraciones mas elevadas.

Todos los aislados clinicos mutantes fuertes mostraron mutantes resistentes a fosfomicina
capaces de crecer a 50mg/L de fosfomicina. Ademas, los aislados C59, C61, C74, P44 y PA5 fueron

capaces de crecer hasta concentraciones de 200mg/L de fosfomicina.

Con respecto a los resultados obtenidos para las cepas de laboratorio mutantes de delecidn
simple, AmutH, AmutS o AmutY, a pesar de ser mutantes fuertes por sus respectivos valores de
frecuencia de aparicibn de mutantes a rifampicina, no fueron capaces de seleccionar

subpoblaciones resistentes a fosfomicina a concentraciones de 200 mg/L.

Los aislados clinicos que presentaban frecuencias de mutantes para rifampicina inferiores a
1x107, no lograron seleccionar poblaciones resistentes a fosfomicina a concentraciones iguales
o superiores a 50 mg/L; sin embargo, el mutante simple AmutM, a pesar de mostrar un fenotipo
mutante débil, similar al fenotipo de los aislados clinicos C31, P4 y P56, con frecuencias de
mutantes medias para rifampicina de aproximadamente 1x10® (rango DE: 3x10® a 1,67x107%),
consiguié seleccionar subpoblaciones capaces de sobrevivir en 200 mg/L de fosfomicina. De
todas las cepas incluidas en este ensayo, la cepa AdnaQ tuvo los valores de frecuencia de
mutantes mas elevados para rifampicina (media 1,25x10°; DE 1,09x107°). En relacién con las
frecuencias de mutantes para el antimicrobiano, fosfomicina, los valores mds elevados para las
concentraciones de 50mg/L y 200mg/L se observaron en el mutante de delecién simple AuhpT
[2,51 x10 (DE 4,99 x102); 1,35 x10°® (DE 7,90 x107)] junto con AdnaQ [5,11 x10° (DE 9,67 x10°
3); 2,10 x10°® (DE 2,11 x10°)].

Posteriormente, en el analisis de correlacion de Pearson se identificd una asociacidn significativa
entre las frecuencias de mutantes resistentes a fosfomicina y las resistentes a rifampicina:
rifampicina 100mg/L frente a fosfomicina 50mg/L (r =0,76; IC 95% 0,48-0,9; P<0,0001) y
rifampicina 100mg/L frente a fosfomicina 200mg/L (r =0,75; IC 95% 0,48- 0,89; P<0,0001). Las
deleciones en los genes relacionados con resistencia a la fosfomicina no tuvieron ninglin impacto

en la frecuencia de mutantes resistentes a rifampicina.

En un analisis posterior se sumo el estudio de las distintas frecuencias de aparicion de mutantes

a amikacina (32 mg/L) frente a diferentes aislados clinicos heterorresistentes a fosfomicina al
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estudio de la frecuencia de rifampicina y fosfomicina (utilizando las mismas condiciones del
ensayo previo). Se observd que los aislados, Ec3203y Ec50406, mostraron frecuencias de
mutantes a rifampicina inferiores a 1x107 al igual que la cepa control ATCC25922, en base a lo
cual se clasificaron como aislados normomutadores. Por el contrario, las cepas C59, C61, C74 y
P45 se clasificaron como aislados hipermutadores por presentar frecuencias de mutantes a la
rifampicina superiores a 1x107. Por otro lado, se observaron frecuencias de mutantes
resistentes a fosfomicina superiores entre los aislados normomutadores que entre los aislados
hipermutadores (la frecuencia media de mutantes a fosfomicina a una concentracion de 50 mg/L
fue de 7.83 x 103 frente a 3,43 x 10”° y con fosfomicina 200 mg/L de 1,51 x 10 frente a 7,09 x
108, respectivamente). Las frecuencias de mutantes para amikacina a 32 mg/L fueron inferiores
a 1x107 para todos los aislados estudiados. P45, Ec50406 y la cepa control no presentaron

ninguna poblacidon bacteriana resistente a 32 mg/L de amikacina.
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Tabla 16. Frecuencia de aparicién de mutantes a rifampicina 100 mg/L, fosfomicina 50 mg/L

(concentracién a la que crecen cepas no sensibles) y 200 mg/L (concentracion del

antimicrobiano para detectar mutaciones que afecten a mas de un gen del sistema de transporte

de fosfomicina) y amikacina 32 mg/L (concentracidn a la que crecen cepas resistentes segun

punto de corte de EUCAST publicado en el documento “Breakpoint tables for interpretation of

MICs and zone diameters. Version 9.0).522

Frecuencia de aparicién de mutantes

Rifampicina 100 mg/L

Fosfomicina 50 mg/L

Fosfomicina 200 mg/L

Amikacina 32 mg/L

Cepas

Media DE Media DE Media DE Media DE
Cepas de control
ATCC ! . . . . .
25922 3,75x10% 2,94 x 10 1,67 x 107 9,45x 10 1,00 x 108 0 <1x10% -
:WZSII 1,16 x 108 0 <1x10% - <1x10% - ND ND
MG1655 1,16 x 108 0 <1x10% - <1x10% - ND ND
Cepas mutantes simples de genes en relacion con resistencia a fosfomicina
AuhpT <1x10% - 2,51x107? 4,99 x 102 1,35x10°® 7,90 x 107 ND ND
Aglpt <1x10% - 6,34 x 104 1,13x 103 5,00 x 108 5,77 x 108 ND ND
AcyaA <1x10% - 3,61x10°3 7,19 x 1073 1,32 x10° 2,46 x 10°® ND ND
Aptsl <1x10% - 5,00 x 107 8,66 x 10”7 3,75x 10 7,50 x 108 ND ND
Cepas mutantes simples de genes de reparacion del ADN
AdnaQ 1,25 x 10°° 1,09 x 10 5,11x 1073 9,67 x 103 2,10 x 10°® 2,11x10°® ND ND
AmutH 3,82x10°  2,54x10° 9,13x10®  1,03x10°  <1x10%® - ND ND
AmutlL 1,27 x 10°® 7,15 x 107 1,26 x 10° 2,33 x 10° 6,54 x 108 7,55 x 108 ND ND
AmutM 2,01x10% 7,64 x 10° 1,65 x 10 2,18 x 10°® 7,29 x 108 8,59 x 108 ND ND
AmutS 2,01 x10°¢ 1,01 x 10°® 4,77 x 10° 8,52 x 10° <1x10% - ND ND
AmutT 1,24 x 10°® 1,10 x 10 8,86 x 10°® 8,85 x 10°® 1,67 x 107 1,56 x 107 ND ND
AmutY 3,99x107 1,92x107 576x10® 9,96x10°  <1x10% - ND ND
AuvrD 2,11x10° 1,71 x10°% 4,85 x 10® 9,57 x 10°® 9,72 x 10 1,12 x 107 ND ND
Aislados clinicos heterorresistentes a fosfomicina
Cc31 8,33 x 108 2,36 x 108 <1x10% - <1x10% - ND ND
C59 4,12x10°% 1,63x107 2,29x107  2,37x107  5,28x10% 1,68x10% 2,19x10®% 8,93x10°
c61 2,81x107 1,33x107 6,63x10° 9,29x10° 1,04x107 886x10% 1,45x10® 7,71x10°?
c74 525x10¢ 6,72x10% 6,66x10°  8,40x10° 1,12 x 107 577x10® 2,89x10®% 2,98x10°%
P4 9,58 x 108 4,12 x10® <1x10% - <1x10% - ND ND
P17 3,43x10% 4,58x10®% 6,20x107  8,77x107  4,02x10° 5,68 x 10° ND ND
P36 6,33x10°% 873x10° 1,44x10% 2,04x10® <1x10°% - ND ND
P39 6,25x107 530x107 9,95x107  7,85x107  4,78x10° 6,76 x 10° ND ND
P44 7,08x107 6,48x107 1,30x10¢ 1,38x10° 546x10°% 6,98 x 108 ND ND
P45 513x10% 4,07x10% 3,88x10° 548x10° 1,43x10® 1,16x10%® <1x10°% -
P56 4,58x10®%  2,95x 103 <1x10% - <1x10% - ND ND
Ec3203 1,00 x 10°¢ 0 1,54x102  1,12x102 3,00x10° 2,83x10° 4,33x10® 1,80x 10°
Ec50406 2,46x10® 2,59x10® 2,50x10* 1,51x10% 2,29x107 2,83 x 107 0 0

ND: No determinada
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Figura 37. (a) Frecuencias de mutantes para rifampicina a 100mg/L (barras negras) y fosfomicina
a 50mg/L (barras blancas) y 200mg/L (barras grises). (b) Correlacidn entre la hipermutabilidad
(frecuencia de mutantes de rifampicina a 100mg/L) y la frecuencia de mutantes de fosfomicina
a 50mg/L (circulos abiertos) o 200mg/L (circulos rellenos); la linea vertical separa los mutantes

débiles a la izquierda de los fuertes a la derecha. LOD, limite de deteccion.
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Figura 38. Frecuencias de mutantes para rifampicina a 100 mg/L, fosfomicina a 50 mg/L y 200
mg/L, y amikacina a 32 mg/L en los aislados resistentes a la fosfomicina y en la cepa de control,

ATCC 25922. Limite de deteccién: 1074,

3 Rifampicina 100 mg/L

[ Fosfomicina 50 mg/L

[ Fosfomicina 200 mgL
10°1 = Amikacina 32 mg/L
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4. Anidlisis de secuenciacion masiva de genes de reparacion del ADN y genes asociados con
resistencia a fosfomicina.

Aislados clinicos hipermutadores

En el andlisis de las secuencias de aminodcidos codificadas por los genes en relacion con la
resistencia a fosfomicina no se observaron mutaciones en las proteinas Crp, MurA o UhpA,
excepto en el aislado C61, que presentd un Unico polimorfismo en la secuencia de UhpA (Tabla
17). No se detectaron deleciones ni inserciones en el resto de secuencias génicas de este grupo
de genes; sin embargo, se observd una gran variedad de polimorfismos, algunos de ellos,
conservados entre los distintos aislados clinicos.

Con respecto al andlisis de las secuencias de aminoacidos de las proteinas implicadas en el
sistema de reparacion del ADN bacteriano, solo RecA y RecR mostraron secuencias iguales a la
cepa control, siendo consideradas como secuencias salvajes. El resto de secuencias de este
grupo presentaban en su mayoria diversos polimorfismos. Ademas, se observd la delecidon
completa del gen mutS en cuatro de los aislados (C59, C61, C74 y P36) y una delecién parcial
en el aislado P45. Las deleciones completas fueron confirmadas en un segundo paso mediante
PCR convencional y secuenciacion de tipo Sanger y en un tercer paso, mediante Southern blot
(Figura 39). P44 presentd la insercion de la secuencia 1S26 en el gen mutT, entre los
aminodcidos Ala27 y Arg28. Los aislados clinicos con el menor nimero de polimorfismos
fueron C31, P4, P17 y P56. El aislado P4, fue el Unico que presenté todas las secuencias de
aminodcidos de los genes estudiados para reparacion del ADN, iguales a la cepa control. Con

excepcion del aislado P17, los aislados con menor nimero de polimorfismos y mutaciones
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coinciden con ser aquellos con una menor frecuencia de mutantes a rifampicina (ver resultados

en apartado de frecuencias de aparicion de mutantes para C31, P4, y P56).

Proteinas C31 C59 C61 C74 P4 P17 P36 P39 P44 P45 P56
E443Q
L297F L297F A402V
GlpT E448K 448K Q444E E448K wt wt E448K E448K 448K E448K E448K
E448K
A355L
UhpT wt wt E350Q wt wt F160S E350Q E350Q wt wt wt
N142S
A349E
N142S (S:;'Zg'é N142S
CyaA wt N142S N142S N142 wt wt D837E N142S D837E N142S
T840A Es620 T840A
1514V
D837E
T840A
E282K A306T
Ptsl R367K R367K R367K R367K wt wt R367K R367K R367K R367K R367K
UhpA wt wt P25S wt wt wt wt wt wt wt wt
T75M
pgas P84S 17854’\: P84s P84s
L85l Q441H Q441H Q441H Q441H
UhpB wt wt S404A wt wt L456V wt G459D G495S
T166! G459D
Ha82T GA459S Q463H Q463H Q463H
Q463H Hag2T H482T H482T
H482T
Y18H AV:ES;‘S Y18H Y18H
UhpC Y18H 1108M Y18H T435A wt wtt A177S 1422 A177S A177S wt
S417A Ta35A S417A S417A
Crp wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt
MurA wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt
A101T
12221 1222L A200T A200T
DnaQ wt Q233E A200T Q233E wt wt 12221 1222L 12221 A200T wt
12221
v36A pasia
MutH wt V36A V36A V36A wt S145R Q135K V36A Q135K V36A wt
V1701 V170!
D129N N131D
N131D N131D S350A
L418P S350A L418P S350A A368V N131D
MutL wt A470V A368F p423T wt wt A368V A73_R74insLA T377S P203S wt
A494G L418P A494G T377S L418pP P389S G281R
S459A L418P L418P S350A
A494G AATIV A4TIV
A494G A494G
S98N
T127A T127A T127A
MutM T127A T127A A148E T127A S98N T127A A193T wt A148E T127A T127A
E196K
AST M1_A9del
R19K R19K
R19K R19K A135T P231L
Muts G337E AmutS AmutS AmutS wt G337E AmutS G337E £263Q 2236337% G337E
G337E T384N
T384N
E93K R89S R89S 140V
MutT S106A R89S E10-3K R89S wt wt 1129V R89S A27_R28insIS26 R89S wt
G109D D114E L129V
G101S Vi7sL ASTV "::87/-5\
A217S S217A T98A A217S T98A A217S
Mut wt Q272H A2175 A217S E241D wt A217S Q272H A217S A2175 Q272H
A280S Q7L 6318D A280S
G318D
RecA wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt
RecF wt wt wt E194Q wt A134V wt wt wt wt wt
RecO wt V123A V123A V123A wt V123A V24l V123A wt V123A wt
RecR wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt wt
T214S F112v
UvrA wt wt wt wt wt F112Y wt D523N F112Y wt
R619H
E928K
D135A
UvrB wt wt wt G405C wt wt wt wt 1281M D434E wt
UvrC wt wt wt wt N418S wt wt wt A143V wt wt
UvrD L559M wt S719T wt wt R234C S719T Q434K S719T S719T S719T
UvrY Mi1L wt T45A wt wt wt T45A M1L T45A T45A MiL

Tabla 17. Lista de mutaciones no sindnimas observadas en las secuencias aminoacidicas para los

sistemas estudiados en los aislados clinicos (wt denota el tipo salvaje).
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Figura 39. Andlisis de Southern blot del gen mutS en cinco aislados seleccionados por ausencia
de mutS en el analisis de secuenciacidon masiva y Sanger.
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Figura 40. Mapa de calor que muestra el nimero de mutaciones observadas en las proteinas
relacionadas con la resistencia a la fosfomicina y el sistema de reparacion del ADN en las cepas
clinicas hipermutadoras.
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Aislados clinicos normomutadores

En las tablas 18 y 19 se muestran las mutaciones observadas para los aislados normomutadores
respecto a la cepa de referencia en los genes de reparaciéon del ADN y los genes relacionados
con la resistencia a fosfomicina, respectivamente. Solo se tuvieron en cuenta las mutaciones
qgue dieron lugar a cambios en la traduccién a la secuencia de aminodcidos; es decir, no se

tuvieron en cuenta las mutaciones sindnimas detectadas en la secuencia de nucleétidos.

Los aislados Ec3203 y Ec50406, considerados fenotipicamente en los ensayos de frecuencia de
aparicion de mutantes a rifampicina como aislados normomutadores, no mostraron ninguna
delecién o insercidn entre los genes de reparacion del ADN estudiados (tabla 18); sin embargo,
si se encontraron mutaciones en los genes que transcriben para los transportadores de
fosfomicina. Concretamente, el gen glpT, se encontraba delecionado en el aislado Ec3203 y en
el aislado Ec50406 presentaba la delecion de un Unico nucleétido (1147delA) (tabla 19),

provocando la alteracién de la pauta de lectura de la secuencia génica.

No se encontraron cambios en la secuencia de aminodcidos en ninguno de los dos aislados
normomutadores en las secuencias correspondientes a los genes recA, recF, recR, uvrB y uvrC

(no mostrados en la tabla).

Tabla 18. Analisis de mutaciones no sindnimas en los genes relacionados con la reparacion del
ADN en aislados clinicos de E. coli heterorresistentes a fosfomicina y normomutadores. Las
mutaciones observadas se expresan como cambios producidos en las secuencias de
aminodcidos, excepto la delecidn de un uUnico nucleétido observada en gl/pT en el aislado

Ec50406.

Aislados Genes de reparacion del ADN en E. coli
clinicos
deE. coli dnaQ  mutH mutlL mutM  muts mutT  mutY  recO uvrA uvrD  uvrY
A200T, V36A, DI129N, T127A A3T, P36S, A211T, wt F112Y, S719T T45A
12221,  Q135K, N131D, R19K, R89S,  A217S, E144D
S238T V160l A368V, E263Q, L129v G318D
Ec3203 A381S, G337E,
L418P, T384N,
A477V, V385G
A494G
Ec50406  wt wt wt T127A  wt wt wt V123A wt wt wt
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Tabla 19. Andlisis de mutaciones no sinénimas en los genes relacionados con resistencia a
fosfomicina en aislados clinicos de E. coli heterorresistentes a fosfomicina y normomutadores.
Las mutaciones observadas se expresan como cambios producidos en las secuencias de

aminoacidos

Aislados Genes asociados con resistencia a fosfomicina
clinicos de
E. coli glpT uhpT cyaA ptsl uhpA uhpB uhpC crp murA
AglpT E350Q N142S, V25, wt T75M, A51S, wt wt
D837E, R367K P84S, A177S,
Ec3203 T840A Q441H, S417A
G459D,
Q463H,
H482T
*G744A, wt wt wt wt wt wt P6T wt
T864C,
Ec50406  A1147del,
C1342T

Mediante el analisis en |la plataforma Resfinder en seis de los aislados clinicos heterorresistentes,
cuatro hipermutadores (C59, C61, C74 y P45) y dos aislados normomutadores (Ec3203 vy
Ec50406) se completd la informacién del resistoma para los antimicrobianos que se muestran
en la tabla 20. Se detectaron genes cromosdmicos asociados con la resistencia a los
antimicrobianos macrdlidos en todos los aislados estudiados, concretamente el gen mdf(A), el
cual transcribe para una bomba de expulsidon para multiples farmacos, entre ellos eritromicina,
rifampicina y algunos aminoglucésidos (neomicina).®® El aislado Ec50406 presentd
determinantes genéticos cromosémicos asociados con la resistencia a distintos antimicrobianos
como las quinolonas, las sulfonamidas, las tetraciclinas, el trimetoprim y el fenicol. También se
detectaron en este aislado diferentes genes que confieren resistencia a los aminoglucésidos; sin
embargo, ninguno de ellos se ha relacionado con la resistencia al aminoglucésido amikacina.?’®
En ambos aislados normomutadores se registraron varias mutaciones cromosdmicas puntuales
que afectan a la sensibilidad a quinolonas y a la colistina. Hay que destacar, que en los aislados

hipermutadores, se detectod exclusivamente mdfA, pero no se detectd ningln otro determinante

de resistencia para los antimicrobianos citados en la tabla.
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Tabla 20. Presencia de genes cromosémicos y mutaciones puntuales relacionadas con la
resistencia a los antimicrobianos detectados en la base de datos ResFinder (ResFinder 3.2;
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/).

Aislados clinicos de E. coli heterorresistentes a fosfomicina hipermutadores y

Antimicrobiano normomutadores
C59 Cc61 Cc74 P45 Ec3203 Ec50406
. qnrS1
Mutaciones puntuales: )
Mutaciones
. parC (p.S80I, p.E84V)
Quinolonas ND ND ND ND puntuales:
gyrA (p.S83L, p.D87N)
arE (p.15291) gyrA (p.S83L, p.D87N)
par=1p- parC (p.AS6T, p.S801)
Macrélidos mdf(A) mdf(A) mdf(A) mdf(A) mdf(A) mdf(A)
Sulfonamidas ND ND ND ND ND sull
Tetraciclinas ND ND ND ND ND tet(B)
aadA5
Aminoglucésidos ND ND ND ND ND aph(3”)-Ib
aph(6)-Id
Betalactamicos ND ND ND ND blaTEM-1B ND
Trimetoprim ND ND ND ND ND dfrA17
Fenicol ND ND ND ND ND catAl
Mutaci tuales:
Colistina ND ND ND ND utaciones puntuaies ND

pmrB (p.V161G)

ND: No detectado

5. Curvas de crecimiento bacteriano

En la figura 41 se muestran los resultados de los ensayos de monitorizacién de crecimiento
bacteriano medido durante 24 horas para los mutantes simples y doble de E. coli isogénicos y
para las cepas clinicas hipermutadoras a distintas concentraciones de fosfomicina. Este
resultado se expresa como el porcentaje de bacterias viables a las 24 horas a cada concentracion

de fosfomicina utilizada en el ensayo.

Las cepas control, E. coli ATCC 25922 y BW25113, mostraron valores de CMI de 0,5 mg/Ly 1
mg/L, respectivamente. En E. coli ATCC 25922 se detectd crecimiento de subpoblaciones a 2

mg/L en una de las réplicas del ensayo.

Con respecto a los resultados observados en este experimento para los aislados clinicos

hipermutadores débiles o fuertes, mas de la mitad (63,6%; 7/11), fueron capaces de crecer a
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concentraciones de fosfomicina que superaban en al menos ocho veces las concentraciones en
las que sobrevivieron las cepas de control, exceptuando los aislados C31, P4, P39 y P56, cuyos
valores de CMI fueron 2, 1, 8 y 4 mg/L (* 1log,), respectivamente. Los Unicos aislados que

sobrevivieron a concentraciones superiores a 32 mg/L fueron C61 y C74.

Al analizar el efecto sobre las cepas mutantes isogénicas, entre todos los mutantes estudiados,
exclusivamente las cepas AuhpT y AdnaQ sobrevivieron a concentraciones de fosfomicina
superiores al punto de corte de sensibilidad clinico. La cepa mutante de delecion simple, AglpT,
crecioé hasta una concentracién de 2 mg/L de fosfomicina siendo incapaz de sobrevivir en el
rango de concentraciones de 4 mg/L a 64 mg/L. Sin embargo, se detectd el crecimiento de una
subpoblacién a una concentracion de fosfomicina de 128 mg/L en todas las réplicas realizadas
para esta cepa mutante. Como se puede observar, la mayoria de los mutantes de delecion doble
(87,5%; 28/32), fueron capaces de sobrevivir a concentraciones de fosfomicina que superaban
el punto de corte de sensibilidad clinica de 32 mg/L. Aquellos que no lograron crecer por encima
de esta concentracidn de fosfomicina fueron Unicamente: AmutM-AuhpT, AmutY-AglpT, AmutyY-

AcyaA y AuvrD-AcyaA.
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Figura 41. Andlisis de la curva de crecimiento en MHB a las 24 horas en un rango de concentraciones de fosfomicina de 0,5 mg/L a 512 mg/L. (a) Cepas mutantes
simples de genes asociados con resistencia a fosfomicina, (b) cepas mutantes simples de genes del sistema de reparacion del ADN, (c) aislados clinicos mutantes
débiles, (d) aislados clinicos mutantes fuertes y (e-1) cepas mutantes dobles de genes asociados con resistencia a fosfomicina y del sistema de reparacién del ADN.
Las lineas verticales indican el punto de corte de sensibilidad clinica a la fosfomicina.
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6. Estudio in vitro de interaccion de antimicrobianos. Técnica del tablero de ajedrez

Seguln los resultados obtenidos para el indice CIF (expresado con el valor de la media * la
desviacion estandar [DE]), se observaron valores compatibles con una interaccién de tipo
sinérgico entre los antimicrobianos fosfomicina y amikacina para los aislados C59 (0,22 + 0,08),
Ce61 (0,14 £ 0,02), C74 (0,22 £ 0,07), P45 (0,23 + 0,04), Ec3203 (0,33 + 0,14), and Ec50406 (0,50
+ 0.01). Sin embargo, no se encontré interaccidn de tipo sinérgico para la cepa control ATCC

25922 (0,63 £ 0,22) (Tabla 21).

Tabla 21. indice CIF para la combinacién de fosfomicina y amikacina (media + DE) y puntuaciones
de interaccion farmacoldgica obtenidas mediante el modelo ZIP (ZIP score [IC del 95%] y
puntuaciones del area de mayor sinergia [rangos de concentracion del farmaco de las areas mas

sinérgicas]) calculadas por el modelo ZIP, realizando tres réplicas por aislado.

Puntuaciones/scores del area de

Microorganismos indice CIF ZIP score mayor smergl:.;t (rango de
(%) concentraciones de
fosfomicina/amikacina [mg/L])
0,2240,.08 7,1940,74 50.07%
C59 . . -, ¢
(Sinergia) (Aditivo) (0,5-2;2-8)
61 0,14+0,02 6,5711,31 31,36%
(Sinergia) (Aditivo) (1-4;1-4)
c7a 0,22+0,07 14,33+1,79 58,06%
(Sinergia) (Sinergia) (2-8;1-4)
Pas 0,23+0,04 4,5212,84 35,61%
(Sinergia) (Aditivo) (1-4;0,25-1)
+ + 9
Ec3203 0,?»3_0,.14 19,'76_2',65 51,61%
(Sinergia) (Sinergia) (32-128;0,5-2)
0,5+0,01 7,5612,54 28,46%
Ec504 ,
c50406 (Sinergia) (Aditivo) (4-16:0,5-2)
0,63%0,22 5,33+2,06 22,01%
ATCC 25922 ! ’ ! ! !
cc259 (No interaccion) (Aditivo) (0,125-0,5;0,25-1)

Las puntuaciones obtenidas mediante el modelo matemadtico ZIP se expresan mediante el valor
promedio del ZIP score obtenido para las matrices completas, teniendo en cuenta las diferentes
curvas de dosis-respuesta para cada combinacién de concentraciones por aislado (Figura 42).
Estos valores, clasificaron las combinaciones de fosfomicina y amikacina como una interaccion
de tipo aditivo en los aislados C59, C61, P45 y Ec50406 y en la cepa de control ATCC 25922, con

scores que variaban entre un 4,5% y un 7,5%. En los aislados C74 y Ec3203, el score ZIP fue de
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14,33%y 19,76%, respectivamente, lo que segulin este modelo clasifica a esta combinacién como
una interaccion de tipo sinérgico en estos aislados. En ninguna de las réplicas de este ensayo
realizadas para cada uno de los aislados, se obtuvieron puntuaciones ZIP antagonicas (Figura 42

y tabla 21).

Los scores ZIP obtenidos en las areas de mayor sinergia de cada matriz con combinaciones de
distintas concentraciones de amikacina y fosfomicina fueron superiores al 15% para todos los
aislados. Las zonas dentro de la matriz con los scores mas elevados se observaron a
concentraciones de amikacina inferiores a 8 mg/L (rango: 0,25 mg/L-8 mg/L) en combinacidn
con concentraciones de fosfomicina inferiores a 16 mg/L (rango: 0,125 mg/L-16 mg/L). No
obstante, esto no se observd para el aislado Ec3203, en el cual, las concentraciones de
fosfomicina con mayor efecto sinérgico fueron superiores a las del resto de aislados (rango: 32
mg/L-128 mg/L). Los scores mas elevados de las areas de mayor sinergia de las matrices se
observaron en los aislados C59 y Ec3203, con valores superiores al 50%. Estos valores se
observaron en rangos de concentracidon de fosfomicina de 0,5 mg/L a 2 mg/Ly 32 mg/L a 128
mg/L combinados con concentraciones de amikacina de 2 a 8 mg/Ly de 0,5 mg/L a 2 mg/L, en
los aislados C59 y Ec3203, respectivamente. Los ZIP scores y las puntuaciones/scores del area

mayor sinergia obtenidas para cada aislado se muestran en la tabla 21 y en la figura 42.
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Figura 42. Andlisis de la interaccion entre fosfomicina y amikacina mediante tableros de ajedrez. Las puntuaciones de las interacciones de los farmacos se
representan con el score 6 en los mapas de calor obtenidos del analisis de la matriz mediante el modelo matematico ZIP a diferentes rangos de concentracién de
fosfomicina y amikacina. La media de la matriz completa de tres réplicas se expresan como ZIP score + DE. Las areas de color rojo y verde representan sinergia y el
antagonismo, respectivamente. Los rectangulos blancos muestran el drea de mayor sinergia. Bajo cada mapa de calor se muestran las curvas dosis-respuesta para

fosfomicina y amikacina (media + DE).
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B) Aislados E.coli 3203, 50406, ATCC 25922.
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7. Curvas de letalidad con fosfomicina y amikacina a diferentes concentraciones

Curvas de letalidad de 24 horas con fosfomicina en aislados clinicos hipermutadores y cepas

mutantes de laboratorio de E. coli para genes asociados con resistencia a fosfomicina y

reparacion del ADN

Los resultados de los ensayos de las curvas de letalidad de 24 horas para fosfomicina en los
aislados clinicos hipermutadores y las cepas mutantes isogénicas utilizando indculos
bacterianos diferentes (bajo inéculo [BI]: 5x10% UFC/mL, alto inéculo [Al]: 5x10° UFC/mL) se

muestran en la Figura 43.

Utilizando la concentracién bacteriana de BI, ninguna de las cepas fue capaz de sobrevivir a
concentraciones de fosfomicina superiores a 32 mg/L (punto de corte de resistencia clinica),
exceptuando el aislado clinico hipermutador C74 y la cepa de laboratorio de delecion doble,
AmutS-AglpT. Por otro lado, cuando se utilizaron las concentraciones iniciales de Al en estos
ensayos, el porcentaje de cepas que sobrevivieron tras 24 horas de exposicién a
concentraciones de fosfomicina de 64 mg/L, se incrementd de un 12,5% (1/8) a un 50%
(4/8). Sin embargo, incluso utilizando concentraciones bacterianas iniciales elevadas,
exclusivamente el aislado C74 y la cepa de delecién doble, AmutS-AglpT, superaron la
exposicidn a la concentracion maxima de fosfomicina utilizada en este ensayo de 307 mg/L
(concentracién sérica maxima en humanos a una dosis intravenosa de 8g/8h). Este
fendmeno se debe al recrecimiento de subpoblaciones seleccionadas resistentes que a su
vez son capaces de sobrevivir a concentraciones de fosfomicina de 64 mg/L. Los valores de
CMI mediante difusion con tiras de gradiente de fosfomicina para los aislados bacterianos
gue sobrevivieron a concentraciones de 64 mg/L y 307 mg/L de este antimicrobiano, fueron

superiores a 128 mg/L.
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Figura 43. Curvas de letalidad para los aislados clinicos de E. coli (C59, C61, C74, P36, P45) y los
mutantes de delecion simple AglpT y AmutS y el doble AglpT-mutS, a 64 y 307 mg/L de

fosfomicina y concentraciones bacterianas iniciales de 5x10° (BI) y 5x10° UFC/mL (Al).
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Curvas de letalidad de 48 horas de fosfomicina y amikacina y su combinacion en aislados de

E. coli clinicos heterorresistentes a fosfomicina, hipermutadores y normomutadores

Los ensayos de letalidad con fosfomicina y amikacina en este grupo de aislados
(hipermutadores: C59, C61, C74 y P45; normomutadores: Ec3203 y Ec50406) se muestran
en las Figuras 44, 45 y 46.

Las curvas de letalidad con fosfomicina mostraron que todos los aislados hipermutadores
eran capaces de sobrevivir tras 48 horas de exposicidn a concentraciones de fosfomicina de
64 mg/L. Sin embargo, cuando se utilizaron concentraciones de 307 mg/L solo se detectaron
subpoblaciones resistentes a fosfomicina en los aislados C74 y P45. Si se observan los
resultados obtenidos para los aislados clinicos normomutadores, Ec3203 y Ec50406, tanto a
64 mg/L como a 307 mg/L de fosfomicina, se detectaron subpoblaciones resistentes capaces
de sobrevivir bajo estas condiciones. La cepa control, ATCC 25922, no sobrevividé bajo
ninguna de las concentraciones de fosfomicina probadas en este ensayo (Figura 44). Todos
los aislados que crecieron tras 48 horas de exposicién a cualquiera de las concentraciones
de fosfomicina utilizadas en las curvas de letalidad, presentaron valores de CMI a este

antimicrobiano mediante difusion con tiras de gradiente iguales o superiores a 1024 mg/L.

Con respecto a los ensayos de letalidad con el antimicrobiano amikacina (Figura 45), casi
todos los aislados sobrevivieron a concentraciones de 16 mg/L (concentracién de punto de
corte de resistencia clinica), excepto P45 y Ec50406. Sin embargo, ninguno de los aislados
sobrevivié a la maxima concentracién de amikacina testada (45 mg/L: concentracidn sérica
maxima en humanos a una dosis intravenosa de 15 mg/kg/dia). La cepa control, ATCC 25922,
logrd sobrevivir tras 48 horas de exposicidon a 16 mg/L de amikacina. Los valores de CMI
testados mediante difusion con tiras de gradiente de amikacina en los aislados que

sobrevivieron tras 48 horas con amikacina fueron iguales o superiores a 16 mg/L.

En los experimentos de letalidad con ambos farmacos combinados utilizando las
concentraciones maximas séricas observadas en humanos (fosfomicina 307 mg/L +
amikacina 45 mg/L) a dosis intravenosas de fosfomicina y amikacina de 8g/8h y 15
mg/kg/dia, respectivamente; no se observd crecimiento tras las primeras 6 horas de
exposicidn a los antimicrobianos en ninguno de los aislados bacterianos (ni hipermutadores
ni normomutadores), incluyendo la cepa control, (Figura 46). Adicionalmente, se detectaron
en todos los aislados, subpoblaciones resistentes que crecian bajo concentraciones de

fosfomicina de 64 mg/L en el control sin antimicrobianos a las 48 horas del ensayo. En
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contraposicion, no se detectaron subpoblaciones resistentes a amikacina en las curvas de

control sin antimicrobianos.
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Figura 44. Curvas de letalidad utilizando fosfomicina (64 mg/L y 307 mg/L) con aislados de E. coli con fenotipo heterorresistente a fosfomicina y con la cepa
control, E. coli ATCC 25922. Los simbolos rellenos indican el total de bacterias y los simbolos vacios y medio vacios corresponden a poblaciones bacterianas
resistentes. El limite de deteccidn (LD) se establecié en 2logio UFC/mL.
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Figura 45. Curvas de letalidad utilizando amikacina (16 mg/L y 45 mg/L) con aislados de E. coli con fenotipo heterorresistente a fosfomicina y con la cepa
control, E. coli ATCC 25922. Los simbolos rellenos indican el total de bacterias y los simbolos vacios y medio vacios corresponden a poblaciones bacterianas
resistentes. El limite de deteccidn (LD) se establecié en 2logio UFC/mL.
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Figura 46. Curvas de letalidad utilizando fosfomicina y amikacina en combinacion (concentraciones de 64 mg / L de fosfomicinay 16 mg/ L de amikacina) con
aislados de E. coli con fenotipo heterorresistente a fosfomicina y con la cepa control E. coli ATCC 25922. Los simbolos rellenos indican el total de bacterias y
los simbolos vacios y medio vacios corresponden a poblaciones bacterianas resistentes. El limite de deteccion (LD) se establecié en 2logio UFC/mL.
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8. Modelo de infeccidn in vitro en cartuchos de fibra hueca (Hollow-fiber Infection Model / HFIM)

Farmacocinética de fosfomicina y amikacina en el HFIM

Las concentraciones observadas de fosfomicina y amikacina en el modelo de HFIM tras las dosis de
fosfomicina (8g/8h) y amikacina (15 mg/kg/24h) frente a las concentraciones predichas, se
muestran en la Figura 47A y C. Las correlaciones entre los perfiles farmacocinéticos predichos y
observados de fosfomicina y amikacina en este modelo se muestran en la Fig. 47B y D para
fosfomicina (R? = 0,96; intercepcién: 17939 [IC 95%, 7,14-28,78]; pendiente: 1,06 [IC 95%, 0,889-
0,99]) y amikacina (R? = 0,97; intercepcidén: 20,81 [IC 95%, 21,64-0,01]; pendiente: 0,97 [IC 95%,
0,93 a 1,01]).

Figura 47. A y C. Perfiles farmacocinéticos del HFIM tras la administracion en monoterapia y en
combinacion de fosfomicina a una dosis de 8g/8h y amikacina a 15mg/kg/24h en 48 horas. La linea
continua muestra las concentraciones previstas para los farmacos y los simbolos, las concentraciones
observadas en el modelo. B y D. Grafico de dispersién que muestra las concentraciones de
antimicrobianos observadas frente a las previstas. Los circulos y la linea continua representan los puntos
de las concentraciones individuales estimadas en suero humano/observadas y la regresion lineal de
valores estimados en suero humano/observados, respectivamente.
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Fosfomicina y amikacina en monoterapia

La pauta de fosfomicina en monoterapia (8g/8h [24 g/dia]) no logré erradicar los cultivos
bacterianos de todos los aislados clinicos a pesar de sus valores de CMI para este antimicrobiano
(ver Tabla 15). Mientras que los aislados clinicos normomutadores, Ec3203 y Ec50406, mostraron
una disminucion de la concentracidn bacteriana en las primeras 8 horas de exposicién a fosfomicina
en monoterapia inferior a 1 logio UFC/mL, los aislados hipermutadores experimentaron una
reduccion mayor de la carga bacteriana (1 a 5 logioc UFC/mL). Sin embargo, tanto los aislados
hipermutadores como los normomutadores mostraron un rdpido crecimiento de subpoblaciones
bacterianas resistentes a fosfomicina durante las primeras 24 horas de tratamiento (Figura 48,
cuadrado naranja). La presencia de subpoblaciones resistentes a fosfomicina también se observé
en los modelos de HFIM de control sin tratamiento durante las primeras 24 horas. El tratamiento
con fosfomicina fue rdpidamente bactericida solo frente a la cepa control ATCC 25922, en la que no

se detectd crecimiento bacteriano mas alla de las primeras 2 horas del ensayo.

La monoterapia con amikacina (15 mg/kg/24h) tampoco logré erradicar la carga bacteriana en el
HFIM (Figura 48, tridngulo verde). Se observd una gran disminucion de la concentracién bacteriana
con reducciones del indculo bacteriano que oscilaban de 2 a 5 logio UFC/mL, aproximadamente. Sin
embargo, todos los aislados independientemente de los valores de CMI al antimicrobiano (ver
valores de CMI a amikacina en Tabla 15), incluyendo la cepa control, sobrevivieron al tratamiento
con este antibidtico después de la aparicion de poblaciones resistentes. Se detectaron
subpoblaciones resistentes a la amikacina estables capaces de crecer a concentraciones de 32 mg/L
en todos los aislados, excepto en Ec50406 y en la cepa control. En nuestro modelo con amikacina
en monoterapia, el recrecimiento bacteriano se detectd en las primeras 24 horas en los aislados
estudiados, excepto en la cepa control en la que este recrecimiento se detectd de forma mds tardia,

a las 48 horas del ensayo.

Los aislados que crecieron en las placas de MHA suplementado con amikacina y fosfomicina a las
72 horas del ensayo presentaron resistencia estable, demostrando valores de CMI mediante tiras
con gradiente de difusidn iguales o superiores a 1024 mg/L para fosfomicina y 16 mg/L para

amikacina.

Combinacidn fosfomicina-amikacina

La combinacién de fosfomicina con amikacina produjo una rapida erradicacion de los cultivos
bacterianos (Figura 48, rombo rosa). Se observé una reduccidn igual o superior a 5 logio UFC/mL en

todos los aislados en las primeras 8 horas del ensayo sin detectarse recrecimiento bacteriano
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durante el resto del experimento. Ademas, no se detectaron poblaciones resistentes a fosfomicina
ni a amikacina en ninguno de los aislados sometidos al ensayo en combinacién. No se detectaron
diferencias en la eficacia del tratamiento combinado entre las cepas heterorresistentes a

fosfomicina, normomutadoras frente a hipermutadoras.
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Figura 48. HFIM de aislados de E. coli con fenotipo heterorresistente a fosfomicina y de la cepa control ATCC 25922 en una simulacién de tratamiento en monoterapia
con fosfomicina a una dosis de 8g/8h, amikacina a 15 mg/kg/24h, y del tratamiento combinado de fosfomicina (8g/8h) y amikacina (15 mg/kg/24h). El limite de deteccion
(LD) de la técnica se establecié en 2 logio UFC/mL.
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V. DISCUSION GENERAL

El progresivo incremento de la resistencia a los antimicrobianos se trata de un problema de
salud publica al que la ciencia intenta dar solucidn con la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas,
ya sea mediante la creacién de moléculas novedosas o con el rescate de viejos antimicrobianos, que
han logrado mantenerse activos y producir menor impacto en la resistencia a lo largo de estos afios.
La fosfomicina es un antimicrobiano que se descubrid hace mas de 50 anos y que aun hoy en dia

165-168 Consecuencia de

presenta actividad frente a bacterias con multiples mecanismos de resistencia.
ello, este antibidtico forma parte de las posibles opciones del arsenal terapéutico utilizado frente a las

infecciones por bacterias multirresistentes, siendo aprobado para uso sistémico por la EMA.1?’

Teniendo en cuenta la relevancia que este antimicrobiano toma como potencial uso como
tratamiento sistémico de las infecciones por bacterias multirresistentes en la actualidad, es primordial
evaluar sus caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas, asi como las implicaciones que
pudieran tener los distintos mecanismos de resistencia en el éxito o fracaso terapéutico. Esto va a
permitir conocer y predecir la eficacia del farmaco de una forma mds adecuada e individualizada, asi
como una planificacién mds ajustada del régimen terapéutico en base a las caracteristicas particulares

del paciente, el microorganismo y el farmaco.

A pesar de la disponibilidad de este farmaco desde hace varias décadas, su uso como
tratamiento intravenoso no ha tenido gran éxito hasta hace tan solo unos pocos afios debido a la
disponibilidad de otros agentes antimicrobianos ampliamente distribuidos con buen nivel de
tolerancia que permanecian siendo efectivos. Uno de los factores limitantes en el uso de este farmaco
de forma mas extendida y generalizada en la practica clinica, han sido las peculiaridades y
controversias que presenta en la realizacion e interpretacion del estudio de sensibilidad, pieza clave
en la prediccién del éxito o fracaso terapéutico de un antimicrobiano. Los comités CLSI y EUCAST,
establecen que el método de referencia para estipular la sensibilidad o resistencia a fosfomicina es la
dilucién en agar con suplemento de G6P (25 mg/L). Este procedimiento es inviable para su desarrollo
en la rutina diaria del laboratorio de Microbiologia Clinica, lo que ha provocado el uso de metodologia
alternativa mejor adaptada, mas sencilla y rapida (disco-difusién, microdilucién en caldo, tiras de
gradiente...). Esta adaptacidn en la metodologia distinta al método de referencia ha originado datos
de sensibilidad discrepantes dependiendo de la metodologia usada;*®® lo cual produce incertidumbre
en la extrapolacién de los resultados a la clinica. Esto ha podido contribuir en cierto modo en la
generacion de cierta desconfianza para uso de este farmaco como tratamiento sistémico de primera

linea.
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El estudio de sensibilidad a este antimicrobiano mediante disco-difusion, es una de las
técnicas que se utilizan como alternativa, el cual estd normalizado por ambos comités. Sin embargo, el
analisis y medicion de los halos de inhibicidon que aparecen con los discos de fosfomicina, pueden llegar
a ser controvertidos y dificiles de interpretar. El crecimiento de colonias o subpoblaciones dentro de
la zona de inhibicién es un fendmeno que aparece con frecuencia en el estudio de sensibilidad a este
antimicrobiano de distintas especies bacterianas, lo que suma una mayor incertidumbre en el estudio
de sensibilidad a este farmaco.®® En el documento oficial de EUCAST publicado anualmente con los
puntos de corte de sensibilidad clinica, establece un apartado especifico en el que presenta varios
ejemplos con imagenes sobre cémo realizar la lectura adecuada de los halos de inhibicién en caso de

> presente desde el afio 2017. Estas

que aparezca colonias bacterianas en su interior,?
recomendaciones no estan basadas en ningun estudio cientifico en el que se demuestre la posible
implicacion de estas subpoblaciones con sensibilidad disminuida a fosfomicina en el éxito o fracaso
clinico del farmaco. De forma general, estas colonias o subpoblaciones, se definen como
heterorresistencia bacteriana; es decir, se trata de una poblacidon bacteriana con sensibilidad
heterogénea a un antimicrobiano en la que esta presente una subpoblaciéon o subpoblaciones con
sensibilidad reducida al antimicrobiano con respecto a la sensibilidad que presenta la poblacién

bacteriana mayoritaria. La heterorresistencia a fosfomicina es un fenotipo comun, el cual se puede

observar igualmente en el estudio de sensibilidad mediante tiras de gradiente.1%6338

No obstante, la densidad y dispersidn de las subpoblaciones varia dependiendo del aislado
estudiado, desconociéndose la etiologia subyacente. En un estudio recientemente publicado por
Nicoloff y colaboradores, encuentran que la causa mas frecuente de heterorresistencia a los
antimicrobianos en bacterias Gram negativas se debe a un fendmeno mutacional producido por
mutaciones en tdndem que generan amplificacién génica.?*® Sin embargo, este estudio no demuestra
que este tipo de mecanismo esté implicado de forma particular en el fenotipo de heterorresistencia a
fosfomicina. De forma genérica, la heterorresistencia bacteriana a los antimicrobianos se produce por
diferentes mecanismos de tipo mutacional. Se han descrito diversos genes implicados, dependiendo
del antimicrobiano y la especie bacteriana, aunque también se han observado mecanismos
bacterianos de tipo fisiolégico que pueden provocar la expresidon heterogénea de determinados genes
en la poblacidn bacteriana general, jugando un papel importante en la adaptacidn y supervivencia de
la bacteria.3*® Hasta la fecha no se ha asociado la mutacién de un gen especifico como causa Unica de
este fenotipo heterorresistente a los antimicrobianos; sin embargo, mutaciones que afecten a los
genes encargados de generar la maquinaria de reparacion del ADN podrian estar implicados en un
fenotipo de “panheterorresistencia”; es decir, una capacidad aumentada de presentar mutaciones en

la replicacion de una poblacién bacteriana daria lugar a la generacién de subpoblaciones mutantes que
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podrian presentar mecanismos de resistencia a distintos antimicrobianos, poniéndose de manifiesto

en los distintos medios selectivos.

En el primero de nuestros trabajos, se demostré que el fenotipo heterogéneo de
sensibilidad a fosfomicina, asi como los diferentes grados de densidad y resistencia de subpoblaciones,
pueden explicarse por la combinacidon de dos factores: una elevada frecuencia de mutantes en la
poblacién bacteriana junto con alteraciones en los genes relacionados con la resistencia a fosfomicina.
Este estudio fue realizado sobre una coleccidn de cepas isogénicas de laboratorio y aislados clinicos de
E. coli. La elevada frecuencia de mutacion determinada por alteraciones en genes de reparacion del
ADN justifica la tendencia a producir con mayor probabilidad un fenotipo poblacional heterogéneo, en
el que, dependiendo de la funcidn especifica de la proteina de reparacién afectada, puede dar lugar a
bacterias con fenotipos hipermutadores fuertes o débiles y, por consiguiente, a una mayor densidad
y/o heterogeneidad de subpoblaciones con diferente sensibilidad y respuesta al antimicrobiano.*®? El
hecho de que no toda la poblacién bacteriana presente la misma respuesta al antimicrobiano va a
depender del momento exacto en el que se produzca la mutacion que afecte a la disminucién de la
sensibilidad al antimicrobiano. Basado en el trabajo de Salvador E. Luria y Max Delbriick publicado a
mitad del siglo XX, si la mutacidn se produjese en las primeras fases de division de la UFC afectando
a las primeras generaciones bacterianas, la poblacidn resultante sera practicamente homogénea y con
sensibilidad disminuida. Sin embargo, si estas mutaciones se producen en las ultimas generaciones,
coexistirdn dos poblaciones distintas, una poblacidn mayoritaria sensible acompafada de una

subpoblacién minoritaria con sensibilidad disminuida.

En segundo lugar, la presencia de mutaciones subyacentes en los genes relacionados con
resistencia a fosfomicina; que por si mismos, no son capaces de producir resistencia clinica en un solo
paso (excepto en el caso de alteraciones en el sistema de transporte de la G6P), favorece a su vez que
existiendo un fondo hipermutador subyacente, se pueda seleccionar con mayor probabilidad una
segunda mutacion produciendo una resistencia a fosfomicina de mayor nivel. En E. coli, y
probablemente en otros Enterobacterales, la resistencia a fosfomicina aumenta escalonadamente
mediante la adquisicién de mutaciones en los genes asociados con la resistencia a fosfomicina.?*’ En
aquellas cepas con frecuencia de aparicién de mutantes inferiores a 4 x 107, consideradas como

"normomutadoras">'®

se observa en este trabajo, como los valores de CMI a fosfomicina aumentan de
forma homogénea. Con respecto a las cepas que no presentaban mutaciones en los genes asociados
con la resistencia a la fosfomicina, pero eran “hipermutadoras débiles o fuertes”, mostraban un mayor
numero de subpoblaciones, aunque con crecimiento limitado a concentraciones de fosfomicina de 64
mg/L, consideradas como resistentes segln el punto de corte clinico de EUCAST.?*® Esto se observd en

las cepas de laboratorio que presentaban delecionados los genes que transcriben para proteinas
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involucradas en el sistema de reparacion de emparejamiento erréneo de bases del ADN mediante
metilacion directa (mutHLS), el sistema de reparacion especifico de residuos de guanina oxidados
(mutT, mutMy mutY) y el sistema de reparacidn por escision de nucleétidos (uvrD). La Unica excepcidn
fue la cepa mutante de delecidn del gen dnaQ, el cual transcribe para la subunidad épsilon de la ADN
polimerasa Ill, la cual participa en la actividad exonucleasa en direccién 3'-5', reconociendo vy
reparando aquellos errores producidos durante la replicacién del ADN. Debido a la alta frecuencia de
aparicion de mutantes de esta cepa, se observaron subpoblaciones capaces de sobrevivir a
concentraciones superiores a 64 mg/L de fosfomicina, lo que se explicaria por la acumulacién de
mutaciones en mas de un gen relacionado con la resistencia a este antimicrobiano. Por lo tanto, bajo
un fenotipo “hipermutador”, ya sea débil o fuerte, un Unico evento mutacional afectaria a alguno de
los genes relacionados con la resistencia a fosfomicina y, como se habia demostrado en trabajos
previos, los valores de CMI mds elevados se observarian cuando las mutaciones afectan a cualquiera
de los componentes del transportador de G6P,**’ con la excepcidn de aquellos aislados que presenten
mutaciones en la subunidad épsilon de la ADN polimerasa Ill debido a su tan elevada frecuencia de
mutantes, lo que facilita la generacion de subpoblaciones mutantes con alta resistencia a fosfomicina
por acumulacidon de eventos mutacionales, que probablemente al azar afecten a varios genes en

relacion con la resistencia a fosfomicina.

Poseer un fenotipo y/o genotipo hipermutador junto con la presencia de ciertas mutaciones
en los genes de resistencia relacionados con la fosfomicina, especialmente en aquellos genes que
presentan un bajo impacto sobre la CMI, como es el caso de los genes que transcriben para las
proteinas GIpT y Ptsl, es responsable de los diferentes fenotipos de heterorresistencia a fosfomicina.
La densidad de las subpoblaciones se encuentra en relacién con la frecuencia de mutantes de la
bacteria; lo cual puede deberse a la capacidad o facilidad de adquirir mutaciones de la propia bacteria
pudiendo estar originado por defectos o carencia del sistema de reparacién del ADN. Este fendmeno

524 en el que relacionaron

se explicé parcialmente en el trabajo publicado por Ellington y colaboradores,
los fenotipos bacterianos mutadores con una mayor tendencia a presentar resistencia a fosfomicina.
Por otro lado, aunque algunos genes relacionados con la actividad de fosfomicina podrian causar un
aumento de la sensibilidad, como seria el caso en el que se produjese una sobreexpresién en los
transportadores del antimicrobiano, no podemos descartar la posibilidad de que la amplificacion

transitoria o estable de otros genes bacterianos, como describen Nicoloff y colaboradores en su

trabajo, pueda ser otra fuente de la respuesta heterogénea a este antimicrobiano.3**

Ademas, la imprecision o la escasa concordancia de los resultados de sensibilidad obtenidos
en los diferentes métodos de estudio de sensibilidad a fosfomicina, se han asociado previamente con

el uso de diferentes concentraciones bacterianas iniciales implicito en cada ensayo. Esta variacion
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puede explicarse por producirse una seleccién aleatoria de subpoblaciones mutantes resistentes ya
presentes en el indculo bacteriano inicial. A mayor indculo bacteriano inicial, mayor probabilidad de
presencia de subpoblaciones mutantes preexistentes.?>®3%8 Los métodos de estudio de sensibilidad
realizados en caldo, con frecuencia no permiten diferenciar la presencia de subpoblaciones bacterianas
heterorresistentes de aquellas bacterias con una poblacion con sensibilidad homogénea. Por lo tanto,
es probable que los métodos que utilizan el medio de agar, como la técnica de disco-difusién o la tira
de gradiente, sean mas eficaces en el cribado para deteccién de subpoblaciones bacterianas, ya que
las subpoblaciones minoritarias no enmascaran a la poblacién sensible. En este trabajo se realizaron
las pruebas de sensibilidad a fosfomicina mediante microdilucién en caldo y tiras de gradiente para
realzar la importancia de incluir a las subpoblaciones en la interpretacidon de los valores de CMI,
conociendo que ninguno de los dos ensayos son el método de referencia; sin embargo, se utilizan de

forma rutinaria en el laboratorio de Microbiologia Clinica para estudio de sensibilidad a fosfomicina.

El estudio de sensibilidad a fosfomicina mediante tiras de gradiente es un método ha
favorecido el trabajo de observacién de la variabilidad y densidad de la resistencia heterogénea a
fosfomicina de las bacterias del ensayo. Los valores de CMI de fosfomicina obtenidos mediante
microdilucién en caldo realmente podrian ser mas representativos de la sensibilidad de la poblacién
bacteriana en conjunto y no solo de la poblacidon mayoritaria debido a que favorece el crecimiento en
caldo de subpoblaciones resistentes. Sin embargo, los resultados de este método son a veces dificil de
interpretar por la presencia de pocillos salteados que pueden deberse al crecimiento de
subpoblaciones o posibles contaminaciones. Es importante destacar que en nuestro estudio se ha
observado que las subpoblaciones muestran una resistencia de tipo estable, lo cual podria estar
implicado en posibles fracasos terapéuticos, especialmente en aquellos casos con elevado inéculo
bacteriano debido a que el nimero total de subpoblaciones presentes seria mds elevado. De ahi que
las directrices de EUCAST sobre ignorar las colonias que aparecen dentro de los halos de inhibicidn
cuando se realiza el estudio de sensibilidad mediante ensayos de disco-difusion deben ser

interpretadas con cierta precaucion.

Una de las limitaciones de este trabajo es el hecho de focalizar la etiologia de los distintos
fenotipos de heterorresistencia a fosfomicina basicamente por la combinacidn de dos tipos de
mecanismos, los relacionados con la resistencia a fosfomicina y aquellos en relacidon con la
hipermutacidn bacteriana. No obstante, no se pueden descartar otras causas distintas. En nuestra
coleccion de mutantes de laboratorio, el genotipo se correlacionaba con el fenotipo de
heterorresistencia a fosfomicina, asi como con la variabilidad de subpoblaciones esperada. Sin
embargo, en los aislados clinicos heterorresistentes a fosfomicina, no siempre se encontrd esta

correlacién en el estudio genético de resistencia a fosfomicina o de hipermutacion realizado mediante
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técnicas de secuenciacidon masiva. Hay que resaltar, que se detectaron diferentes polimorfismos en los
genes estudiados cuya repercusion funcional se desconoce y que se conservaban entre distintos
aislados. El analisis especifico de los genes relacionados con la resistencia a fosfomicina y sistemas de
reparacion del ADN se realizdé de aquellos que presentan una mayor relevancia. Distintas vias del
metabolismo bacteriano podrian estar implicadas en la sensibilidad a este antimicrobiano y el arsenal
proteico que contribuye en la reparacién del ADN es verdaderamente extenso; por lo tanto, resulta
verdaderamente complicado estudiar de forma detallada todos los genes que influyen de forma

directa o indirecta en sendos fendmenos.

Con respecto al estudio de la actividad in vitro del antimicrobiano frente a los aislados con
fenotipo heterorresistente e hipermutadores realizado mediante curvas de letalidad, se utilizaron dos
concentraciones de fosfomicina distintas, relevantes desde un punto de vista clinico, correspondientes
al punto de corte de resistencia seglin EUCAST vy a la concentracion mdéxima del farmaco en plasma,
respectivamente. Se observd actividad del antimicrobiano con ambas concentraciones cuando se
utilizaron indculos bacterianos bajos (1 x 10° UFC totales; 5 x 10® UFC/mL en 20 mL) frente a todas las
cepas estudiadas en el ensayo, excepto frente a la cepa de laboratorio doble mutante de delecién
AmutS-AglpT y en el aislado E. coli C74. El mutante simple AglpT (sistema de captacién de E. coli para

)146525 o sobrevivid

glicerol-3-fosfato, que interviene en la internalizacion de fosfomicina en la bacteria
a la accién del antimicrobiano cuando se utilizaron indculos bajos; sin embargo, crecié a 64 mg/L en el
ensayo realizado con alto indculo (1 x 107 UFC (5 x 10° UFC/mL en 20mL), como se habia observado en
trabajos previos.®®” Curiosamente, el mutante simple hipermutador AmutS (componente del complejo
MutHLS) no sobrevivid a la actividad del antimicrobiano en condiciones de bajo ni alto indculo. Sin
embargo, el mutante que combinaba ambas mutaciones sobrevivié tanto con bajo como con alto
inéculo a ambas concentraciones de fosfomicina, lo que explica el papel que pueden ejercer las
subpoblaciones con sensibilidad disminuida a fosfomicina de esta cepa con fenotipo heterorresistente
e hipermutadora, en la supervivencia a altas concentraciones del antimicrobiano. Logicamente, en esta
cepa doble mutante de delecién hipermutadora con el gen glpT delecionado, se ve favorecida la
aparicion de subpoblaciones al azar que presenten mutaciones en un segundo gen relacionado, por
ejemplo, con el transporte de fosfomicina como uhpT, lo que les capacita para sobrevivir por encima
del punto de corte de resistencia clinica e incluso a la Cmax sérica. Probablemente, las bacterias
hipermutadoras, de forma general generan subpoblaciones con sensibilidad disminuida a cualquier
antimicrobiano o incluso con caracteristicas metabdlicas distintas que las diferencian de la poblacién
mayoritaria y que somos capaces de observarlas separadas del resto al exponerlas a un medio
selectivo. En el caso de la mutante simple de delecién AmutS no se generaron subpoblaciones que

sobreviviesen a 64 mg/L ni a 307 mg/L, lo que muy probablemente sucediera debido a la ausencia de
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subpoblaciones mutantes para el sistema de transporte de G6P. El hecho de que el aislado clinico
EcC74 sobreviviese bajo las mismas condiciones que el doble mutante AmutS-AglpT es dificil de
explicar, ya que en el andlisis genético de este aislado solo se encontrd delecién completa del gen mutS
y se esperaba que se comportase como los otros aislados con genotipo y fenotipo similares, como es
el caso del aislado EcC61; es decir, de forma semejante al mutante simple AmutS. Verdaderamente
desconocemos la implicacién que los diversos polimorfismos genéticos encontrados en estos aislados
pudieran tener en el funcionamiento correcto de las proteinas para las que transcriben y en la
aparicion de subpoblaciones con sensibilidad disminuida a fosfomicina, lo que podria explicar las
diferencias observada en este ensayo entre los distintos aislados. Por otro lado, teniendo en cuenta el
hecho de que las mutaciones en estos aislados hipermutadores se producen de forma azarosa, muy
probablemente estas diferencias disminuirian en el caso de realizar un mayor nimero de repeticiones
del ensayo. Ademds, hay que tener en consideracién, que la actividad de la fosfomicina en este ensayo
puede estar sobreestimada. El efecto que ejercen las concentraciones estaticas de este antimicrobiano
puede no reflejar el efecto real bajo condiciones dindmicas del antimicrobiano en base a la

farmacocinética humana.®®

En definitiva, una elevada mutabilidad bacteriana podria definir el origen y variabilidad
observados en el fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina. Por consiguiente, las subpoblaciones
observadas en los estudios de sensibilidad a fosfomicina en aislados hipermutadores deben tenerse
en cuenta, no solo como posible fuente de fracaso terapéutico de la fosfomicina, sino también para el
resto de antimicrobianos. Teniendo en cuenta el trabajo publicado por LeClerc y colaboradores, la
incidencia del fenémeno de hipermutacién en bacterias como E. coli, no es un dato desdefiable.3%® Los
mecanismos de defensa del huésped o la propia presion que ejerce el tratamiento con antimicrobianos
pueden producir estados de estrés en la bacteria favoreciendo la aparicién de mutantes bacterianas.
El hecho de observar un fenotipo de heterorresistencia en el estudio de sensibilidad a un
antimicrobiano de un aislado clinico nos debe alertar de la posibilidad de encontrarnos ante un
microorganismo hipermutador o con una elevada frecuencia de generacidon de mutantes, lo cual puede
tener consecuencias a la hora de plantear una estrategia terapéutica apropiada. Un planteamiento
posible para el tratamiento de infecciones por aislados heterorresistentes y/o hipermutadores seria el
hecho de realizar una terapia combinada para evitar la selecciéon de subpoblaciones resistentes al

farmaco usado en monoterapia.

La importancia clinica de estos resultados para el tratamiento de las infecciones causadas
por subpoblaciones heterorresistentes debe ser evaluada en mayor profundidad. Las caracteristicas
farmacocinéticas y farmacodindmicas de la fosfomicina deben tenerse en cuenta en el estudio de

sensibilidad a este farmaco.
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En este sentido el segundo estudio evalud la actividad de fosfomicina sola y en combinacién
con amikacina frente a aislados clinicos y comensales de E. coli, cuatro hipermutadores (pertenecientes
al primer trabajo de la presente tesis doctoral) y dos normomutadores, todos ellos con fenotipo de
heterorresistencia a la fosfomicina. Para evaluar dicha actividad se realizaron diversos ensayos; pero
la principal aportacion de este estudio respecto al anterior es sin duda la utilizacién del modelo
dindmico de infeccidn in vitro en cartuchos con fibra hueca o lo que se denomina en término
anglosajén como HFIM. En este modelo, se evalud el efecto de dosis humanizadas de fosfomicina
sédica y amikacina en monoterapia y en combinacion, teniendo en cuenta los valores de FC/FD
humanos, en un modelo de infeccidn sistémica utilizando un HFIM. Estos modelos presentan una
ventaja fundamental, y es que permiten simular con precision la FC/FD de los antimicrobianos en el
cuerpo humano.”® Ademads, los ensayos con este modelo son reproducibles, permiten el estudio de
diferentes drogas al mismo tiempo con distintos perfiles FC/FD, asi como la toma de muestras

repetidas en las distintas fases de crecimiento bacteriano.

Se realizé la caracterizacion de los aislados del segundo estudio analizando la sensibilidad
a los dos antimicrobianos, la frecuencia de aparicion de mutantes (rifampicina, fosfomicina y
amikacina) y completando el andlisis genético (centrado en los genes en relacidn con la resistencia a
la fosfomicina y en los genes de reparacién del ADN) en aquellos que aislados que no habian sido
estudiados en el primer estudio. En el andlisis genético realizado a los aislados normomutadores, no
se detectaron deleciones ni inserciones en los genes investigados del sistema de reparacion del ADN,
solo polimorfismos de impacto desconocido. No obstante, estos aislados presentaron mutaciones en
GlpT, hallazgo que explicaria en parte el comportamiento de los aislados en presencia de fosfomicina,
ya que se ha demostrado que una frecuencia aumentada de mutantes espontdneos resistentes a
fosfomicina en este tipo de cepas. Como se ha comentado en el estudio anterior, en el mutante de
laboratorio AglpT, pueden aparecer mutaciones en otros genes relacionados con resistencia a
fosfomicina, lo que predispone a la bacteria a seleccionar subpoblaciones resistentes a este
antimicrobiano en sucesos mutacionales consecutivos y escalonados. No obstante, la inactivacion de
la proteina GlpT por si sola, no explica el fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina observado en
estos aislados clinicos normomutadores, por lo que deben intervenir factores adicionales que
desconocemos. Ademas, el nimero de subpoblaciones y el alcance de la CMI de las mismas de los
aislados normomutadores, observada en los ensayos de sensibilidad con tiras de gradiente, supera lo
observado en la mayoria de aislados hipermutadores, exceptuando en aquellos AdnaQ. Sin embargo,
ninguno de ellos presentaba mutaciones de delecidn o insercién en este gen, mas allad de polimorfismos

genéticos en el aislado Ec3203.
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A pesar de que todos los aislados, tanto hipermutadores como normomutadores,
presentaron valores de CMI a fosfomicina inferiores a 8 mg/L en el estudio de sensibilidad mediante
tiras de gradiente (sin tener en cuenta la CMI de las subpoblaciones presentes en el interior de la zona
de inhibicién), el régimen de tratamiento con fosfomicina en monoterapia a las dosis maximas
aprobadas por la EMA de 8g/8h,>* no logré erradicar el crecimiento bacteriano en el modelo dindmico
de infeccién. Surgieron subpoblaciones resistentes a fosfomicina en todos los ensayos, las cuales
presentaban valores de CMI a fosfomicina altamente resistentes (21024 mg/L), siendo consideradas
como estables. La monoterapia con fosfomicina solo tuvo éxito frente a la cepa de control ATCC 25922,
al igual que se habia observado en estudios previos.**° Esto demuestra que a pesar de lo observado en
los ensayos realizados mediante curvas de letalidad, en los que la mayoria de los aislados no
sobrevivian al efecto de la fosfomicina, bajo condiciones que simulan la FC y la FD humana en el
tratamiento sistémico en monoterapia con fosfomicina, estos aislados heterorresistentes sobrevivirian
al efecto del farmaco. En el estudio realizado por Abbott y colaboradores, en el que evaltan la
exposicion de altas y bajas concentraciones de fosfomicina urinaria (en base al tratamiento oral)
mediante un modelo dindamico in vitro de infeccién vesical frente a 16 aislados clinicos de
Enterobacterias (8 E. coli, 4 E. cloacae y 4 K. pneumoniae), demostraron que los factores que mejor
parecian predecir el recrecimiento bacteriano eran la presencia de una heterorresistencia de alto nivel,
asi como la especie bacteriana.®®” Aunque este estudio difiere del nuestro, dado que simula un modelo
de infeccidn urinaria vesical y evalla el tratamiento oral con fosfomicina-trometamol, los resultados

observados apoyan a los obtenidos en nuestro trabajo.

En un segundo paso, se decidié evaluar el posible efecto que podria tener la amikacina
sobre estos aislados si se combinaba con la fosfomicina. La seleccidn de amikacina en el tratamiento
combinado con fosfomicina se realiz6 debido a que se trata de un antimicrobiano que activo frente a
bacterias multirresistentes, estd catalogado como antimicrobiano de acceso segun la clasificacion
AWaRe de la OMS*? y su uso sistémico en monoterapia estd limitado al tratamiento de infecciones
urinarias. Se usa de forma extensa como parte de tratamientos combinados para infecciones graves
causadas por bacilos aerobios Gram negativos.'?’ Su forma de administracidn intravenosa en una Unica

dosis diaria, facilita su posible combinacién con otras drogas.*’”

Previo al estudio del efecto combinado de ambos farmacos, se evalud la actividad de la
amikacina en monoterapia teniendo en cuenta la FC/FD de este antimicrobiano administrado en una
dosificacién de 15mg/kg/24h. A pesar de que todos los aislados eran sensibles a este farmaco,
independientemente de la metodologia utilizada (tiras de gradiente o microdilucién en caldo), todos
sobrevivieron al tratamiento con amikacina en monoterapia en el modelo dindmico de infeccién in
vitro. Ademas, en los aislados EcC59, EcC61, EcC74, EcP45 y Ec3203 se detectaron subpoblaciones
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estables resistentes a amikacina que podian explicar la supervivencia al tratamiento antimicrobiano.
Sin embargo, curiosamente, el aislado Ec50406 y la cepa de control fueron capaces de sobrevivir a la
monoterapia con amikacina, pero en ninguno de los aislados se detectd la presencia de subpoblaciones
resistentes, ni en los controles sin antimicrobiano ni en el ensayo con amikacina. La supervivencia bajo
monoterapia con amikacina de ambas cepas en ausencia de subpoblaciones resistentes podria
explicarse por un fenédmeno de tolerancia o persistencia, el cual permitiria la supervivencia de la
poblacién bacteriana gracias a la presencia de variantes fenotipicas no mutantes o gracias a fendmenos
epigenéticos no heredables. Este efecto ha sido previamente observado con distintos antimicrobianos

incluyendo en aminoglucésidos.*%°%

Varios estudios de FC/FD han demostrado que la fosfomicina en monoterapia podria no ser
efectiva incluso en el tratamiento frente a bacilos Gram negativos sensibles a la fosfomicina segin los
valores de CMI,*%%%7-52 sin embargo, ha demostrado eficacia en el tratamiento combinado con
diferentes antimicrobianos (incluyendo la amikacina) frente a aislados clinicos de diversas especies
bacterianas como E. coli, K. pneumoniae o P. aeruginosa resistente a multiples

antimicrobianos.460:492,527,530

A pesar de tratarse de especies bacterianas y exposiciones
antimicrobianas diferentes, nuestros resultados concuerdan con los observados previamente en el
trabajo realizado por Sime y colaboradores también llevado a cabo en HFIM, en el que observaron que
la combinacidon de amikacina y fosfomicina (empleada como tratamiento en aerosol) consiguid
eliminar eficazmente el crecimiento de cepas de P. aeruginosa y K. pneumoniae resistentes a

amikacina.*®?

Como es bien conocido, la amikacina presenta numerosos efectos adversos, entre los que
destaca su elevada nefrotoxicidad. Su administracién una vez al dia combinada con un farmaco seguro
y con escasos efectos adversos como la fosfomicina sddica permitiria disminuir la duracién del
tratamiento o incluso las dosis empleadas, contribuyendo a reducir la toxicidad del tratamiento
antimicrobiano, asi como el impacto ecoldgico del mismo. A pesar de las diferencias metodoldgicas,
los resultados de los ensayos de tablero de ajedrez y de las curvas de letalidad realizados con distintas
combinaciones de fosfomicina y amikacina, mostraron valores sinérgicos a concentraciones inferiores
a las mdaximas séricas en cada uno de los aislados. Esto apoyaria la posibilidad de emplear dosis
inferiores a las utilizadas en monoterapia al realizar el tratamiento combinado con ambos farmacos,
lo que podria ser motivo de estudio de trabajos futuros con HFIM en los que se pruebe el efecto de

combinar dosis inferiores de los dos farmacos frente a este tipo de bacterias.

Este segundo estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar, aquellas derivadas de

la propia metodologia empleada. Aunque el modelo HFIM permite simular la FC/FD humana teniendo
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en cuenta las velocidades de absorcidn y eliminacion del farmaco, carece de la respuesta inmunitaria
caracteristica del huésped al igual que el resto de los modelos in vitro. De todas formas, el HFIM es
altamente predictivo de los resultados microbioldgicos clinicos, ya que se trata del mejor modelo in
vitro para la evaluacion de la concentracidn antimicrobiana que previene de la aparicidon de
resistencias. En nuestro estudio, se observa como ninguno de los aislados sobrevive a la Cmax sérica
correspondiente a la dosis de 15 mg/kg/dia; sin embargo, en el modelo dindmico HFIM, utilizando la
misma dosis, todos los aislados, que ademas se clasificaron como sensibles en base a los estudios de
tira de gradiente y microdilucién en caldo, sobrevivieron. Esto indica que los ensayos estdticos podrian

presentar ciertas limitaciones a la hora de predecir la actividad de los antimicrobianos.

Ademas, el efecto del antimicrobiano sobre la bacteria se puede estudiar durante largos
periodos, permitiendo evaluar lo que ocurriria por ejemplo en un tratamiento antimicrobiano

prolongado o analizar bacterias de crecimiento lento.>%*

Otra de las limitaciones del estudio realizado en HFIM es que Unicamente se evalud la
combinacion de una dosis fija de fosfomicina y amikacina, lo que imposibilita descartar la posibilidad
de la aparicién de mutantes resistentes con la posible utilizacién de dosificaciones inferiores de ambos

farmacos.

Los resultados de la segunda parte de la tesis doctoral demuestran que puede haber un
riesgo de fracaso terapéutico en el tratamiento de infecciones por E. coli hipermutador o
normomutador, heterorresistente a fosfomicina, utilizando fosfomicina en monoterapia. A pesar de
monoterapia a dosis humanizadas en el modelo estudiado fue ineficaz incluso frente a la cepa control
E. coli ATCC 25922. Los resultados de este estudio respaldan la utilizacién de fosfomicina-amikacina en
combinacion por su capacidad para disminuir rapidamente la carga bacteriana y prevenir asi la

aparicion de subpoblaciones resistentes a sendos antimicrobianos.
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VIl. CONCLUSIONES

1. Elorigen del fenotipo de heterorresistencia a fosfomicina pueden explicarse parcialmente por
una elevada frecuencia de aparicién de mutantes en combinacidn con la presencia de

mecanismos de resistencia de bajo nivel a este antimicrobiano.

2. El grado de la frecuencia de aparicion de mutantes se correlaciona con la variabilidad en la
proporciény CMI de las subpoblaciones heterorresistentes a fosfomicina en aislados de E. coli,
teniendo un mayor impacto en aquellos aislados con alteraciones en genes relacionados con

resistencia a fosfomicina.

3. El estudio de sensibilidad a fosfomicina mediante tiras de gradiente es un método eficaz para
observar la variabilidad y el gradiente de heterorresistencia a este antimicrobiano, siendo el
ensayo mediante microdilucion mas representativo de la sensibilidad de la poblacidon

bacteriana general.

4. Los resultados de los ensayos realizados en los modelos de infeccién in vitro en HFIM con
aislados de E. coli heterorresistente a fosfomicina demuestran que puede existir un riesgo de
fracaso terapéutico con el uso de amikacina (15 mg/kg/24h) o fosfomicina (8g/8h) en

monoterapia.

5. El estudio in vitro en HFIM demuestra que la terapia combinada de fosfomicina (8g/8h) y
amikacina 15 mg/kg/24h, es eficaz frente a aislados de E. coli heterorresistente a fosfomicina,
tanto normomutadores como hipermutadores, disminuyendo rapidamente la carga

bacteriana y previniendo la aparicidn de subpoblaciones resistentes.
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