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Resumo 

 

A fosfomicina trometamol é um antibiótico cujas propriedades farmacodinâmicas e cinéticas 

tornam-no particularmente eficaz no tratamento de infecções urinárias, as infecções 

bacterianas mais frequentes. Este estudo teve como objectivo conhecer e caracterizar os 

mecanismos de resistência à fosfomicina, assim como a resistência associada a outros 

antibióticos, de modo a explicar a viabilizar este antibiótico como alternativa no tratamento de 

infecções urinárias. 

Foram estudados inicialmente 533 isolados bacterianos de Gram negativo provenientes de 

urinas analisadas em laboratórios da comunidade e seleccionado um grupo de 23 isolados 

para prosseguir com a caracterização molecular da resistência aos antibióticos. O perfil de 

susceptibilidade aos antibióticos foi obtido por método de difusão em disco e a Concentração 

Mínima Inibitória da fosfomicina por E-test. Os genes de resistência foram pesquisados por 

PCR, os plasmídeos agrupados por Replicon Typing e o perfil genómico por ERIC-PCR. O 

transporte da fosfomicina foi avaliado usando meios mínimos com o substrato de cada 

transportador como única fonte de carbono. 

E. coli foi o agente etiológico com maior prevalência. No grupo heterogéneo de 533 bactérias, a 

susceptibilidade à fosfomicina foi superior a 90%. Nos 23 isolados caracterizados 

molecularmente, a resistência deu-se essencialmente por alterações no transporte da 

fosfomicina (14 em 23), mutações estas que afectam o fitness bacteriano in vivo, apesar do 

gene fosA estar presente em 10 isolados. No entanto, a presença deste gene em isolados sem 

alterações no transporte do antibiótico não foi suficiente para causar resistência. Não parece 

haver resistência cruzada com outras classes de antibióticos, o que pode estar relacionado 

com a resistência ser maioritariamente cromossomal. 

Estes resultados demonstram o potencial que este antibiótico pode ter na era da resistência 

globalizada a várias classes de antimicrobianos, nomeadamente β-lactâmicos, quinolonas e 

trimetoprim/sulfametoxazole, não só no tratamento de infecções urinárias, mas para além do 

tracto urinário. 

 

  



 
 

Abstract 

 

Fosfomycin tromethamol is an antibiotic which has pharmacodynamic and pharmacokinetic 

properties that make it particularly effective in the treatment of urinary infections, the most 

common bacterial infections. The aim of this study was to know and characterize fosfomycin 

resistance mechanisms, as well as associated resistance to other antibiotics, to explain the high 

susceptibility rates and validate this antibiotic has an alternative for the treatment of urinary 

infections. 

Initially, 533 bacterial isolates sampled from urine at community laboratories were studied and a 

group of 23 isolates was then selected to proceed with the molecular characterization of 

antibiotic resistance. The antibiotic susceptibility profile was obtained through disk-diffusion 

method and Minimum Inhibitory Concentrations of fosfomycin through E-test method. 

Resistance genes were investigated through PCR, plasmids were grouped using the Replicon 

Typing method and genomic profiles through ERIC-PCR. Fosfomycin transport was evaluated 

using minimal media with the substrate of each transporter as sole carbon source. 

E. coli was the most prevalent etiologic agent. In the heterogeneous group of 533 bacteria, 

susceptibility to fosfomycin was higher than 90%. In the 23 isolates molecularly characterized, 

resistance was essentially due to alterations in fosfomycin transport (14 in 23), mutations that 

affect bacterial fitness in vivo, although the fosA gene was present in 10 isolates. However, the 

presence of this gene alone in isolates without transport alterations was not sufficient to cause 

resistance. Crossed resistance with other antibiotic classes does not seem to occur, which can 

be related to the fact that fosfomycin resistance is mainly cromossomal. 

These results show the potential that this antibiotic may have in the age of globalized resistance 

to several classes of antimicrobials, namely β-lactams, quinolones and 

trimethoprim/sulphamethoxazole, not only in urinary infections, but also beyond the urinary 

tract. 
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1. Introdução 

 

1.1 Infecções urinárias 

 

As infecções do tracto urinário (ITUs) são as infecções bacterianas mais comuns, quer na 

comunidade quer no meio hospitalar. Estas infecções são uma das principais causas de 

morbilidade, mortalidade e custos associados aos cuidados de saúde [1,2]. 

As mulheres são mais afectadas por este tipo de infecções devido às características 

anatómicas do seu aparelho genito-urinário, principalmente mulheres jovens sexualmente 

activas, grávidas ou no período pós-menopausa. Estima-se que cerca de 40 a 50% de toda a 

população feminina adulta tenha uma pelo menos uma infecção urinária ao longo a sua vida 

[2]. 

Enquanto ITUs não complicadas, ou seja, infecções que ocorrem em tractos urinários normais 

sem qualquer tipo de instrumentalização, surgem particularmente em mulheres saudáveis 

adultas, as infecções complicadas podem ocorrer em ambos os sexos e em diferentes grupos 

etários e estão frequentemente associadas a anomalias estruturais ou funcionais do tracto 

genito-urinário (tais como cálculos renais, bexiga neurogénica, presença de cateteres uretrais, 

obstrução, imunossupressão, falha renal, transplante renal e gravidez). ITU em populações 

idosas é geralmente complicada, tal como em homens com hipertrofia prostática e em 

mulheres pós-menopausa. A probabilidade de falha no tratamento, complicações graves e 

desenvolvimento de resistência aos antibióticos é mais comum em infecções complicadas [3]. 

Escherichia coli é o agente etiológico mais frequentemente associado a infecções urinárias, 

sendo responsável por 70 a 95% dos casos. Staphylococcus saprophyticus está normalmente 

associado a 5-20% das infecções na comunidade. Outras bactérias do grupo das 

Enterobacteriaceae também são agentes comuns, como Proteus spp. e Klebsiella spp., e de  

entre as bactérias de Gram positivo, Enterococcus spp. é também isolado com frequência 

[4,5,6]. 

Um dos problemas associado com o tratamento de infecções urinárias é resistência aos 

antibióticos, nomeadamente aos β-lactâmicos, quinolonas e trimetoprim/sulfametoxazole, que 

dificultam o tratamento geralmente empírico aplicado nas ITUs. 
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1.2 Resistência aos antibióticos 

 

A emergência de resistência aos antibióticos deu-se ainda antes do primeiro antibiótico, a 

penicilina, descrita por Alexander Fleming em 1928, ter sido desenvolvido e introduzido na 

prática clínica. A primeira β-lactamase, enzima capaz de hidrolisar o anel β-lactâmico deste 

antibiótico, foi identificada em E. coli em 1940 [7]. A era da penicilina deu origem à rápida 

emergência de resistência em Staphylococcus aureus devido à presença de uma penicilinase 

plasmídica que rapidamente se disseminou para outras espécies do género Staphylococcus. 

Muitos géneros bacterianos possuem uma β-lactamase codificada no cromossoma, mas a 

primeira β-lactamase plasmídica, TEM-1, foi descrita no início dos anos 60 e pertencia a uma 

estirpe de E. coli isolada a partir de uma hemocultura. Poucos anos após ter sido isolada, 

espalhou-se pelo globo e pode ser encontrada em vários membros da família das 

Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza e Neisseria gonorrhoea 

[8]. A emergência de resistência plasmídica tornou-se problemática devido ao seu potencial 

disseminativo.  

Nos últimos 20 anos foram desenvolvidos diversos antibióticos da classe dos β-lactâmicos 

especificamente criados para resistirem à acção hidrolítica das β-lactamases. No entanto, com 

cada nova classe que surge, novas β-lactamases são encontradas, capazes de conferir 

resistência, presumivelmente devido à pressão selectiva causada pelo uso abusivo destes 

novos antibióticos na terapêutica, o que demonstra a elevada capacidade de adaptação 

bacteriana. Uma das novas classes criadas foram as oxiamino-cefalosporinas, ou 

cefalosporinas de espectro alargado, cujo uso foi introduzido em 1980. Esta nova classe de β-

lactâmicos era eficaz contra a maioria das bactérias produtoras de β-lactamases e tinha a 

vantagem de ter menores efeitos nefrotóxicos, quando comparada com os aminoglicosídeos. A 

resistência a esta classe surgiu rapidamente, devido à disseminação de β-lactamases de 

espectro alargado (Extended-Spectrum β-lactamases, ESBLs), caracterizadas pela sua 

capacidade de hidrolisar cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geração e 

monobactamos, mas não cefamicinas ou carbapenemos, e que são inibidas por inibidores de 

β-lactamases como o ácido clavulânico. A primeira ESBL descrita, SHV-2, possuía apenas a 

diferença de um aminoácido para a sequência de SHV-1 (β-lactamase de espectro restrito) e 

desde então centenas de variantes ESBL do tipo TEM e SHV já foram descritas. Diferenças em 

aminoácidos específicos alteram o espectro de actividade destas enzimas [9]. 

Até ao fim dos anos 90, as ESBLs detectadas pertenciam aos tipos TEM e SHV 

(essencialmente ceftazidimases), mas durante os anos 2000, as enzimas CTX-M tornaram-se 

predominantes. Este tipo de enzimas, ao contrário das SHV e TEM, tem uma maior actividade 

hidrolítica (cerca de 35 vezes superior) contra a cefotaxima do que contra a ceftazidima, sendo 

assim consideradas cefotaximases. No entanto, novas variantes com elevada actividade para 

ambos antibióticos já existem (como, por exemplo, CTX-M-15) [10,11]. Microrganismos que 
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produzem enzimas do tipo CTX-M tornaram-se o grupo mais prevalente nos últimos anos, 

particularmente em alguns países da Europa e da América do Sul [12]. Uma das possíveis 

explicações para a disseminação dos genes que codificam para β-lactamases do tipo CTX-M 

na comunidade é a sua associação com elementos móveis, como a sequência de inserção 

ISECP1 [13]. 

Em Portugal, a prevalência de E. coli produtora de β-lactamases tem vindo a aumentar, com 

predominância de enzimas CTX-M-type a causar infecções do tracto urinário adquiridas na 

comunidade. Estudos em hospitais portugueses demonstram a disseminação de CTX-M-14, 

CTX-M-15, CTX-M-32, TEM-24, TEM-52, GES e SHV-12 [14]. 

Os carbapenemos surgem então como alternativa a estirpes produtores de ESBLs, mas 

rapidamente surgiram diversos mecanismos de resistência, como modificações na 

permeabilidade ou sistemas de efluxo, hiperprodução de β-lactamases do tipo AmpC 

(cefalosporinases não inibidas pelo ácido clavulânico) ou ESBLs, ou por fim β-lactamases 

capazes de hidrolisar carbapenemos (carbapenemases) [15]. As carbapenemases encontradas 

na família Enterobacteriaceae podem ser metalo-β-lactamases (VIM, IMP), oxacilinases (OXA) 

de espectro alargado ou β-lactamases inibidas pelo ácido clavulânico. Neste último grupo estão 

incluídas as KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemases), já disseminadas globalmente, 

incluindo em Portugal (referência ECCMID). Mais recentemente foi descrita uma metalo-β-

lactamase capaz de conferir resistência a vários subgrupos de β-lactâmicos e que têm 

preocupado as autoridades internacionais, NDM-1, que já está disseminada por diversos 

géneros bacterianos e em vários países, mas que, até à data, ainda não foi descrita em 

Portugal [16]. 

As quinolonas são outro grupo de antibióticos muito usado no tratamento de infecções por 

microrganismos de Gram negativo, principalmente quando se tratam de infecções urinárias, 

tendo-se verificado que actua essencialmente sobre a DNA girase, enquanto nos 

microrganismos de Gram positivo o alvo é principalmente a topoisomerase IV. A resistência a 

estes antibióticos pode ser conferida tanto por mutações nos genes codificantes das 

subunidades da DNA girase (gyrA e gyrB) e da topoisomerase IV (parC e parE) como por 

genes plasmídicos como qnrA, B ou S e aac(6’)-Ib-cr [17]. 

A resistência aos antibióticos em bactérias uropatogénicas tem aumentado significativamente 

nos últimos anos. Portugal tinha em 2009, de acordo com o European Centre for Disease 

Prevention and Control (ECDC), uma das taxas de E. coli resistentes às quinolonas mais 

elevadas da Europa (29%) (Figura 1). O aumento da resistência às quinolonas está também 

associado a uma resistência cruzada a outras classes de antibióticos, nomeadamente β-

lactâmicos e à associação trimetoprim/sulfametoxazole. A selecção de estirpes resistentes com 

elevada prevalência na comunidade pode estar relacionada com o uso frequente e 

indiscriminado destes antibióticos usualmente utilizados na terapêutica quer de infecções 

urinárias quer respiratórias. 
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O crescente aumento a diversas classes de antibióticos cria uma necessidade de reavaliar as 

escolhas para terapêutica. Mesmo antibióticos utilizados como última alternativa como os 

carbapenemos começam a ser ineficazes. Novos antibióticos tardam a surgir, pelo que o 

recurso a antibióticos “esquecidos” pode providenciar uma alternativa. 

A fosfomicina é um antibiótico cuja resistência, apesar de existir há várias décadas, não tem 

aumentado, e não se tem verificado resistência cruzada com outras classes de antibióticos. 

 

1.3 Características da fosfomicina 

 

A fosfomicina [ácido L-(cis)-1,2-epoxipropilfosfónico, C3H7PO4] foi descoberta em 1969, sendo 

um metabolito secundário de várias espécies de Streptomyces [18]. Esta molécula, único 

membro da sua classe, despertou muito interesse na altura da sua descoberta, devido à sua 

estrutura nova (Figura 2) e ao seu modo de acção pois actua como um análogo do 

fosfoenolpiruvato, ligando-se à UDP-N-acetilglucosamina-3-O-enolpiruvil transferase 

(enolpiruvil transferase, MurA), enzima que catalisa a primeira reacção na síntese do 

peptidoglicano, ainda no citoplasma bacteriano, inibindo assim este processo em passos 

anteriores aos β-lactâmicos ou glicopéptidos [19]. Este antibiótico apresenta um espectro 

alargado, cobrindo várias bactérias de Gram positivo (como Staphylococcus aureus and 

Streptococcus spp.) e de Gram negativo (como Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp. e 

membros da família Enterobacteriaceae), assim como anaeróbios [20], tem baixa toxicidade 

b) K. pneumoniae a) E. coli 

Figura 1. Percentagem de resistência às fluoroquinolonas na Europa em 2009. Mapas disponíveis em 
http://www.ecdc.europa.eu/, acedido a 23/06/2011 
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[18,21], não apresenta resistência cruzada com outras classes de antibióticos mas demonstra 

sinergismo no tratamento de bactérias de Gram negativo e positivo [22]. 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química da fosfomicina 

 

A sua associação com o sal de trometamol é particularmente eficaz no tratamento de infecções 

urinárias, devido às suas características farmacocinéticas e farmacodinâmicas. Não é 

inactivada pela acidez estomacal, têm uma elevada biodisponibilidade e uma dose oral única 

de 3g permite atingir concentrações na urina de 1053-4415 mg/L quatro horas após 

administração (uma concentração 350 vezes superior à mínima necessária para a inibição de 

Escherichia coli), permanecendo a concentração superior a 128 mg/L 48 a 72 horas, o que 

facilita a eliminação do agente etiológico e impede a selecção de microrganismos 

multirresistentes [20,23]. O facto de este antibiótico necessitar apenas de uma dose única tem 

várias vantagens, nomeadamente uma adesão superior do doente à antibioterapia, menos 

alterações na flora do tracto gastrointestinal e menos efeitos secundários [24]. 

Existe ainda fosfomicina intravenosa, sob a forma de sal de disódio, prescrita em vários países 

no tratamento de infecções para além do tracto urinário. A experiência clínica é geralmente 

favorável. Estudos demonstram que a administração intravenosa de diferentes doses de 

fosfomicina resulta na obtenção de concentrações clinicamente relevantes em vários locais, tal 

como os tecidos moles, ossos, pulmões, líquido cefaloraquidiano e válvulas cardíacas. Além 

disso, tem uma boa penetração e actividade antimicrobiana em biofilmes. Estes resultados 

demonstram que a fosfomicina intravenosa pode ser relevante no tratamento de infecções 

sistémicas causadas por microrganismos multirresistentes [23]. 

 

1.4 Mecanismos de resistência à fosfomicina 

 

A resistência à fosfomicina já foi descrita como ocorrendo por três mecanismos diferentes: (i) 

impermeabilidade devendo-se a mutações cromossomais que afectam os mecanismos de 

transporte da glucose-6-fosfato ou o glicerol-3-fosfato, (ii) resistência plasmídica por produção 

de enzima que inactiva a fosfomicina e (iii) modificação do alvo MurA. 
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(i) Impermeabilidade 

 

A fosfomicina chega ao citoplasma bacteriano através de dois sistemas possíveis de transporte 

activo de nutrientes. A entrada principal dá-se por transporte através do transportador 

parcialmente constitutivo de glicerol-3-fosfato (GlpT), tendo sido demonstrado pela descoberta 

que mutantes GlpT‾ são resistentes a este antibiótico e, por outro lado, mutantes que 

produzem constitutivamente este transportador são hipersusceptíveis. Um transporte 

alternativo ocorre através do sistema de uptake de hexoses fosfato (UhpT), que é induzido na 

presença de glucose-6-fosfato [19,25]. A expressão destes transportadores é induzida pelos 

seus substratos e requer a presença da associação AMP cíclico – proteína receptora (cAMP-

CRP), estando assim sujeitos a repressão catabólica. Adicionalmente, a expressão de UhpT 

requer ainda a presença dos genes de regulação uhpA, uhpB e uhpC [26]. 

Mutações que afectam o transporte da fosfomicina para o citoplasma afectam a 

susceptibilidade a este antibiótico. Estas mutações ocorrem essencialmente no gene glpT, mas 

já foram descritas mutações uhpA, que regula a transcrição de uhpT, e em ptsI e cyaA, genes 

envolvidos na manutenção dos níveis celulares de cAMP, também associadas a uma 

diminuição da susceptibilidade [27,28].  

Em Pseudomonas aeruginosa, GlpT foi descrito como sendo o único transportador para a 

fosfomicina, pois este microrganismo não tem nenhum transporte específico para a glucose-6-

fosfato nem possui o gene uhpT que codifica para o transportador alternativo da fosfomicina 

noutros géneros bacterianos [26]. 

O facto de esta resistência poder ocorrer por diferentes alvos cromossomais está associado a 

elevadas taxas de mutação espontânea in vitro na presença de fosfomicina, tal como se pode 

verificar pelo aparecimento de colónias translúcidas dentro do halo de inibição aquando do 

teste de susceptibilidade por difusão de disco em meio de Muëller-Hinton ou mesmo por E-test. 

Esta elevada taxa de mutação foi descrita inicialmente em 1975 [29] e mais tarde foi 

confirmado que estes mutantes eram essencialmente deficientes no transporte de glicerol-3-

fosfato [30]. Este facto levou a que os métodos para estudar a susceptibilidade à fosfomicina 

fossem revistos. Andrews et al, em 1983, verificaram que o melhor método para mimetizar as 

condições in vivo e diminuir o número de mutantes espontâneos seria adicionar 50 µg de 

glucose-6-fosfato ao disco de fosfomicina, assim como suplementar o meio de Muëller-Hinton 

com 25 μg/mL do mesmo composto, pois este composto induz a produção do transportador 

alternativo UhpT o que permitiria induzir susceptibilidade em mutantes espontâneos GlpT‾ [31]. 

In vivo, glucose-6-fosfato está presente onde existir glicólise, pelo que testes in vitro sem a sua 

adição são desajustados. Como a concentração in vitro não pode ser prevista com precisão, os 

testes foram estandardizados usando a concentração óptima de 25 μg/mL, sendo que 

concentrações superiores não influenciaram significativamente os resultados. As normas do 
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CLSI (Clinical Laboratories Standards Institute) também já recomendam estes procedimentos 

[32]. 

No entanto, apesar de se verificarem elevadas taxas de mutação in vitro, a resistência a este 

antibiótico em isolados clínicos mantém-se reduzida. Nilsson et al explicam esta contradição 

através do custo biológico que estas mutações têm em E. coli [33]. Mutações que afectem o 

metabolismo de carbono podem levar a uma incapacidade de crescer em fezes, o que pode 

resultar a dificuldades no estabelecimento no hospedeiro e, sendo assim, não poderão ser 

transmitidas a partir do intestino e causar uma infecção urinária o que, consequentemente, 

diminuiria o fitness biológico da bactéria. De facto, estes autores não detectaram mutações em 

cyaA in vivo, pois esta mutação está associada à diminuição de AMP cíclico, o que afectaria 

seriamente a capacidade de crescimento bacteriano. Li Pira e colegas demonstraram que a 

fosfomicina diminui a adesão bacteriana, o que pode também afectar o desenvolvimento de 

resistência in vivo [34]. Por outro lado, mutações associadas à resistência a este antibiótico por 

redução do cAMP (genes cyaA e ptsI) também afectam a adesão por redução da biossíntese 

de pilus bacteriano [33]. Todos os factores afectam a capacidade de estabelecimento e o 

fitness bacteriano, pelo que a sua ocorrência in vivo é diminuída. 

 

(ii) Resistência plasmídica 

 

O primeiro determinante de resistência à fosfomicina contido em plasmídeos (Fo
r
) foi descrito 

apenas em 1980 por Mendoza et al, em estirpes de Serratia marcenscens isoladas em 

Espanha no ano de 1975, país onde a fosfomicina era extensamente usada desde 1971 [35]. 

Fo
r
 foi detectado em dois plasmídeos diferentes, pertencendo aos grupos de incompatibilidade 

L/M e C. Em 1982, García-Lobo & Ortiz descreveram este determinante como estando contido, 

pelo menos num dos casos, num transposão (Tn2921) [36,37]. No entanto, o mecanismo de 

acção deste determinante só foi identificado em 1988 por Arca et al, tendo sido verificada a 

reacção da fosfomicina com o tripéptido glutationa, inactivando-a por abertura do anel epóxido 

através da ligação ao aminoácido cisteína contido na glutationa (Figura 3), postulando-se que 

um gene codificante para uma glutationa-S-transferase seria o determinante plasmídico de 

resistência Fo
r
 [38]. Este facto era suportado pela existência de células com o plasmídeo 

contendo Fo
r
, mas incapazes de sintetizar glutationa que apresentavam susceptibilidade ao 

antibiótico. A presença desta enzima foi confirmada quando o mesmo grupo purificou uma 

glutationa-S-transferase que medeia esta reacção e cuja actividade é aumentada na presença 

dos catiões Fe
2+

, Co
2+

 e Mn
2+

 [39]. Esta enzima foi mais tarde denominada FosA.  

Desde então, o gene fosA foi detectado em várias bactérias do grupo das Enterobacteriaceae, 

Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. É de notar que, apesar de possuírem a mesma 

designação, estas enzimas possuem diferenças ao nível da sequência nucleotídica. Nos 



Mecanismos de Resistência à Fosfomicina em Bactérias Uropatogénicas 

9 
 

últimos dois anos, variantes desta enzima já foram encontradas. O gene fosA2 foi detectado 

em Enterobacter cloacae, com uma homologia aminoacídica de 95% com FosA [40] e fosA3 foi 

detectado em E. coli, tendo uma homologia aminoacídica de 80% com FosA [41]. 

 

 

Figura 3. Representação da reacção da fosfomicina com a glutationa [38]. 

 

Em 1990, Zilhão & Courvalin descreveram fosB em Staphylococcus epidermidis, gene que 

codifica uma enzima que confere resistência à fosfomicina e que desde então apenas foi 

identificada em bactérias de Gram positivo, tal como fosA apenas foi encontrado em bactérias 

de Gram negativo. As bactérias de Gram positivo não produzem níveis detectáveis de 

glutationa, pelo que a presença de FosA seria irrelevante. FosB é uma tiol-transferase 

dependente de Mg
2+

, actuando de forma semelhante a FosA, mas usando o aminoácido 

cisteína, em vez da glutationa, como co-factor (Figura 4) [42,43].  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Modificação enzimática da fosfomicina [44] 

 

Em 1995, um terceiro gene, fosC, identificado em Pseudomonas syringae, foi descrito como 

codificando um produto que medeia a resistência à fosfomicina usando ATP como co-substrato 

e funcionando como fosfotransferase [45]. Esta bactéria tem uma particularidade: é produtora 

de fosfomicina, pelo que García et al postulam que FosC possa actuar em passos iniciais da 

biossíntese deste antibiótico, tendo um papel na desintoxicação intracelular de P. syringae, o 

que poderia explicar o facto de esta enzima conferir baixos níveis de resistência quando 

transferida para E. coli. 
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Por fim, foi descrita em 2007 uma enzima que conferia resistência à fosfomicina em Listeria 

monocytogenes, FosX, mas que é codificada no genoma desta bactéria, e não em plasmídeos. 

Esta enzima, dependente de Mg
2+

, actua de forma semelhante a FosA e FosB (Figura 4), mas 

usando H2O como co-factor, quebrando o anel epóxido e hidratando a molécula. Genes 

codificando homólogos de FosX já haviam sido descritos nas bactérias ambientais 

Mesorhizobium loti e Desulfitobacterium hafniense e patogénicas Brucella melitensis e 

Clostridium botulinum [44]. 

 

(iii) Alteração do alvo MurA 

 

Já foram descritas mutações no gene murA, que codifica a enolpiruvil transferase alvo da 

fosfomicina, que tornam o microrganismo resistente ao antibiótico. Substituições no centro 

activo de cisteína (Cys115) para aspartato em MurA conferem resistência intrínseca em 

Chlamydia trachomatis, Mycobacterium tuberculosis e Vibrio fischeri [46,47,48] e tornam E. coli 

resistente quando clonadas neste microrganismo, pois é neste local que a fosfomicina se liga a 

MurA. No entanto, estas mutações ainda não foram descritas como ocorrendo naturalmente 

noutros microrganismos, pelo que a grande maioria dos mecanismos de resistência detectados 

são os que afectam os sistemas de transporte de fosfomicina para o citoplasma. Alguns 

autores descrevem em E. coli resistente à fosfomicina outras mutações que não ocorrem neste 

centro activo, mas não explicam em que sentido estas mutações afectam a ligação do 

antibiótico a MurA [28]. 

 

Os mecanismos de acção da fosfomicina, aliados ao facto de a maioria da resistência surgir 

por mutações cromossomais diminui a resistência cruzada com antibióticos de outras classes. 

Em Portugal, a resistência à fosfomicina em bactérias uropatogénicas da comunidade têm-se 

mantido diminuída [6], o que torna este antibiótico uma opção no tratamento empírico de 

infecções urinárias na comunidade. 

As guidelines europeias e mundiais [32,49,50] recomendam o uso da fosfomicina trometamol 

apenas em infecções urinárias não complicadas causadas por E. coli e Enterococcus faecalis. 

No entanto, o aumento da resistência a outras classes de antibióticos já referidas, 

nomeadamente em Klebsiella pneumoniae, leva à revisão das opções terapêuticas disponíveis. 

Tendo estes factores em conta, o objectivo deste este estudo foi conhecer e descrever os 

mecanismos de resistência à fosfomicina em Portugal, assim como a resistência associada a 

outros antibióticos, de modo a viabilizar este antibiótico como alternativa no tratamento de 

infecções urinárias não só causadas por E. coli, mas também por outras bactérias de Gram 

negativo.    
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2. Materiais e métodos 

 

2.1 Amostras 

 

Foram estudadas 533 bactérias de Gram negativo isoladas de urinas de mulheres com 

infecções urinárias, provenientes de 10 Laboratórios de Análises Clínicas de prestação de 

serviços à comunidade situados em diferentes regiões de Portugal. As estirpes foram 

identificadas nos laboratórios de origem e posteriormente enviadas para o Laboratório de 

Microbiologia da Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa, entre Fevereiro e Março 

de 2010. 

 

2.2 Estudo da susceptibilidade aos antibióticos 

 

(i) Perfil de susceptibilidade em 533 isolados 

 

O estudo da susceptibilidade aos antibióticos foi efectuado pelo método de difusão em disco 

(Kirby-Bauer) em meio Müeller-Hinton, e interpretado de acordo com os critérios do Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI) [32], com discos de amoxicilina (25 μg), amoxicilina/ácido 

clavulânico (20/10 μg), cefuroxima (30 μg), ciprofloxacina (5 μg), fosfomicina (50 μg), 

nitrofurantoína (300 μg) e trimetoprim/sulfametoxazole (1,25/23,75 μg) (BioRad). 

 

(ii) Selecção de isolados com susceptibilidade diminuída à fosfomicina 

 

Após leitura destes resultados, foram seleccionados 83 isolados de acordo com a sua 

resistência à fosfomicina, tendo sido excluídas bactérias com um halo superior a 20 mm para 

este antibiótico. Nesta selecção foi ainda estudada a susceptibilidade com discos de cefoxitina 

(30 μg), cefotaxima (30 μg), ceftazidima (30 μg), imipenemo (10 μg), gentamicina (10 μg), 

levofloxacina (5 μg), minociclina (30 μg), tigeciclina (15 μg), fosfomicina (200 μg), colistina (10 

μg), aztreonamo (30 μg) e cefepima (30 μg) (BioRad). 

Foram então escolhidas 23 bactérias para prosseguir o estudo, com base na sua resistência à 

fosfomicina, assim como presença de multirresistência a outras classes de antibióticos. 
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Em estirpes cujo halo ao imipenemo apresentava susceptibilidade reduzida (indicativo da 

possibilidade de presença de carbapenemases ou metalo-β-lactamases) foi ainda verificada a 

susceptibilidade a este antibiótico na presença de inibidores destas enzimas, ácido borónico e 

EDTA, respectivamente. 

Para obtenção de concentrações mínimas inibitórias (CMIs) à fosfomicina nestas 22 bactérias, 

foi utilizado o método de E-test (bioMérieux) em meio de Muëller-Hinton suplementado com 25 

μg/mL de glucose-6-fosfato, tal como indicado nas normas CLSI [32]. Tendo em conta que 

estas guidelines apenas fornecem breakpoints de susceptibilidade à fosfomicina para os 

isolados de Escherichia coli, estes breakpoints foram generalizados para o resto dos isolados e 

comparados com os fornecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing (EUCAST) [49] e pela British Society of Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) [50]. 

 

2.3 Caracterização fenotípica da resistência à fosfomicina – Utilização de fontes de carbono 

 

Utilizou-se M9 minimal salts agar suplementado com glucose-6-fosfato (G6P) ou sn-glicerol-3-

fosfato (G3P) a 0,2% (w/v) (Sigma-Aldrich) para detectar mutações nos transportadores 

respectivos, usando meio Plate Count Agar (PCA) como controlo positivo [28]. As bactérias 

foram crescidas overnight em meio de Muëller-Hinton agar, suspendidas em água destilada 

estéril e depois plaqueadas nos meios selectivos através de um aparelho Stiers (Black & 

Decker), que permite colocar gotas de diferentes suspensões bacterianas na mesma placa. As 

placas foram colocadas a 37⁰C durante 48h. Fraco crescimento sem formação de colónias foi 

considerado negativo. 

 

2.4 Caracterização molecular – Detecção de fosA, perfis genómicos e resistência associada 

a outras classes de antibióticos 

 

Extraiu-se o DNA total de cada isolado utilizando o método de boiling-centrifugation, que 

consiste na lise celular pelo calor de uma suspensão bacteriana densa, a 94ºC durante 10 

minutos, seguida da remoção dos resíduos celulares por centrifugação a 12 000 rpm durante 2 

minutos, recolhendo-se o sobrenadante, tal como descrito por Brízio et al, 2006 [51]. O produto 

de extracção foi usado para todas as reacções de PCR (Polymerase Chain Reaction). 

A detecção do gene fosA foi efectuada através de PCR usando 3 pares de primers específicos, 

para espécies bacterianas diferentes e confirmada por sequenciação. Para as reacções de 

PCR foi usada a DyNAzyme™ II PCR Master Mix (Frilabo). Para identificar o gene encontrado 

em Klebsiella pneumoniae, usaram-se os primers fosA-F (5’-GGACTGAATCACCTGACCCT-3’) 



Mecanismos de Resistência à Fosfomicina em Bactérias Uropatogénicas 

13 
 

e fosA-R (5’-AACACCATCCCCTTATACGG-3’). Para detectar o gene encontrado no 

transposão Tn2921 de Serratia marcescens e a variante fosA2 detectado em Enterobacter 

cloacae (que possuem uma homologia aminoacídica de 95% [41]), foram utilizados os primers 

fosA2-F (5’- GCAATCACTCAACCATCTGA-3’) e fosA2-R (5’-TCGTCTGAGGTRAASACCAT-

3’). Para pesquisar a variante de fosA detectada em E. coli, usaram-se os primers fosA3-F (5’- 

GGGATTGAATCATCTGACGC-3’) e fosA3-R (5’-TCAAAAAAGACCATCCCCTT-3’). O 

programa de PCR consistiu numa desnaturação inicial de 94°C, 5 min, seguida de 30 ciclos de 

1 min a 94°C, 1 min a 58°C e 2 min a 72ºC, com uma extensão final de 72°C durante 8 min. 

Para a electroforese, foi usado gel de agarose a 1% e tampão TAE 1x. As condições usadas 

foram 200 volts, 250 mAmperes durante 1 hora. Os resultados positivos foram confirmados por 

sequenciação. Os produtos de PCR foram purificados usando o kit de purificação JETQUICK 

Spin Column Technique (GENOMED) e enviados para sequenciação para a Macrogen, Coreia 

do Sul. As sequências nucleotídicas e aminoacídicas foram analisadas utilizando o software 

BLAST (disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e CLUSTALW (disponível em 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

 

Tipificação molecular 

 

O perfil genómico bacteriano foi obtido através da técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus-PCR), de acordo com o protocolo descrito por Adamus-Bialek 

et al, 2009 [52]. Foi usada Phusion™ High-Fidelity PCR Master Mix (Invitrogen) na reacção de 

PCR, com os primers ERIC-F (5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC-R (5’-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’). As condições de PCR usadas foram: desnaturação 

inicial a 95⁰C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95⁰C, 0,5 min, 51,2⁰C, 1 min e 72⁰C, 

2 min, com uma extensão final a 72⁰C durante 5 min [52]. Para a electroforese, foi usado 

tampão TAE (Tris Acetato EDTA) a 0,5x e gel de agarose a 2%. As condições usadas foram 

150 volts, 300 mAmperes durante 2 horas. 

 

Resistência associada a outras classes de antibióticos 

 

Foi ainda estudada a presença de outros mecanismos de resistência, nomeadamente a 

antibióticos β-lactâmicos, através de PCR com primers e programas específicos e confirmado 

por sequenciação. Os primers e programas utilizados estão representados na Tabela I. OS 

reagentes e as condições de electroforese usadas, assim como o procedimento relativo à 

sequenciação, foram semelhantes às descritas para fosA.  
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Plasmídeos 

 

Os plasmídeos foram agrupados de acordo com a sua origem de replicação usando o método 

baseado em PCR de Replicon Typing, descrito por Carattoli et al, 2005 [53]. Para a reacção de 

PCR foi usada a Supreme NZYTaq 2x Green Master Mix (NZYtech, Lda). As condições de 

electroforese usadas foram semelhantes às descritas para fosA. 



 

 
 

Tabela I. Primers e programas específicos usados para cada gene  

Gene Primers 
Desnaturaçã

o inicial 
Ciclos 

Nº de 
Ciclos 

Extensão 
final 

Referência 

blaCTX-M-1 
Fw: 5’-ATGGTTAAAAAATCACTGCGYC-3’ 
Rev: 5’-TTACAAACCGTCGGTG-3’ 

94°C, 3 min 
94°C, 1 min 
60°C, 1 min 
72°C, 2 min 

35 72°C, 7 min [54] 

blaCTX-M-2 
Fw: 5’-ATGATGACTCAGAGCATTCGCC-3’ 
Rev: 5’-TTACAAACCGTCGGTG-3’ 

94°C, 3 min 
94°C, 1 min 
61°C, 1 min 
72°C, 2 min 

30 72°C, 10 min [51] 

blaTEM 
Fw: 5’-CACTCAAGGATGTATTGTG-3’ 
Rev: 5’-
GGTGCCTCATGATTAAGCATTGGTAA-3’ 

95°C, 3 min 
94°C, 1 min 30 s 

56,5°C, 1 min 30 s 
70°C, 1 min 30 s 

35 70°C, 9 min [55] 

blaSHV 
Fw: 5’-CACTCAAGGATGTATTGTG-3’ 
Rev: 5’-TTAGCGTTGCCAGTGCTCG-3’ 

96°C, 30 s 
96°C, 30 s 
50°C, 15 s 
72°C, 2 min 

45 72°C, 8 min [56] 

blaCMY 
Fw: 5’-ATGATGAAAAAATCGTTATGC-3’ 
Rev: 5’- TTGTAGCTTTTCAAGAATGCG-3’ 

94°C, 5 min 
94°C, 30 s 
50°C, 30 s 
72°C, 1 min 

30 72°C, 10 min [57] 

blaDHA 
Fw: 5’-CTGATGAAAAAATCGTTATC-3’ 
Rev: 5’- TTATTCCAGTGCACTCAAAATA-3’ 

94°C, 3 min 
94°C, 1 min 
55°C, 1 min 
72°C, 1 min 

35 72°C, 7 min [58] 

blaAmpC 
Fw: 5’-TTCCTGATGATCGTTCTGCC-3’ 
Rev: 5’-AAAAGCGGAGAAAAGGTCCG-3’ 

94°C, 4 min 
94°C, 1 min 
50°C, 1 min 
72°C, 2 min 

30 72°C, 10 min [59] 

blaOXA-2 
Fw: 5’-ATGGCAATCCGAATCTTCGC-3’ 
Rev: 5’-TTATCGCGCWGCGTCCGAGTTGA-3’ 

94°C, 5 min 
94°C, 1 min 30 s 

60,5°C, 1 min 
72°C, 2 min 

37 72°C, 10 min 
Criados no 
laboratório 

blaOXA-10 
Fw: 5’-TATCGCGTGTCTTTCGAGTA-3’ 
Rev: 5’-TTAGCCACCAATGATGCCC-3’ 

94°C, 3 min 
94°C, 1 min 
58°C, 1 min 
72°C, 2 min 

30 72°C, 8 min [60] 

blaOXA-24 
Fw: 5’-GTACTAATCAAAGTTGTGAA-3’ 
Rev: 5’-TTCCCCTAACATGAATTTGT-3’ 

94°C, 3 min 
94°C, 1 min 
50°C, 1 min 
72°C, 2 min 

30 72°C, 8 min [61] 



 

 
 

Gene Primers 
Desnaturaçã

o inicial 
Ciclos 

Nº de 
Ciclos 

Extensão 
final 

Referência 

blaOXA-58 
Fw: 5’-GGCTTGTGCTGAGCATAGTATG-3’ 
Rev: 5’- CGTAGAGCAATATCATCACCAGC-3’ 

94°C, 6 min 
94°C, 1 min 

60,5°C, 1 min 
72°C, 1 min 

35 72°C, 5 min 
Criados no 
laboratório 

qnrA 
Fw: 5’-GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG-3’ 
Rev: 5’-GATCGGCAAAGGTCAGGTCA-3’ 

94°C, 45 s 
94°C, 45 s 
53°C, 45 s 
72°C, 60s 

33 72°C, 60 s 
Criados no 
laboratório 

qnrB 
Fw: 5’-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3’ 
Rev: 5’-CGATGCCTGGTAGTTGTCC-3’ 

94°C, 45 s 
94°C, 45 s 
53°C, 45 s 
72°C, 60s 

33 72°C, 60 s 
Criados no 
laboratório 

qnrS 
Fw: 5’-ACGACATTCGTCAACTGCAA-3’ 
Rev: 5’-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3’ 

94°C, 45 s 
94°C, 45 s 
53°C, 45 s 
72°C, 60s 

33 72°C, 60 s 
Criados no 
laboratório 

Integrão de classe I 
Fw: 5’-GGCATCCAAGCAGCAAG-3’ 
Rev: 5’-AAGCAGACTTGACCTGA-3’ 

94°C, 5 min 
94°C, 1 min 
55°C, 1 min 
72°C, 5 min 

35 72°C, 10 min [62] 

Integrão de classe III 
Fw: 5’-AGTGGGTGGCGAATGAGTG-3’ 
Rev: 5’-TGTTCTTGTATCGGCAGGTG-3’ 

94°C, 5 min 
94°C, 1 min 
57°C, 20 s 
72°C, 45 s 

35 72°C, 4 min [63] 
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3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Amostras 

 

Entre 533 isolados bacterianos estudados, Escherichia coli foi o agente predominante (82,33%, 

n=438), seguido de Klebsiella pneumoniae (6,77%, n=36) e Proteus mirabilis (3,20%, n=17) 

(Tabela II). As tendências mundiais apontam para prevalências de E. coli em infecções 

urinárias que variam entre 75 e 95% [64], estando este estudo de acordo com esses dados.  

 

Tabela II. Bactérias uropatogénicas de Gram negativo isoladas de 533 urinas provenientes 

mulheres com cistites não complicadas 

Microrganismo 
Nº de isolados 

(Percentagem) 

Escherichia coli 438 (82,33%) 

Klebsiella pneumoniae 36 (6,77%) 

Proteus mirabilis 17 (3,20%) 

Klebsiella spp. 13 (2,44%) 

Proteus spp. 7 (1,32%) 

Enterobacter aerogenes 4 (0,75%) 

Citrobacter koseri 3 (0,56%) 

Pseudomonas aeruginosa 3 (0,56%) 

Citrobacter freundii 2 (0,38%) 

Enterobacter cloacae 2 (0,38%) 

Klebsiella oxytoca 2 (0,38%) 

Enterobacter spp. 1 (0,19%) 

Morganella morganii 1 (0,19%) 

Pantoea agglomerans 1 (0,19%) 

Acinetobacter baumanii 1 (0,19%) 

Providencia stuartii 1 (0,19%) 

 

 

3.2 Estudo da susceptibilidade aos antibióticos 

 

(i) Perfil de susceptibilidade em 533 isolados 
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AMX AMC CIP CXM FOS FT SXT

46,15% 

8,44% 
15,76% 

3,19% 4,13% 
9,19% 

25,89% 

2,06% 4,13% 2,25% 

13,32% 

3,38% 5,44% 4,50% 

51,78% 

87,43% 
81,99% 83,49% 

92,50% 
85,37% 

69,61% 

Resistente Intermédio Susceptível

O resultado do estudo inicial da susceptibilidade aos antibióticos nas 533 bactérias está 

representado na Figura 5. Foram escolhidos para este estudo inicial antibióticos geralmente 

usados na terapêutica da ITU. 

Neste grupo, verificou-se um maior número de bactérias resistentes à amoxicilina (46,15%, 

n=246), à combinação trimetoprim/sulfametoxazole (25,89%, n=138) e à ciprofloxacina 

(15,76%, n=84), e um menor número de resistentes à fosfomicina (4,13%, n=22) e à 

cefuroxima (3,19%, n=17). 

Figura 5. Perfil de susceptibilidade de 533 microrganismos aos antibióticos estudados. AMC – 
amoxicilina/ácido clavulânico; AMX – amoxicilina; CIP – ciprofloxacina; CXM – cefuroxima; FOS 
– fosfomicina; FT – nitrofurantoína; SXT – trimetoprim/sulfametoxazole. 

  

A resistência aos antibióticos de primeira linha no tratamento de infecções do tracto urinário 

tem aumentado nos últimos anos, limitando as escolhas terapêuticas. O aumento da 

resistência as fluoroquinolonas está associado a uma resistência cruzada a outras classes de 

antibióticos, nomeadamente β-lactâmicos e a associação trimetoprim/sulfametoxazole. 

Segundo o European Antimicrobial Resistance Surveillance System [65] a Europa possui taxas 

de E. coli resistentes às fluoroquinolonas entre 6% na Islândia e 52% na Turquia (Portugal com 

29%). No entanto, o estudo ECO-SENS [5], que se refere apenas a E. coli responsável por 

infecções urinárias não complicadas, reporta taxas de resistência que variam entre 0 e 14,7% 

(Portugal com 5,8%). Tendo em conta que E. coli é o principal agente responsável por 

infecções do tracto urinário, quer na comunidade, quer no hospital, e que neste trabalho, a 

resistência à ciprofloxacina é superior a 15%, é reforçada a necessidade de reavaliação do uso 

de fluoroquinolonas no tratamento da ITU. Por outro lado, as guidelines da European 

Association of Urology (EAU) [66], assim como a Infectious Diseases Society of America (IDSA) 

[2,67] desaconselham o uso empírico de trimetoprim/sulfametoxazole em áreas em que a 

resistência exceda 20%. A frequência superior a 25% de isolados resistentes neste estudo põe 

em causa a utilização deste antibiótico no tratamento empírico de primeira linha de infecções 

urinárias na comunidade portuguesa. 
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Uma das alternativas propostas por estas associações, perante o panorama do aumento das 

resistências ao trimetoprim/sulfametoxazole e à ciprofloxacina (antibióticos previamente 

considerados de primeira linha no tratamento destas infecções), é a nitrofurantoína. Obteve-se 

uma taxa de isolados resistentes a este antibiótico perto de 10%, incluindo porém todos os 

géneros microbianos encontrados, nomeadamente Proteus spp. que é naturalmente resistente 

a este antibiótico.  Se contabilizarmos a resistência apenas nos isolados de E. coli, este valor 

desce para os 3,42% (15 em 438). No entanto, este antibiótico está associado a menor taxas 

de cura e mais efeitos secundários que os referidos anteriormente [2]. 

Quanto à amoxicilina/ácido clavulânico, a sua prescrição deve ser cautelosa pois a resistência 

a este antimicrobiano tem vindo a aumentar nos últimos anos, e neste estudo, 8,44% (n=45) 

dos isolados apresentam resistência o que pode indicar uma probabilidade de aumentar o 

número de bactérias resistentes. 

Neste estudo a resistência à fosfomicina foi de 4,13%, ao contrário de vários estudos europeus, 

que apontam para resistências entre 0 e 2,5% [68,69]. Este é no entanto um grupo 

heterogéneo de bactérias. Se for considerado apenas a resistência nos 438 isolados de E. coli, 

este valor diminui para 2,05%, o que é concordante com os estudos referidos. Por outro lado, 

se for contabilizada a resistência apenas dentro do grupo Klebsiella (n=51), o valor é de 

17,65% (n=9), o que ajuda a explicar a resistência mais elevada no grupo heterogéneo. 

 

(ii) Selecção de isolados com susceptibilidade diminuída à fosfomicina 

 

Bactérias com halo de inibição à fosfomicina inferior a 20 milímetros (n=83, 15,60% do total) 

foram seleccionadas para a caracterização da susceptibilidade à fosfomicina e a outras classes 

de antibióticos: do grupo dos β-lactâmicos, como monobactamos (aztreonamo), cefalosporinas 

de 2ª (cefoxitina), 3ª (ceftazidima e cefotaxima) e 4ª (cefepima) geração e carbapenemos 

(imipenemo), do grupo das quinolonas (levofloxacina), do grupo dos aminoglicosídeoss 

(gentamicina), assim como novos antibióticos introduzidos na terapêutica de infecções por 

microrganismos multirresistentes (tigeciclina e colistina).  

A distribuição de espécies bacterianas neste grupo de 83 bactérias está representada na 

Tabela III. Neste grupo escolhido pela susceptibilidade diminuída à fosfomicina., ao contrário 

do grupo inicial de 533 isolados, Klebsiella pneumoniae foi o microrganismo mais representado 

(n=32, 38,55%). 
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Tabela III. Espécies bacterianas seleccionadas com halo inferior a 20 mm à fosfomicina 

Microrganismo 
Nº de isolados 

(Percentagem em 83 isolados) 

Klebsiella pneumoniae 32 (38,55%) 

E. coli 21 (25,30%) 

Klebsiella spp. 12 (14,46%) 

Enterobacter aerogenes 3 (3,61%) 

Proteus mirabilis 3 (3,61%) 

Enterobacter cloacae 2 (2,41%) 

Klebsiella oxytoca 2 (2,41%) 

Pseudomonas aeruginosa 2 (2,41%) 

Acinetobacter baumanii 1 (1,20%) 

Enterobacter spp. 1 (1,20%) 

Morganella morganii 1 (1,20%) 

Pantoea agglomerans 1 (1,20%) 

Proteus spp. 1 (1,20%) 

Providencia stuartii 1 (1,20%) 

 

 

Na Figura 6 está representado o perfil de susceptibilidade dos 83 isolados. A resistência 

verificada ao grupo dos β- lactâmicos variou entre 1,2% (n=1) para o imipenemo e 8,43% (n=7) 

para as cefalosporinas de segunda e terceira geração. A resistência no grupo das quinolonas 

foi idêntica para os dois antibióticos testados (n=12, 14,46%) o que aponta para o facto de a 

resistência a estes antibióticos ocorrer em simultâneo. 

 A resistência à tigeciclina neste grupo de 83 isolados foi de 14,46% (n=12) e à colistina de 

10,84% (n=9), o que é um número preocupante, tendo em conta que estes são considerados 

antibióticos de última linha no tratamento de infecções por microrganismos multirresistentes. 

Este número está relacionado com este ser um grupo contendo vários géneros bacterianos, 

nomeadamente Proteus, que é naturalmente resistente à colistina [70]. 
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A resistência à fosfomicina foi de 10,84% (n=9), quando usando o disco com carga de 50 μg e 

7,23% (n=6) usando o disco de 200 μg. A fosfomicina é um antibiótico que tem duas 

formulações possíveis: intravenosa (fosfomicina disódica) e oral (fosfomicina trometamol). O 

facto de existirem duas cargas em disco (50 μg e 200 μg) para testar a susceptibilidade a 

fosfomicina está relacionado com as duas formulações possíveis e as suas propriedades 

particulares, que estão descritas na página 6 da introdução. O disco que contêm 200 μg de 

fosfomicina é o recomendado pelo CLSI para testar microrganismos responsáveis por ITU, pois 

a formulação mais correcta para o seu tratamento é a fosfomicina trometamol. Inicialmente no 

grupo de 533 bactérias foi usada uma carga de 50 μg de modo a dar seguimento a outros 

trabalhos paralelos no laboratório. Nesta fase do estudo, tendo o objectivo de estudar a 

fosfomicina no tratamento de infecções urinárias, foi introduzido o disco de 200 μg. Com o 

disco de 200 μg obteve-se um menor número de resistentes, o que pode estar relacionado com 

estas serem de facto bactérias uropatogénicas e a concentração de 50 μg poder ser sub-

inibitória. 

Por outro lado, nesta fase, e tendo em conta as recomendações do CLSI para o estudo da 

susceptibilidade este antibiótico, foi adicionado ao meio de Müeller-Hinton 25 μg/mL de 

glucose-6-fosfato [32]. Este procedimento permitiu eliminar mutantes cromossomais que 

surgiram no antibiograma inicial, manifestando-se através de colónias dentro do halo, que 

poderão ter levado a uma falsa interpretação do antibiograma. A diferença de resultados pode 

ser observada na Figura 7. Esta alteração ajuda a explicar que apenas 6 bactérias, usando o 

Figura 6. Perfil de susceptibilidade de 83 isolados aos antibióticos estudados. FOS50 – fosfomicina 50μ g; 
FOS200 – fosfomicina 200 μg; AMX – amoxicilina; AMC – amoxicilina/ácido clavulânico; FOX – cefoxitina; 
CXM – cefuroxima; CTX – cefotaxima; CAZ – ceftazidima; IMP – imipenemo; ATM – aztreonamo; FEP – 
cefepima; CIP – ciprofloxacina; LVX – levofloxacina; GM – gentamicina; FT – nitrofurantoína; SXT – 
trimetoprim/sulfametoxazole; MNO – minociclina; TGC – tigeciclina; CS – colistina. 

β-lactâmicos Quinolonas 
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disco de 50 μg e 9, usando o disco de 200 μg, se provaram resistentes em vez das 22 

inicialmente resistentes à fosfomicina presentes nesta selecção de 83. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dos 83 isolados foram escolhidos 23 com base em dois critérios: possuírem resistência ou 

susceptibilidade intermédia à fosfomicina ou possuírem um perfil de multirresistência aos 

antibióticos. 

Foi determinada a concentração mínima inibitória (CMI) de fosfomicina neste grupo através do 

método E-test, estando os resultados representados na Tabela IV. Nesta tabela, considerou-se 

resistência à fosfomicina pelo método de difusão em disco apenas usando a carga de 200 μg. 

Um dos problemas com a avaliação da susceptibilidade à fosfomicina é a falta de breakpoints 

estandardizados. O CLSI apenas recomenda breakpoints para E. coli e Enterococcus faecalis, 

não recomendando o uso deste antibiótico para além de infecções urinárias não complicadas 

causadas por estes microrganismos. Neste estudo, estes breakpoints foram generalizadas para 

o resto das bactérias. 

De acordo com os breakpoints descritos pelo CLSI (Tabela V), verificou-se uma correlação 

entre o método de difusão em disco e a determinação de CMI por E-test, sendo que os 5 

isolados com CMI superior a 1024 μg/mL também são pelo outro método. O isolado 203-131 é 

resistente à fosfomicina por método de difusão, mas possui uma CMI de 64 μg/mL. 

 

a) b) 

Figura 7. a) Exemplo de antibiograma inicial de E. coli sem adição de glucose-6-fosfato. 

b) Exemplo de determinação de CMI da fosfomicina por E- test para o isolado 201-076 

(K. pneumoniae), adicionando 25 μg/mL de glucose-6-fosfato ao meio, com disco de FOS 

200 μg. 



Mecanismos de Resistência à Fosfomicina em Bactérias Uropatogénicas 

 

23 
 

 

Tabela IV. 23 microrganismos seleccionados, perfil de resistência aos antibióticos obtidos pelo 

meio de difusão de disco em meio Müeller-Hinton, usando os breakpoints do CLSI, e CMI de 

fosfomicina correspondente.  

Nº isolado Microrganismo Perfil de Resistência 
CMI Fosfomicina 

(μg/mL) 

228-043 K. pneumoniae Fos >1024 

201-075 K. pneumoniae Amx Fos >1024 

208-309 K. pneumoniae Amx Ft 2 

225-051 K. pneumoniae Amx Sxt 1 

228-084 K. pneumoniae Amx Tgc Ft Sxt 12 

201-188 K. pneumoniae Amx Cxm Ctx Caz Atm Fep Cip Lvx Mno 48 

228-085 K. pneumoniae Amx Atm Cip Mno Sxt 2 

212-193 K. pneumoniae Amx Cxm Ctx Atm Cip Lvx 2 

201-076 K. pneumoniae Amx Caz Cip Lvx Sxt Gm 12 

206-086 E. coli Amx Cxm Ctx Caz Atm Fep Cip Lvx Gm 48 

203-131 E. coli Amx Amc Mno Tgc Ft Cs Fos 64 

201-159 E. coli Amx Amc Cip Lvx Mno Sxt Cs  64 

225-010 E. cloacae Amx Amc Fox Cxm Caz Atm Cip Lvx Mno Sxt Gm 24 

212-001 E. cloacae Fox Mno 4 

209-088 E. aerogenes Amx Amc Fox 16 

209-027 P. mirabilis Mno Ft Sxt Cs Fos >1024 

206-020 P. mirabilis Cip Mno Sxt Cs 12 

201-047 P. mirabilis Cip Lvx Mno Ft Sxt Cs 2 

201-056 M. morganii Amx Amc Fos >1024 

201-094 P. stuartii Amx Amc Mno Ft Sxt Cs 192 

203-076 P. aeruginosa Amx Amc Fox Cxm Mno Tgc Ft Sxt Fos >1024 

206-055 P. aeruginosa Amx Amc Mno Cs 64 

204-020 A. baumannii 
Amx Amc Fox Cxm Ctx Caz Ipm Atm Fep Cip Lvx 

Mno Gm Ft Sxt 
96 

 

Nota: Fos – fosfomicina; Amx – amoxicilina; Amc – amoxicilina/ácido clavulânico; Fox – 

cefoxitina; Cxm – cefuroxima; Ctx – cefotaxima; Caz – ceftazidima; Imp – imipenemo; Atm – 

aztreonamo; Fep – cefepima; Cip – ciprofloxacina; Lvx – levofloxacina; Gm – gentamicina; Ft – 

nitrofurantoína; Sxt – trimetoprim/sulfametoxazole; Mno – minociclina; Tgc – tigeciclina; Cs – 

colistina. 

 

No entanto, várias outras entidades, como o European Comittee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing (EUCAST) e a British Society for Antimicriobial Chemotherapy (BSAC), apesar de 

referirem critérios de susceptibilidade apenas para E. coli, sugerem que o breakpoint de 

resistência deve ser 32 μg/mL, um valor muito inferior ao do CLSI (TabeIa V). Se forem usados 
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os critérios EUCAST, o número de bactérias resistentes neste grupo de 23 sobe de 5 para 12 

(Tabela IV), incluindo-se os isolados com CMIs entre 48 e 192 μg/mL. 

 

Tabela V. Critérios de susceptibilidade à fosfomicina no tratamento de ITU, de acordo com 

diferentes guidelines internacionais 

Guidelines 
Breakpoints 

CMIs (μg/mL) 

Diâmetro de halo 

de inibição (mm) 
Notas 

 R I S R I S 
 

CLSI [32] ≥256 128 ≤64 ≤12 13-15 ≥16 Apenas para E. coli e E. faecalis 

EUCAST [49] >32 - ≤32 - - - Sem indicações 

BSAC [50] >32 - ≤32 ≤24 - ≥25 
Apenas para E. coli e, no caso de P. 

mirabilis, R se halo inferior a 37 mm 

     
   Nota: R – Resistente, I – Intermédio, S- Sensível 
 

O facto de haver discrepâncias entre os diferentes breakpoints, de não haver critérios 

aprovados para bactérias além de E. coli e E. faecalis, em conjunto com a dificuldade de 

avaliação da resistência, devido às mutações espontâneas in vitro, é uma das grandes 

desvantagens deste antibiótico. Vários autores desaconselham o uso do método E-test para 

determinação de CMIs e outros o método de difusão em disco, mas parecem concordar que o 

método mais correcto varia consoante a espécie em estudo [71,72,73].  

Como é possível verificar pela Tabela IV, apesar do grupo final ser um grupo heterogéneo, 9 

dos 23 isolados são de K. pneumoniae. E. coli representou apenas 3 dos 23 isolados, apesar 

de, no total, representar mais de 80% dos 533 isolados iniciais, o que se justifica pela 

diminuída resistência à fosfomicina nesta espécie. Mesmo os 3 isolados aqui incluídos, sendo 

os menos susceptíveis, apenas atingem CMI de 64 μg/mL.  

Apesar de a maioria destes isolados apresentar um perfil de multirresistência, não existe um 

perfil predominante, sendo cada isolado resistente a diferentes combinações de antibióticos. 

 

3.3 Caracterização fenotípica da resistência à fosfomicina – utilização de fontes de carbono 

 

Tal como foi referido na introdução, o transporte da fosfomicina para o citoplasma, onde exerce 

a sua actividade antimicrobiana, dá-se por dois possíveis transportadores: GlpT (transportador 

de G3P) ou UhpT (transportador de G6P). Sabendo isto, possíveis mutações nos 2 

transportadores da fosfomicina foram detectadas usando meios selectivos contendo como 

fonte única de carbono os substratos dos transportadores. Foi utilizada uma técnica descrita 



Mecanismos de Resistência à Fosfomicina em Bactérias Uropatogénicas 

 

25 
 

por Takahata et al, 2010 [28]. Estes autores apenas estudaram isolados de E. coli, e neste 

estudo esta técnica foi aplicada a todos os géneros incluídos no grupo final de 23 isolados, 

visto não haver nenhum estudo semelhante para espécies além de E. coli. 

Na Figura 9 estão representadas as placas de meios selectivos. As suspensões bacterianas 

foram colocadas usando um aparelho Stiers. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados obtidos para cada isolado podem ser consultados na Tabela VI. A ausência de 

crescimento nestes meios pode implicar perda de funcionalidade dos transportadores o que 

resulta na resistência à fosfomicina. O facto de esta resistência ser descrita como acontecendo 

mais frequentemente deve-se ao facto de ser cromossomal e ter vários genes alvo possíveis, 

tal como já foi descrito na introdução. 

Neste estudo, seis isolados não cresceram na presença de glicerol-3-fosfato (G3P) (26,09%), 

três não cresceram na presença de glucose-6-fosfato (G6P) (13,04%) e cinco não cresceram 

a) b) 

c) d) 

Figura 8. Utilização de fontes de carbono. a) esquema de aplicação do Stiers; b) controlo positivo 

em meio de PCA; c) meio M9 suplementado com G3P; d) meio M9 suplementado com G6P. 

Colocação das suspensões: 1. 228-043; 3. 201-056; 5. 203-076; 7. 201-075; 9. 208-309; 11. 209-

027; 13. 203-131; 15. 201-094; 17. 225-051; 20. 206-086; 22. 206-020; 24. 206-055; 26. 228-084; 

27. 225-010; 29. 201-188; 31. 209-088; 33. 228-085; 36. 212-193; 38. 201-159; 40. 212-001; 42. 

201-076; 44. 204-020; 46. 201-047. 
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em ambos (21,74%), o que significa que 60,87% dos 23 isolados tem alguma mutação que 

impede a entrada de fosfomicina no meio intracelular. P. aeruginosa não possui o transportador 

específico da glucose-6-fosfato, UhpT [26], pelo que não cresce em meio com G6P. 

 

Tabela VI. Resultados referentes ao estudo da resistência à fosfomicina 

Nº isolado Microrganismo CMI Fosfomicina (μg/mL) M9 + G3P M9 + G6P fosA 

228-043 K. pneumoniae >1024 + - + 

201-075 K. pneumoniae >1024 - + + 

208-309 K. pneumoniae 2 + + + 

225-051 K. pneumoniae 1 + + + 

228-084 K. pneumoniae 12 + + + 

201-188 K. pneumoniae 48 - + - 

228-085 K. pneumoniae 2 + + + 

212-193 K. pneumoniae 2 + + + 

201-076 K. pneumoniae 12 + - + 

206-086 E. coli 48 - + - 

203-131 E. coli 64 - - - 

201-159 E. coli 64 - + - 

225-010 E. cloacae 24 - + fosA
TN 

212-001 E. cloacae 4 + - - 

209-088 E. aerogenes 16 + + + 

209-027 P. mirabilis >1024 - - - 

206-020 P. mirabilis 12 - - - 

201-047 P. mirabilis 2 + - - 

203-076 P. aeruginosa >1024 + NA - 

206-055 P. aeruginosa 64 - NA - 

201-056 M. morganii >1024 - - - 

201-094 P. stuartii 192 - - - 

204-020 A. baumannii 96 + + - 

 

 

 

 

O não crescimento nestes meios demonstra incapacidade de utilizar estes açúcares, o que 

poderá estar relacionado com a incapacidade de transportar estes açúcares para o citoplasma 

bacteriano. Mutações que afectam o transporte destes açúcares afectam também o transporte 

da fosfomicina visto utilizarem a mesma via de entrada. Nos isolados de K. pneumoniae, que 

estão mais representados neste grupo, é possível verificar que o não crescimento nestes meios 

Crescimento fraco sem formação de colónias após 48h foi considerado negativo 
M9: Meio minimal salts agar 
G3P: glicerol-3-fosfato 
G6P: glucose-6-fosfato 
Para M9 + G3P e M9 + G6P, + representa crescimento e - não crescimento 
NA: Não aplicável 
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selectivos resultam de facto num aumento de CMI quando comparados com isolados em que 

não houve crescimento, o que aponta para alterações ao nível do transporte que afectam a 

susceptibilidade à fosfomicina. 

 

3.4 Caracterização molecular – Detecção de fosA, perfis genómicos e resistência associada 

a outros antibióticos 

 

O gene fosA foi detectado em oito isolados de K. pneumoniae e em um isolado de E. 

aerogenes. Foi ainda detectada a presença da variante fosA
TN

, ou seja, a variante associada 

ao transposão Tn2921 de Serratia marcescens no isolado 225-010 E. cloacae. Os resultados 

obtidos estão representados na Tabela VII. 

As sequências aminoacídicas obtidas após sequenciação do gene fosA revelaram homologias 

com o gene identificado num plasmídeo de K. pneumoniae (nº de acesso NC_011617), no caso 

dos isolados de K. pneumoniae que variaram entre 89 e 98%. Já o isolado de E. aerogenes 

possuía uma homologia aminoacídica com este gene de 92%. No caso do isolado de E. 

cloacae, este possuía uma homologia com a proteína de K. pneumoniae de 69%, mas uma 

homologia com o gene do transposão Tn2921 (nº de acesso FJ829469) de 96% (Tabela VII). 

 

Tabela VII. Homologia de FosA de cada isolado com a sequência aminoacídica de K. 

pneumoniae e do transposão Tn2921 

Nº 

isolado 
Microrganismo 

Homologia com FosA de K. 

pneumoniae (NC_011617) 

Homologia com FosA de 

Tn2921 (FJ829469) 

228-043 K. pneumoniae 96% 70% 

201-075 K. pneumoniae 89% 67% 

208-309 K. pneumoniae 94% 68% 

225-051 K. pneumoniae 97% 70% 

228-084 K. pneumoniae 98% 71% 

228-085 K. pneumoniae 98% 71% 

212-193 K. pneumoniae 96% 70% 

201-076 K. pneumoniae 96% 70% 

225-010 E. cloacae 92% 71% 

209-088 E. aerogenes 69% 96% 

 

Existem vários aminoácidos que estão descritos como importantes na actividade enzimática de 

FosA, Os aminoácidos His
7
, His

67
 e Glu

113
 estão associados à ligação ao catião Mn

2+
, essencial 

para a actividade catalítica de FosA; Tyr
39

, Trp
46

 e Cys
48

 estão associados à ligação com a 
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glutationa e por fim Thr
9
 foi proposto como interagindo com a fosfomicina, actuando como 

dador de protões e facilitando a abertura do anel epóxido da fosfomicina, sendo que mutações 

neste aminoácido reduzem significativamente a actividade catalítica da fosfomicina [74,75,76]. 

Apesar de as homologias aminoacídicas às sequências originais de FosA e FosA
TN

 não 

atingirem os 100%, todos os aminoácidos referidos, cujas funções são essenciais na actividade 

catalítica desta enzima, permanecem conservados nas sequências obtidas a partir dos isolados 

positivos. 

 

Tipificação molecular 

 

Para determinar a relação entre cada isolado e verificar se existe algum clone em comum, foi 

aplicada a técnica de ERIC-PCR para determinação de perfis genómicos. Esta determinação 

era particularmente importante no que diz respeito K. pneumoniae, pois foram estudados nove 

isolados deste microrganismos, oito dos quais possuía fosA, de modo a verificar se estaríamos 

presentes num só clone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Perfis electroforéticos obtidos por ERIC-PCR dos 9 isolados de K. pneumoniae 

incluídos no estudo final 

 

Esta técnica revelou que, mesmo dentro da mesma espécie bacteriana, não há um perfil 

predominante, sendo que cada isolado teve um perfil particular. Este resultado é de esperar, 
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tendo em conta que este estudo apenas engloba isolados da comunidade e que as urinas 

foram obtidas em laboratórios situados em diferentes regiões do país. Na Figura 8 estão 

representados os perfis heterogéneos obtidos para os isolados de K. pneumoniae. 

O facto de os perfis bacterianos serem diferentes nos isolados de K. pneumoniae, demonstra 

que o gene fosA não está associado a um determinado clone desta espécie, mas que se 

disseminará por transmissão horizontal entre diferentes clones. 

 

Resistência associada a outras classes de antibióticos 

 

Um dos objectivos deste trabalho era estudar a resistência a outros antibióticos associada à 

fosfomicina. Na Tabela VII estão representados os genes de resistência e os grupos de 

incompatibilidade plasmídica detectados nos isolados que possuíam o gene fosA. 

No grupo que possuía o gene fosA, além do perfil genómico por ERIC-PCR ser diferente, 

também os perfis de resistência aos antibióticos foram distintos, pelo que seria de esperar 

diferentes perfis enzimáticos de resistência. 

Tabela VIII. Perfil de resistência, enzimas associadas e plasmídeos de diferentes grupos de 

incompatibilidade presentes em cada isolado que possui o gene fosA. 

Nº 

isolado 
Microrganismo Perfil de Resistência 

Mecanismos de 

Resistência 

Grupo de Incompatibilidade 

de plasmídeos 

228-043 K. pneumoniae Fos - FIA, FIIAs, T 

201-075 K. pneumoniae Amx Fos SHV-11 FIA, X, Y 

208-309 K. pneumoniae Amx Ft SHV-33 FIA, Y 

225-051 K. pneumoniae Amx Sxt - FIA, X, T, FIIAs, K, FIC 

228-084 K. pneumoniae Amx Tgc Ft Sxt TEM-1 X 

228-085 K. pneumoniae Amx Atm Cip Mno Sxt - FIA 

212-193 K. pneumoniae Amx Cxm Ctx Atm Cip Lvx CTX-M-15, TEM-1 - 

201-076 K. pneumoniae Amx Caz Cip Lvx Sxt Gm 

TEM-24, Integrão de 

classe I contendo 

gene aacA4 

X, A/C 

225-010 E. cloacae 
Amx Amc Fox Cxm Caz 

Atm Cip Lvx Mno Sxt Gm 

SHV-12, DHA-1, 

QnrB4 
HI1, I1-Iγ 

209-088 E. aerogenes Amx Amc Fox - K 

 

Nota: Fos – fosfomicina; Amx – amoxicilina; Amc – amoxicilina/ácido clavulânico; Fox – 

cefoxitina; Cxm – cefuroxima; Ctx – cefotaxima; Caz – ceftazidima; Atm – aztreonamo; Cip – 

ciprofloxacina; Lvx – levofloxacina; Gm – gentamicina; Ft – nitrofurantoína; Sxt – 

trimetoprim/sulfametoxazole; Mno – minociclina; Tgc – tigeciclina. 
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A enzima CTX-M-15 foi detectada em um isolado. Esta β-lactamase de espectro alargado está 

associada à resistência elevada tanto à cefotaxima como à ceftazidima. O facto de estar 

normalmente contida em plasmídeos com vários genes de resistência resulta num fenótipo de 

resistência não só às cefalosporinas de terceira geração e monobactamos, como também às 

quinolonas e aminoglicosídeos [77]. Este isolado demonstrou multirresistência, o que está de 

acordo com este facto. 

No que diz respeito a enzimas do tipo TEM, como se pode verificar na Tabela VIII, dois 

isolados possuem TEM-1 e um TEM-24. A TEM-1 é a β-lactamase mais encontrada nas 

bactérias de Gram negativo e cerca de 90% da resistência à ampicilina é conferida pela sua 

produção. Esta enzima hidrolisa penicilinas e as primeiras cefalosporinas, como a cefalotina ou 

a cefaloridina, mas não tem actividade significativa contra as cefalosporinas de largo espectro e 

é inibida pelo ácido clavulânico [9]. As bactérias que produzem apenas esta enzima são 

sensíveis às cefalosporinas de 2ª, 3ª e 4ª geração estudadas, mas apresentam resistência ou 

susceptibilidade intermédia à amoxicilina, devido à actividade da TEM-1. O isolado K. 

pneumoniae 201-076 codifica a TEM-24, uma ESBL essencialmente ceftazidimase, o que 

explica a resistência a este antibiótico, assim como uma diminuição da susceptibililidade à 

cefotaxima e ao aztreonamo neste isolado. Esta enzima já foi anteriormente descrita em 

Portugal, associada a um plasmídeo com uma origem de replicação do grupo IncA/C [78]. 201-

076 possui um plasmídeo pertencente a este grupo de incompatibilidade, pelo que é provável 

que o gene blaTEM-24 esteja presente neste plasmídeo. 

Três enzimas do tipo SHV (-11, -12 e -33) foram encontradas. Estas enzimas são 

ceftazidimases, tendo maior afinidade para a ceftazidima do que para a cefotaxima. No 

entanto, apenas 225-010 E. cloacae, que produz SHV-12, apresenta resistência à ceftazidima e 

susceptibilidade intermédia à cefotaxima. Isto porque tanto a SHV-11 como a SHV-33 não são 

ESBLs, pelo que não hidrolisam cefalosporinas de largo espectro, mas são capazes de 

hidrolisar penicilinas e cefalosporinas iniciais, sendo responsáveis pela resistência à 

amoxicilina [79,80].  

Um isolado possuía o gene que codifica para DHA-1, uma cefalosporinase plasmídica indutível 

do tipo AmpC resistente ao ácido clavulânico [58], resistente à combinação amoxicilina/ácido 

clavulânico, tal como se verifica em E. cloacae 225-010. 

Em relação à resistência às quinolonas, foi apenas testada a presença de genes do tipo qnr, 

responsáveis pela diminuição da susceptibilidade, pois estes são genes plasmídicos que são 

disseminados por transferência horizontal. Foi estudado em todos os isolados os genes qnrA, 

qnrB e qnrS, genes presentes em plasmídeos, mas apenas foi detectado o gene qnrB4 no 

isolado 225-010, pelo que a resistência nos outros isolados deverá ocorrer por mutações 

cromossomais, nomeadamente nos genes parC (topoisomerase IV) ou gyrA (DNA girase), que 

codificam os alvos das quinolonas, ou por efluxo [17]. 
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Um integrão de classe I foi detectado no isolado 201-076 de K. pneumoniae, possuindo o gene 

aacA4, que codifica para uma aciltransferase, responsável pela resistência aos 

aminoglicosídeos, que se manifesta pela resistência demonstrada à gentamicina. 

Apesar de neste estudo o objectivo ser estudar a resistência associada à fosfomicina, o perfil 

enzimático foi estudado também nos restantes 13 dos 23 isolados, tendo sido confirmada a 

presença de duas enzimas do tipo CTX-M-15 (em E. coli e K. pneumoniae), uma DHA-1 (em E. 

coli), uma TEM-1 (em P. mirabilis), uma TEM-156 (em P. stuartii) e um integrão de classe I 

contendo os genes aacA4 e aadA1 (em A. baumannii). 

Sendo este um grupo de bactérias heterogéneo obtido de urinas da comunidade, em 

laboratórios situados em diferentes zonas do país, aliado ao facto de todas estas bactérias 

apresentarem fenótipos de resistência distintos, assim como perfis electroforéticos de ERIC-

PCR diversificados é de esperar que o perfil plasmídico seja variado. Como se pode verificar 

na Tabela VIII, não parece haver um plasmídeo predominante, apesar de 5 dos 7 isolados de 

K. pneumoniae com o gene fosA possuírem plasmídeos do grupo heterogéneo F, grupo assim 

denominado devido às suas origens de replicação possuírem regiões de homologia altamente 

conservadas [53]. Tendo em conta o perfil de enzimas distinto em cada isolado, e que estes 

apenas têm em comum o gene fosA, é possível que o plasmídeo com origem de replicação do 

grupo de incompatibilidade IncF seja responsável pela sua disseminação em isolados de K. 

pneumoniae. Inicialmente, este gene foi descrito como sendo codificado em plasmídeos do 

grupo IncL/M e IncC [36], mas entretanto já foi descrito como estando presente em vários 

plasmídeos diferentes.  

E. cloacae possui plasmídeos com origens de replicação pertencentes a grupos de 

incompatibilidade que não foram detectados em mais nenhum isolado, o que está relacionado 

com o seu perfil de susceptibilidade aos antibióticos e às enzimas que produz. Por outro lado, 

este é o isolado que possui a variante do transposão Tn2921 do gene fosA o que aponta para a 

possibilidade de este gene poder ter sido transferido para o seu cromossoma. 

O único isolado de E. aerogenes também possui um perfil plasmídico distinto, só tendo sido 

detectado o grupo de incompatibilidade IncK. Este plasmídeo poderá ser responsável pela 

transmissão de fosA nesta espécie bacteriana. 

Para estudar a capacidade de transmitir horizontalmente este gene, seria necessário realizar 

estudos de transformação ou conjugação, de modo a estudar qual a sua capacidade de 

disseminação não só na mesma espécie mas em géneros diferentes. No entanto, realizar estas 

técnicas torna-se complexo pelo facto de não ser possível utilizar a fosfomicina como 

antibiótico de selecção de estirpes transformantes/transconjugantes, devido à elevada taxa de 

mutação in vitro na presença de pressão selectiva deste antibiótico, o que dá origem a 

mutantes cromossomais resistentes em vez de células receptoras possuindo o marcador 

plasmídico de resistência. 
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3.5 Relação entre a CMI da fosfomicina e os mecanismos de resistência 

 

No caso dos isolados de K. pneumoniae, é de notar que os únicos com uma CMI superior a 

1024 μg/mL possuem além de FosA, um défice no transporte de G6P (228-043) ou G3P (201-

075). O transporte deficitário para o meio intracelular, junto com a presença de uma enzima 

que inibe a actividade de fosfomicina confere elevada resistência no caso destes dois isolados. 

O isolado 201-188, não possuindo o gene fosA, é o único com uma CMI de 48 μg/mL. Porém, 

este isolado possuía alterações no transporte de G3P, o que justifica a sua CMI elevada. 

Quanto às restantes bactérias desta espécie, apesarem de possuírem fosA, apresentaram 

CMIs reduzidas, sendo sensíveis, o que pode demonstrar que a presença deste gene, por si 

só, não confere resistência. No entanto, é necessário referir que os critérios usados são 

apenas recomendados para E. coli e alguns autores verificam resultados discrepantes 

consoante o método para determinação de CMI escolhido no caso de Klebsiella pneumoniae. 

Por outro lado, a presença deste gene, em conjunto com alteração de um dos transportadores 

parece dar origem a CMIs superiores, quando comparado com isolados em que apenas o 

transporte é afectado. 

Isto também se verificou nos isolados do género Enterobacter, o outro género que neste estudo 

possui a glutationa transferase. O isolado 209-088 (E. aerogenes), que possui fosA, mas que 

cresce em ambos os meios estudados, tem uma CMI de 16 μg/mL, sendo sensível à 

fosfomicina. No caso do 225-010, que possui fosA
TN

 e alteração do transporte de G3P, a CMI é 

superior (24 μg/mL), sendo ainda sensível. 

Os 3 isolados de E. coli devem a sua CMI, que varia entre 48 e 64 μg/mL, à alteração no 

transporte de G3P ou G3P e G6P em simultâneo. Este é o mecanismo de resistência descrito 

mais frequente em E. coli [33]. 

No que diz respeito aos outros géneros bacterianos incluídos nesta fase do estudo, os 

resultados não permitem tirar conclusões sobre os mecanismos de resistência à fosfomicina. A 

presença de alteração no transporte afecta de facto a CMI, mas o aumento varia de espécie 

para espécie e mesmo dentro da mesma espécie, não havendo relação específica com o 

mecanismo presente. Seriam necessários estudos com um maior número de isolados de cada 

espécie para poder estabelecer uma relação.  

Em relação à diferença entre critérios de definição de susceptibilidade, os resultados obtidos 

neste estudo parecem indicar que o breakpoint recomendado pelo EUCAST para definição de 

resistência à fosfomicina (≥ 32 μg/mL) poderá ser mais adequado que os do CLSI, tendo em 

conta que houve um número de bactérias que, apesar de apresentar CMIs inferiores a 256 

μg/mL, possui alterações ao nível do transporte que podem diminuir a actividade 
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antimicrobiana in vivo da fosfomicina. Este facto é particularmente visível nos isolados de E. 

coli. 

As alterações relacionadas com o transporte da fosfomicina parecem ter uma relação com o 

aumento da CMI, o que pode explicar a resistência diminuída a este antibiótico no grupo inicial 

de 533 bactérias, tendo em conta o custo que estas alterações têm no crescimento in vivo 

bacteriano [33]. É necessário relembrar que neste momento a prescrição deste antibiótico é 

inferior a outras classes de antibióticos, o que resulta numa menor pressão selectiva, o que 

também justifica a susceptibilidade elevada demonstrada a este antibiótico.  

Sendo assim, e tendo em conta a falta de alternativas, a elevada susceptibilidade à fosfomicina 

exibida mundialmente tal como neste estudo, viabilizam este antibiótico como opção na 

terapêutica, nomeadamente no tratamento de infecções urinárias não complicadas, em que o 

agente maioritário é E. coli, microrganismo para o qual existem guidelines para ensaiar a 

susceptibilidade à fosfomicina. 

Porém, é preciso alertar para um aumento da resistência descrito na Espanha, país onde a 

prescrição é mais frequente, ao contrário de outros países Europeus. Oteo et al descreveram 

em 2010 um aumento global da resistência à fosfomicina em E. coli produtora de ESBLs nesse 

país, associado a um aumento da prescrição e consumo de fosfomicina na comunidade. Este 

aumento da resistência esteve associado à disseminação do clone O25b-ST131-filogrupo B2 

de E. coli produtora de CTX-M-15, clone epidémico disseminado pelo mundo e presente em 

Portugal [81]. Este grupo de investigadores já tinha descrito anteriormente a aquisição de 

resistência à fosfomicina por parte do clone O25b-ST131-B2 durante um período em que a 

prescrição de fosfomicina aumentou 50% [27]. 

É preciso ter em conta que o aumento da prescrição pode desencadear um aumento da 

resistência, principalmente em microrganismos multirresistentes em que as alternativas são 

escassas. No entanto, apesar deste aumento da resistência em E. coli associada à 

disseminação de um clone epidémico que adquiriu resistência, segundo estes autores a 

resistência no seu país permanece diminuída em E. coli (2,9%). 
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4. Conclusão 

 

Em Portugal, não existe qualquer estudo sobre os mecanismos de resistência à fosfomicina, e 

faltam estudos sobre a susceptibilidade a antibióticos em bactérias responsáveis por infecções 

urinárias. 

A fosfomicina é um antibiótico que pode vir a ter um papel importante, com o aumento da 

resistência a várias outras classes de antibióticos. A sua associação com o sal de trometamol 

possui características farmacocinéticas e dinâmicas que o tornam particularmente eficaz no 

tratamento de infecções urinárias. A maioria das guidelines urológicas já recomenda o seu uso 

nesta patologia, devido à elevada prevalência de estirpes resistentes a antibióticos 

anteriormente considerados de primeira linha na terapêutica da ITU, nomeadamente 

quinolonas e trimetoprim/sulfametoxazole. Tendo em conta que as opções disponíveis 

escasseiam e que novos compostos tardam em surgir, recorrer a antibióticos “antigos” poderá 

ser a última hipótese. Urge assim a necessidade de novos estudos que comprovem a eficácia 

da fosfomicina contra vários géneros bacterianos, assim como de normalizar os métodos e 

critérios de susceptibilidade mundialmente, de modo a alargar o uso deste antibiótico para além 

das infecções urinárias. Conhecer os mecanismos de resistência em bactérias uropatogénicas, 

estirpes nas quais a fosfomicina é mais frequentemente usada, é essencial para viabilizá-la 

como alternativa na era da resistência aos antibióticos. 

Este estudo demonstrou que E. coli permanece o microrganismo maioritariamente responsável 

pela ITU, seguido de Klebsiella spp. e Proteus spp.. Mesmo neste grupo heterogéneo, a 

resistência situou-se, de facto, abaixo dos 5%, um valor inferior aos obtidos para todos os 

outros antibióticos estudados. Além disso, após revisão do método mais adequado para testar 

a susceptibilidade à fosfomicina, nomeadamente com a adição de glucose-6-fosfato ao meio, 

esta susceptibilidade aumentou, o que demonstra a importância da optimização da metodologia 

utilizada. 

O estudo da resistência à fosfomicina revelou que esta ocorre essencialmente por mutações 

cromossomais que afectam o seu transporte para o meio intracelular. No entanto, em K. 

pneumoniae, o gene fosA, que codifica uma glutationa transferase capaz de inactivar a 

fosfomicina, esteve presente em 8 dos 9 isolados, isolados estes com perfis genómicos de 

ERIC-PCR diferentes.   

É de notar que, apesar de parecer haver diferentes veículos de disseminação da resistência à 

fosfomicina, esta permanece reduzida. Isto pode acontecer devido a vários factores. Em 

Portugal a fosfomicina é prescrita com pouca frequência, em detrimento de outros antibióticos, 

o que reduz a pressão selectiva na comunidade para disseminar microrganismos resistentes. 

Por outro lado, neste estudo, a presença de FosA não foi suficiente para causar Concentrações 

Mínimas Inibitórias superiores ao breakpoint de resistência. Sendo assim, o facto de a 
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resistência ocorrer maioritariamente por alterações do transporte, devido ao número de genes 

alvo onde estas mutações podem ocorrer (glpT, uhpT, uhpA, cyaA, pstI), ter um custo biológico 

e causar perda de fitness in vivo faz com que estes clones mutados não se disseminem 

facilmente. 

Por outro lado, não parece haver resistência cruzada entre a fosfomicina e outras classes de 

antibióticos. No caso das β-lactamases, os genes de resistência estão presentes em 

plasmídeos que possuem vários determinantes de resistência, o que gera a disseminação 

horizontal da multirresistência intra e interespécies bacterianas. No caso da fosfomicina, uma 

das possibilidades de ocorrer resistência cruzada é através do gene fosA. Porém, como já foi 

referido, este estudo demonstrou que a sua presença apenas, sem outro mecanismo de 

resistência, apesar de aumentar a CMI da fosfomicina, não causa resistência. Tendo em conta 

que a fosfomicina é prescrita essencialmente na sua forma associada ao sal de trometamol, 

que atinge concentrações muito elevadas na urina até 72 horas após uma dose única de 3g, é 

possível que a pressão criada não seja suficiente para seleccionar na comunidade um 

plasmídeo que possua o gene fosA. Por outro lado, o facto de cada isolado possuir um perfil de 

resistência aos antibióticos específicos aponta para o facto de não existir um plasmídeo 

predominante que transmita fosA em conjunto com outros determinantes genéticos de 

resistência. 

É possível com este estudo concluir que: 

1. A etiologia da infecção do tracto urinário, no que diz respeito a microrganismos de 

Gram negativo, segue a tendência mundial com E. coli a ser responsável por mais de 

80% das infecções; 

2. A resistência à fosfomicina, nestes isolados, é inferior a 5%, e em E. coli é de 2,05%, 

muito inferior a outros antibióticos usados empiricamente no tratamento de infecções 

urinárias; 

3. A resistência ocorre essencialmente por mutações cromossomais nos transportadores 

que estão descritas como afectando o fitness bacteriano in vivo, o que impede a sua 

selecção e disseminação; 

4. Espécies de K. pneumoniae que possuíam o gene fosA, mas sem qualquer alteração 

no transporte de fosfomicina, apresentaram susceptibilidade; 

5. Não há resistência cruzada com outras classes de antibióticos; 

6. Estes factores demonstram que a fosfomicina pode ser uma alternativa não só em 

infecções urinárias, mas também para além do tracto urinário. 
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