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Epidemiologia de la resistencia
a antimicrobianos. Estudios de
vigilancia de la resistencia
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MECANISMOS GENETICOS, FENOTIPOS ASOCIADOS Y
ESTRUCTURA POBLACIONAL EN STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE RESISTENTE A ERITROMICINA
AISLADOS EN HEMOCULTIVOS (MADRID, 2000-2007)

E. Gémez G. de la Pedrosal, E. Loza!, R. del Campo!, A. Fenoll?,
F. Baquero! y R. Cantén!

IServicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramén y Cajal.
2Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III1.

Objetivo: Estudiar la resistencia a macrdélidos, los mecanis-
mos genéticos y fenotipos asociados en aislados de Strepto-
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coccus Pneumoniae procedentes de hemocultivos entre los
anos 2000-2007, asi como la estructura poblacional de los
portadores de genes mef, solo o en asociacién con el gen
erm(B).

Material y métodos: Se estudiaron los aislados de S. pneu-
moniae resistentes a eritromicina entre los 418 aislados re-
cogidos. Se realiz6 PCR para deteccion de erm(B), erm(TR) y
erm(A) y PCR-multiple para deteccién y diferenciaciéon de
mef(A) y mef(E). Los fenotipos se determinaron mediante do-
ble difusion con discos. El estudio poblacional se realizé me-
diante serotipado, PFGE y MLST. Se realiz6 un analisis de
tendencia de la resistencia (Mantel-Haenszel) y los resulta-
dos obtenidos por PFGE y MLST se interpretaron mediante
UPGMA, eBURST y MST.

Resultados: La resistencia a la eritromicina fue 18,6%
(78/418), sin tendencia significativa a modificarse a lo largo
del periodo. La distribucién de genes y fenotipos fue: a)
74,3% erm(B), asociado a los fenotipos iMLSy (79,3%) y
cMLS; (20,7%); b) 6,4% mef(E) y 1,2% mef(A), asociados al
fenotipo M; ¢) 14,1% erm(B)+mef(E), asociados en un 90,9%
al fenotipo iMLS;(; d) Tres aislados (3,8%) no presentaron
amplificacién para los genes estudiados. Los serotipos mayo-
ritariamente aislados fueron: 14 (17,9%), 19A (15,4%), 6B
(11,5%) y 19F (7,7%). El 19A (no incluido en la vacuna con-
jugada heptavalente) se encontré de manera constante a lo
largo de todo el periodo. Los aislados con los genes mef o
erm(B)+mef(E) se clasificaron en 16 patrones por PFGE y se
distribuyeron en 9 singleton clone, entre los que se identifi-
caron clones internacionales mutirresistentes (Spain®'-3,
England-9, Sweden'®2-25, Tenesse'*-18 y Spain®®-2) y un
complejo clonal. Entre los aislados pertenecientes al clon
Spain®'-3 se encontraron aislados mef(E) y erm(B)+mef(E)
positivo, que presentaron switching capsular (serotipos 14 y
19F). Entre los aislados pertenecientes al clon England4-9,
se encontraron los genes mef(E) o mef(A) indistintamente.
Conclusiones: La resistencia a eritromicina en aislados de S.
pneumoniae procedentes de hemocultivo se mantiene elevada
en nuestro hospital (18,6%). El gen de resistencia méas preva-
lente fue erm(B) con presencia significativa de aislados con
ambos genes erm(B)+mef(E). El estudio poblacional de los ais-
lados con genes mef revel6 una estructura poblacional policlo-
nal presentando clones internacionales multirresistentes.
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ELIMINACION DE DUPLICADOS EN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS: PRIMER AISLADO DE
CADA PACIENTE VERSUS EL CRITERIO DE
VARIACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

N. Lépez-Riquelme, L. Soler, M. Moreno, .C. Rodriguez, M. Ruiz,
P. Lépez, 1. Escribano y G. Royo

Microbiologia, Hospital General Universitario de Elche.
Universidad Miguel Herndndez

Objetivo: Evaluar la importancia de la utilizacién de dife-
rentes criterios de eliminar duplicados en los datos de pre-
valencia y sensibilidad antibiética en Staphylococcus aureus.
Material y metodos: Aislados clinicos: Todos los aislados
clinicos, tanto nosocomiales como comunitarios del Departa-
mento de salud 20 de la Comunidad Valenciana durante 18
meses (un hospital de 450 camas y 17 centros de salud).
Criterios: a.- Numero total de aislados: Todos los aislados
del periodo estudiado. b.- Primer aislado de cada paciente:
Criterio recomendado por CLSI. c.- Criterio de la variacién
de la sensibilidad antibidtica: El primer aislado de cada pa-
ciente y los aislados del paciente que muestren cambios de
sensibilidad a oxacilina, vancomicina, ciprofloxacino, rifam-
picina, gentamicina y eritromicina.

Resultados: Los datos de prevalencia cambian significati-
vamente al aplicar criterios de eliminacién de duplicados,
asi, la aplicacion del criterio recomendado por CLSI reduce
un 31,1% el namero de aislados clinicos del periodo respecto
a los datos sin eliminacién de duplicados.
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Al comparar los dos criterios entre si, se observa que el cri-
terio de variacién de la sensibilidad antibiética detecta la
presencia de 45 aislados sensibles a oxacilina (10,7%) y 24
aislados resistentes (24,4%) no detectados por el criterio del
primer aislado de cada paciente; esto supone un incremento
del porcentaje de resistencia a oxacilina del 1,84%. Este fe-
némeno es mas importante en los aislados nosocomiales.

El criterio de variacién de la sensibilidad antibiética no mo-
difica los porcentajes de resistencia a oxacilina en hemocul-
tivos y en muestras respiratorias, pero en las infeciones de
piel y tejidos blandos, los porcentajes de resistencia se incre-
mentan del 17,8% al 22,5%.

Conclusiones: Debido a la importancia clinica de este paté6-
geno, tanto a nivel nosocomial como recientemente, a nivel
comunitario, es imprescindible aplicar un criterio de elimi-
nacién de duplicados para conocer con mas exactitud la pre-
valencia de este microorganismo y sus tasas de resistencia.
Sin embargo, nuestro trabajo muestra que el criterio recomen-
dado por CLSI presenta limitaciones en este microorganismo y
debe ser evaluado en profundidad para conocer su idoneidad,
sobre todo teniendo en cuenta la gravedad de las patologias
asociadas a este microorganismo y a la asociacién entre mayor
mortalidad y el retraso en el tratamiento correcto.
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CAPACIDAD DE LOS CENTROS ESPANOLES PARA
DETECTAR E INTERPRETAR EL FENOTIPO AMPC
EN CEPAS DE ESCHERICHIA COLIY KLEBSIELLA
PNEUMONIAE

C. Mata!, M.C. Conejo?, F. Navarro!, A. Pascual?, GEMARA

y Control de Calidad SEIMC

IServicio de Microbiologia. Departamento de Genética y
Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
Universidad Auténoma de Barcelona. Barcelona. ?Departamento
de Microbiologia, Facultad de Medicina-Hospital Universitario
Virgen Macarena. Sevilla.

Objetivos: Evaluar la capacidad de los laboratorios espafioles
para detectar e informar correctamente la produccién de beta-
lactamasas de clase C, tanto cromosémicas como plasmidicas,
en aislados clinicos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
Material y métodos: Se seleccionaron 3 cepas productoras
de betalactamasas de clase C (1 E. coli hiperproductora de
betalactamasa cromosémica, 1 E. coli productora de cefami-
cinasa CMY-2, 1 K. pneumoniae productora de cefamicinasa
FOX-5) y las cepas control de E. coli ATCC 25922 y ATCC
35218. Estas cepas, bien caracterizadas por métodos de refe-
rencia, fueron distribuidas a los 57 centros participantes. Se
les pidi6 que identificaran y realizaran estudios de sensibili-
dad tal y como lo harian habitualmente y los resultados se
compararon con los obtenidos por los centros de referencia.
Resultados: La identificacion microbiana fue correcta en todos
los casos, excepto una cepa de K. pneumoniae productora de
FOX-5, considerada como K. oxytoca por un centro. Menos del
60% de centros sugirieron correctamente la presencia de cefa-
micinasa plasmidica y en el caso de la cepa de E. coli hiperpro-
ductora de su AmpC fue apuntada correctamente por el 52,6%
de centros. El 32,2% de centros no comenté el mecanismo de re-
sistencia y alrededor de un 13’5% lo hizo incorrectamente. Aun-
que la confusién de AmpC por BLEE (7,6%) caus6 la mayoria
de errores, interpretando como resistente las cefalosporinas y
aztreonam, otros errores se debieron a la confusién con hiper-
produccién de penicilinasa y/o transtornos de permeabilidad
(5,8%). En la cepa de E. coli hiperproductora de su AmpC cro-
mosémica se detectaron 2 errores maximos para la combina-
cion amoxicilina-clavuldnico y uno para ceftazidima. Para cefe-
pime se produjeron errores mayores con porcentajes que oscila-
ban entre el 16-26,3% en las 3 cepas con fenotipo AmpC.
Conclusiones: La capacidad de los centros espafioles para de-
tectar la produccion de enzimas AmpC, presenta ciertas limi-
taciones. Los resultados se deben, adema4s de a la falta de mar-
cadores especificos, a la inexistencia de recomendaciones claras
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sobre c6mo informar este tipo de cepas. Los criterios aplicados
por los centros fueron muy variados, con gran tendencia a de-
jar como unica alternativa terapéutica dentro de los betalacta-
micos a los carbapenems, excluyendo también al cefepime. El
fracaso en la deteccién de estas enzimas puede contribuir a su
diseminacion y en muchos casos a fracasos terapéuticos.
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ESTUDIO DE RESISTENCIAS A PENICILINA DE
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE AISLADOS EN
PEDIATRIA DEL H. U. REINA SOFIA EN LOS ULTIMOS
3 ANOS. SEROTIPOS MAS FRECUENTES

M. C. Gamero, A. Ibarra, F. Rodriguez y M. Casal

Servicio Microbiologia y Parasitologia Clinicas. Hospital
Universitario Reina Sofia, Cérdoba.

Introduccion: Streptococcus Pneumoniae presenta multi-
ples mecanismos de resistencia a penicilina.

Respecto a los serotipos de Streptococcus Pneumoniae, los
mas frecuentes en nifios son el 19, 6, 14, 18 Y 23.

Los serotipos més virulentos: 1, 2, 3, 4, 7 y 8; y los serotipos
en cepas resistentes a penicilina: 6, 9, 14, 15, 19, 23
Objetivo: Nuestro objetivo ha sido estudiar los asilamientos
de Streptococcus Pneumoniae en el servicio de pediatria de
nuestro hospital en el periodo 2005-2007 atendiendo a su re-
sistencia a la penicilina y ver los serotipos mas frecuente-
mente aislados.

Material y métodos: Valoramos 145 cepas de Streptococcus
Pneumoniae aisladas en pediatria en el periodo establecido
atendiendo a su antibiograma, realizado con tiras E-Test; asi
como el serotipo al que pertenecia cada cepa.

Resultados: El porcentaje de sensibilidades de Streptococ-
cus Pneumoniae en el periodo estudiado:

De las 145 cepas, 100 fueron sensibles (68,9%), 30 presenta-
ron una sensibilidad disminuida (20,68%) y 15 resultaron re-
sistentes (10,3%).

Estudiamos las cepas resistentes y con sensibilidad dismi-
nuida frente a otros antibidticos y encontramos:

Las cepas resistentes presentaron las siguientes sensibilidades:
88,1% amoxicilina/clavulanico, 90% cefotaxima, 100% vanco-
micina, 52,7% eritromicina.

Las cepas con sensibilidad disminuida fueron sensibles al
100% frente a amoxicilina/clavulénico, cefotaxima y vanco-
micina y un 60% frente a eritromicina

Respecto a los serotipos mas frecuentemente aislados en pe-
diatria encontramos:

19: 62,5%; 14: 12,5%; 7:12,5%; 1: 12,5%

Conclusiones: La resistencia de Streptococcus Pneumoniae
fue de 30,98%, ligeramente inferior a la media nacional.
Los serotipos encontrados coinciden con los porcentajes de
mayor frecuencia en nuestro medio en nifios y con los datos
establecidos en la literatura.

Un 25% representa serotipos muy virulentos.
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS INVASIVO EN ESPANA:
ALTA PREVALENCIA DEL SPA-TIPO T067 ASOCIADO A
LA RESISTENCIA A OXACILINA-CIPROFLOXACINO-
TOBRAMICINA-ERITROMICINA Y A LA EXPRESION DE
LOS GENES ANT (4) Y MRSA/MRSB

M. Pérez-Vazquez!, A. Vindel?, C. Marcos?, J. Oteo!, O. Cuevas?,
P. Trincado?, V. Bautista!, S. Garcia-Cobos’, J. Campos!

y el grupo espaniol del “EARSS spa-typing”

!Laboratorio de Antibiéticos (Servicio de Bacteriologia),
2Laboratorio de referencia de Staphylococcus (Servicio de

Bacteriologia), Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de
Salud Carlos III (Madrid).

Introduccion y objetivos: Estudiar la epidemiologia mole-
cular y los mecanismos de resistencia a antibiéticos en cepas
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invasivas de Staphylococcus aureus de 21 hospitales de
nuestro pais.

Material y métodos: En 203 aislamientos, 90 resistentes a
meticilina (SARM) y 113 sensibles (SASM), se estudiaron los
marcadores moleculares SCCmec, agr, PFGE, spa-typing,
PVL genes y MLST, asi como la sensibilidad a antimicrobia-
nos y genes de resistencia.

Resultados: La mayoria de SARM (84.4%) presentaban el
agr tipo II y el SCCmec tipo IV; por PFGE se encontraron 28
pulsotipos diferentes, pero un 70% de los aislamientos se
agruparon en 8 grupos clonales (siendo predominantes el E7
y E8). En SASM, por PFGE se observaron 88 pulsotipos dis-
tintos, aunque el 92% de los aislamientos se agruparon en
diez grupos clonales. Mediante “spa-typing” los 203 aislados
se agruparon en 69 spa-tipos distintos, 18 en SARM y 57 en
SASM, 6 eran comunes a ambos. El 51,2% de 203 S. aureus
se agruparon en cuatro spa-tipos (t067, t002, t012 y t008). El
tipo t067 se detect6 en 18 de los 21 hospitales participantes
(85,7%), en seis de ellos incluyendo tanto SARM como
SASM. En total, el 26,4% de los aislamientos presentaron el
spa-tipo t067 en comparacién con el 0,6 % descrito en la ba-
se de datos central (Ridom StaphType ™ P < 0,0001). Los fe-
notipos de multiresistencia mas frecuentes en SARM fueron
resistencia a oxacilina-ciprofloxacina-tobramicina-eritromi-
cina (21,1%) y resistencia a oxacilina-ciprofloxacina-tobra-
micina (18,9%). La prevalencia del gen ant (4")- Ia (resisten-
cia a tobramicina y sensibilidad a gentamicina) y de los ge-
nes mrsA/mrsB (resistencia a macroélidos y estreptogramina
B) fue mayor en los aislamientos de SARM del tipo t067 que
en otros tipos (P < 0,002). Por primera vez se encontré aso-
ciacién entre el spa-tipo t067 y el ST125. Se detect6 a su vez
una alta prevalencia de aislamientos SASM que eran PVL
positivos (36,4%).Algunos aislamientos de SARM y SASM
que eran del agr tipo II, también compartian otros marcado-
res moleculares como el spa-cluster CC002, y el tipo de
MLST, ST5 o 125.

Conclusiones: El andlisis de la poblacién de S. aureus in-
vasivos aislados en hospitales espafioles muestra la emer-
gencia en Espafia del spa-type t067 (ST125 o ST5) muy ra-
ramente observado en otros paises europeos, que ademds
presenta una fuerte asociacién al perfil de resistencia a oxa-
cilina, ciprofloxacina, tobramicina y eritromicina mediada
en parte por los genes de resistencia ant (4)- Ia y
mrsA/mrsB.
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RESISTENCIA A MULTIPLES ANTIBIOTICOS EN
ESCHERICHIA COLI: ESTUDIO EVOLUTIVO EN 16.886
BACTERIEMIAS (2001-2007) DE LA RED DE
HOSPITALES REVERA-EARSS

J. Oteo*, O. Cuevas, C. Navarro, B. Aracil, J. Campos y todos
los miembros de la red REVERA-EARSS

Laboratorio de antibidticos, Bacteriologia. Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda,
Madrid.

Objetivos: EARSS es la red oficial europea para la vigilan-
cia y control de la resistencia a antibiéticos en patégenos in-
vasivos. REVERA-EARSS es la Red Espariola para la Vigi-
lancia y Estudio de la Resistencia a Antibi6ticos que colabo-
ra en EARSS. En este estudio presentamos las tendencias
evolutivas de la multi-resistencia (MR) a antibidticos en Es-
cherichia coli (ECO) causante de bacteriemias segun los re-
sultados de REVERA-EARSS durante 2001-2007.

Material y métodos: Participaron 40 hospitales espafioles,
con una cobertura aproximada del 30% de la poblacion es-
pafiola y con una representacién de las principales regiones
esparfiolas proporcional a su nimero de habitantes. Cada la-
boratorio aislé, identificé y estudié la sensibilidad a antibié-
ticos con sus métodos de rutina. Sélo se consider6 el primer
aislamiento de sangre por paciente y afio. Se realizé un con-
trol de calidad externo anual por la empresa NEQAS.
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Resultados: De las 19.506 bacteriemias por E.coli estudia-
das, en 16.886 (86,5%) se dispuso de las CMIs a ampicilina
(AMP), ciprofloxacino (CIP), cotrimoxazol (SXT), gentamici-
na (GM) y cefotaxima (CTX). Se detecté MR (resistencia a
tres o mas de estos antibidticos) en 3227 aislamientos
(19,1%). Los perfiles de MR mas prevalentes fueron resis-
tencia a AMP-SXT-CIP (1502 aislamientos, 8,9% del total y
46,5% de los MR), y AMP-SXT-CIP-GM (605 aislamientos,
3,6% del total y 18,7% de los MR). La resistencia a los 5 an-
tibiéticos analizados se detecté en 152 aislamientos, 0,9% del
total y 4,7% de los MR. La prevalencia de MR aument6 del
12,6% en 2001 al 22,2% en 2005 (p < 0,001), estabilizandose
alrededor del 20% en 2006 (20,4%) y 2007 (20,9%). La resis-
tencia a los 5 antibiéticos analizados aument6 del 0,3% en
2001 al 1,1% en 2007, con el pico maximo en 2005 (1,7%). La
resistencia individual a cada uno de los antibiéticos aumen-
t6 entre 2001 y 2007 como sigue: AMP, 58,4% a. 62,4%; SXT,
32,9% a. 34%; CIP, 17,2% a. 30,2%; GM, 6,5% a. 8%; y CTX,
1,6% a. 7%; el aumento fue estadisticamente significativo (P
< 0,007) para AMP, CIP y CTX.

Conclusiones: La prevalencia de MR a antibiéticos en ECO
productor de bacteriemias es elevada en Espana y ha mos-
trado un constante y progresivo aumento desde 2001 a 2005,
estabilizdndose en 2006 y 2007. La resistencia a cefotaxima
también se estabilizé en 2006 y 2007 pero la resistencia a ci-
profloxacino alcanzé el su maximo en 2007.
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ENTEROCOCCUS FAECALIS SENSIBLE A AMPICILINA
Y RESISTENTE A IMIPENEM

L. Martinez-Lamas, L. Moldes, C. Varén, L. Rodriguez-Otero,
M. Trevifio y C. Garcia-Riestra

Servicio de Microbiologia. Complejo Hospitalario Universitario
de Santiago.

Introduccién: La sensibilidad a imipenem en Enterococcus
faecalis se obtiene por deducciéon del resultado frente a la
ampicilina. Sin embargo, en los ultimos afos, existen des-
cripciones de aislados clinicos con el fenotipo ampicilina-
sensible a imipenem-resistente.

Objetivo: Descripcién de dos aislamientos de E. faecalis re-
sistentes a penicilina e imipenem y sensibles a ampicilina
asociados a infeccién urinaria; asi como la revisién de los ais-
lamientos de E. faecalis encontrados en el ultimo afo en
nuestro hospital.

Material y métodos: Se recuperaron dos aislamientos de E.
faecalis a partir de muestras de orina de dos pacientes de la
unidad de trasplantes. La identificacion y sensibilidad se lle-
v6 a cabo mediante el sistema Vitek II (Biomérieux®, Fran-
cia). Los resultados se confirmaron con la galeria Api 20
Strep (Biomérieux®, Francia) y Etest (ABBiodisk®, Suecia),
respectivamente.

Resultados: Los dos aislamientos se confirmaron como sen-
sibles a ampicilina (CMI: < 2 Y 8 mcg/ml) y resistentes a pe-
nicilina (CMI: 16 y 32 mcg/ml) e imipenem (CMI: > 32
mcg/ml).

Durante el afio 2007 se aislaron 900 E. faecalis, de los que 99
fueron penicilina-resistentes (11%) y tan sé6lo 6 tuvieron una
CMI a imipenem > 8 mcg/ml. La CMI,, y la CMI,, para el
imipenem en el grupo de resitentes a penicilina fueron 2 y 4
mcg/ml, respectivamente.

Asi mismo, la totalidad de los aislados penicilina-resistente
resultaron sensibles a vancomicina, teicoplanina y linezolid
y el 75% presentaron resistencia de alto nivel a gentamicina.
Conclusiones: El aislamiento de E. faecalis resistente a pe-
nicilina y sensible a ampicilina puede hacernos pensar en la
existencia de una posible sensibilidad disminuida a imipe-
nem. Por otra parte es frecuente encontrar una alta resis-
tencia a aminoglucésidos en el grupo de enterococos resis-
tentes a penicilina.

Las cepas de E. faecalis con resistencia a imipenem pueden
no ser detectadas al usar la ampicilina como tnico marcador
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de sensibilidad a betalactamicos. Creemos necesario incor-
porar la determinacién de la CMI a imipenem, si se contem-
pla dicho antibiético para el tratamiento.
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CARACTERIZACION GENOTIPICA DE CEPAS CON
ALTA Y BAJA RESISTENCIA A FLUOROQUINOLONAS
EN STREPTOCOCCUS PYOGENES

M. Montes'?, E. Tamayo!, B. Orden?, J.M. Marimon'?

y E. Pérez-Trallero'?

1Servicio de Microbiologia. Hospital Donostia, San Sebastidn,
Gipuzkoa. *CibeRes 06/ 26. Servicio de Microbiologia, H.U.
Puerta de Hierro (Centro de Especialidades Arguelles) Madrid.

Introduccion: En los dltimos afios se ha descrito la presen-
cia de Streptococcus pyogenes con resistencia de bajo nivel a
fluoroquinolonas (FQ) en Espafia y resto del mundo, siendo
excepcionales los casos con alto nivel de resistencia. En este
estudio se describe el mecanismo de resistencia y la relacién
clonal de cepas resistentes a FQ (FQr), incluyendo tres ais-
lamientos clinicos de S. pyogenes con alto nivel de resisten-
cia, procedentes del Centro de Salud Argiielles de Madrid y
el Hospital Donostia en San Sebastian.

Material y métodos: Con el objeto de detectar cepas de al-
to nivel de resistencia a ciprofloxacino, se revisé la suscepti-
bilidad a este farmaco en 2213 aislamientos de S. pyogenes
obtenidos en el Hospital Donostia y en el Centro de Salud de
Argiielles de Madrid, durante el periodo 1999-2007. Para la
caracterizaron de las cepas se utilizé T-tipado, emm-tipado,
MLST y PFGE. Las posibles mutaciones en la QRDR se de-
terminaron mediante amplificacién y secuenciacion de los
genes parC y gyrA (primers descritos por Yan SS AAC
44:3196, 2000). La CMI para ciprofloxacino se determiné por
microdilucién en caldo y E-test.

Resultados: Se detectaron 236 cepas FQr, 233 cepas con bajo nivel
de resistencia (CMI 2-16 mg/L) y 3 cepas con alto nivel de resisten-
cia (CMI > 64 mg/L) que fueron aisladas dos en Gipuzkoa (afio 2001,
herida quirtrgica, varén 77 afios y aio 2005, frotis faringeo, nina de
7 afios) y una tercera en Madrid (2007, frotis faringeo, varén 28
anos). Todas las cepas con CMI de ciprofloxacino > 4 mg/L presen-
taron mutacién en el parC. La mutacién mas comun en estas cepas
con bajo nivel de resistencia fue Ser79/Ala. Algunas cepas con CMI
ciprofloxacino = 2 mg/L: también presentaron mutacién en el parC.
Cada una de las tres cepas con alto nivel de resistencia pertenecie-
ron a clones diferentes: emm28/ST52, emm68/ST247 y
emm77/ST399. Las tres presentaron mutacién en el parC y GyrA.
La mutacién en el gen parC se tradujo en los 3 casos en la sustitu-
cién del aminoécido Ser79/Phe, ademas la cepa emm28 mostr6 en
el parC una segunda sustitucién Asp91/Asn. En el gen gyrA la mu-
tacién se tradujo en la sustitucion Ser81/Phe en los tres casos.
Conclusion: Los aislamientos de S. pyogenes con bajo nivel
de resistencia a fluoroquinolonas son relativamente frecuen-
tes, siendo preocupante la deteccién reciente de cepas con re-
sistencia de alto nivel.
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COSTE DE LAS BACTERIEMIAS POR ESCHERICHIA
COLI PRODUCTORAS DE BETALACTAMASAS DE
ESPECTRO EXTENDIDO EN ESPANA

J. Garau!, S. Grau?, L. Martinez-Martinez?, C. Rubio-Terrés*
y N. Garcia-Escribano®

IServicio de Enfermedades Infecciosas, Hospital Mutua de
Tarrasa. Barcelona. 2Servicio de Farmacia Hospitalaria.
Hospital del Mar. Barcelona. *Servicio de Microbiologia,
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Santander.
‘HEALTH VALUE. Madrid. °Departamento Médico Wyeth
Farma. Madrid.

Objetivo: Estimar el impacto sobre la utilizacién de recur-
sos sanitarios y los costes de las bacteriemias producidas por
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cepas de E. coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido (. coli BLEE) en Esparia.

Material y métodos: Estudio observacional, retrospectivo,
caso-control, multicéntrico, de la utilizacién de recursos sa-
nitarios y sus costes asociados al tratamiento de bacterie-
mias por cepas de E. coli BLEE. Horizonte temporal: 12 me-
ses (Enero-Diciembre 2.005). Poblacién diana: pacientes es-
pafioles con bacteriemias por E. coli BLEE (5 casos/hospital)
y E. coli no productora de BLEE (10 controles/hospital) se-
leccionados mediante un muestreo sistematico. Utilizaciéon
de recursos: se recogié mediante la revision de las historias
clinicas hospitalarias. Costes sanitarios: los valores unita-
rios se obtuvieron de los hospitales participantes y de bases
de datos esparfiolas; los costes del episodio de bacteriemia se
estimaron a partir de los resultados de la utilizacién de re-
cursos; se expresan en euros (€) de octubre de 2006. Anali-
sis de sensibilidad: se hicieron varios anélisis de sensibilidad
simples unifactoriales del caso béasico.

Resultados: Se revisaron las historias clinicas de 340 pa-
cientes validos con bacteriemias por E. coli (109 casos y 231
controles) procedentes de 28 hospitales espaiioles. La utili-
zacion de recursos por episodio de bacteriemia fue mayor en
los casos de resistencia, con mayor duracién del tratamiento
antibidtico (1,9 dias mas con E. coli BLEE), mayor nimero
de pruebas complementarias, més dias de hospitalizacién
(10,9 dias més con E. coli BLEE), mayor tasa de ingreso en
UCI (9,4%) y una mayor tasa de reingreso hospitalario
(5,6%). Este mayor consumo de recursos, dio lugar a un ma-
yor coste por episodio, que ascendié a 4.234 € (1,65 veces)
més como consecuencia de la infeccion por E. coli BLEE. Los
principales determinantes de la diferencia de costes fueron
la mayor tasa de ingreso en UCI y de reingresos y la mayor
duracién de la estancia en los pacientes con bacteriemias de-
bidas a cepas resistentes. Los andlisis de sensibilidad confir-
maron la estabilidad del caso bésico, con costes incrementa-
les debidos a las cepas resistentes que oscilaron entre 1.202
y 11.675 €, segun el escenario considerado.

Conclusiones: De acuerdo con los resultados obtenidos, el
tratamiento de las bacteriemias producidas por E. coli BLEE
genera costes adicionales por episodio de bacteriemia que
pueden alcanzar los 11.700 €.
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RESISTENCIA A VORICONAZOL Y/O FLUCONAZOL EN
LEVADURAS AISLADAS EN UN HOSPITAL DEL
SUROESTE DE MADRID (2005-2007)

M.T. Duran-Valle y J.L. Gémez-Garcés

Servicio de Microbiologia. Hospital de Mdstoles.

Objetivo: Evaluar la resistencia a voriconazol y/o fluconazol
en las levaduras aisladas de muestras clinicas recibidas en
el Hospital de Méstoles en los dltimos tres afios (2005-2007).
Material y métodos: Se estudié prospectivamente la suscep-
tibilidad a fluconazol y voriconazol de las levaduras aisladas de
muestras clinicas de pacientes ingresados y del Servicio de Ur-
gencias del Hospital, remitidas a nuestro Servicio para estudio
de infeccién/colonizacién. Se incluyé un aislado por paciente y
por episodio de infeccién/colonizacion. El estudio de la suscepti-
bilidad de los aislados de sitios estériles (sangre, liquidos orga-
nicos, aspirados y biopsias) se realiz6 por el método E-test; y el
de los aislados de sitios no estériles (catéter, orina, oro-faringeo,
secreciones respiratorias, jugo gastrico, exudados, drenajes y
frotis de piel) se realizé por el método de disco (CLSI M-44A)
con tabletas Neo-Sensitabs®. Las placas de agar Mueller-Hin-
ton con 2% de glucosa y 0,5 mcg/ml de azul de metileno se ino-
cularon con una suspension de la levadura (0,5 de McFarland
para Candida spp y 1 de McFarland para Cryptococcus neofor-
mans y Trichosporon spp). La lectura de las elipses y didmetros
del 80% de inhibicién del crecimiento se realizé después de 24-
48 horas de incubacién (Candida spp) 6 48-72 horas (Crypto-
coccus neoformans 'y Trichosporon spp) a 35°C. Los aislados se
consideraron sensibles, resistentes o sensibles dependiente de
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la dosis (SDD) siguiendo los criterios del CLSI (M-44A para di-
fusion de disco y M27-A2 para E-test).

Resultados: Se estudiaron 231 aislados: 133 C. albicans, 34
C. glabrata, 25 C. tropicalis, 22 C. parapsilosis, 7 C. krusei,
3 C. lusitaniae, 2 C. kefyr, 1 C. famata, 1 C. guilliermondii,
1 Cryptococcus neoformans, 1 Saccharomyces cerevisiae y 1
Trichosporon inkin. Globalmente, 91,5% de los aislados fue-
ron sensibles a fluconazol y 98% lo fueron a voriconazol.
8,5% de los aislados presentaron sensibilidad disminutida a
fluconazol (resistentes o SDD): 10 C. glabrata, 7 C. krusei, 1
C. parapsilosis, 1 C. tropicalis y 1 C. lusitaniae. 2% de los
aislados presentaron sensibilidad disminuida a voriconazol
(resistentes 0 SDD): 2 C. glabrata, 1 C. parapsilosisy 1 C. lu-
sitaniae; estos aislados ademads presentaron resistencia cru-
zada a fluconazol. Cuando se consideraron por separado los
aislados de sangre (10 C. albicans, 6 C. parapsilosis, 3 C.
glabrata, 2 C. tropicalis, 1 C. lusitaniae y 1 Saccharomyces
cerevisiae), 91,5% de los aislados fueron sensibles a flucona-
zol y 95,5 fueron sensibles a voriconazol.

Conclusiones: En nuestro hospital C. albicans sigue siendo
la especie de levadura aislada con mayor frecuencia, global-
mente de todas las muestras (57,5%) y de sangre (44%). En
los dltimos tres afios, ningun aislado de esta especie ha mos-
trado sensibilidad disminida a fluconazol. C. glabrata es la
segunda especie de levadura mas frecuente en muestras cli-
nicas y la tercera en hemocultivos después de C. parapsilo-
sis. Sin embargo, la resistencia a azoles sigue siendo poco
frecuente. Sélo 8,5% de los aislados presentaron sensibilidad
disminuida a fluconazol y 2-4,5% a voriconazol.
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ESTRUCTURA POBLACIONAL DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTOR DE BLEES EN ONCE HOSPITALES
ESPANOLES

dJ. Oteo?, C. Juan?, M. Pérez-Vazquez!, A. Novais?, K. Diestra?,
V. Bautista!, B. Moya?, E. Mir¢*, T.M. Coque?, A. Oliver?, R.
Cantén®, J. Campos?, F. Navarro* y Red Espafiola de
Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI)

!Laboratorio de Antibiéticos, Servicio de Bacteriologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III.
Majadahonda, Madrid. 2Servicio de Microbiologia, Hospital Son
Dureta. Palma de Mallorca. *Servicio de Microbiologia, Hospital
Universitario Ramoén y Cajal. Madrid. “Servicio de
Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona.

Objetivos: Estudiar la estructura poblacional de los aisla-
mientos de E. coli productores de betalactamasas de espec-
tro extendido (BLEE) recogidos durante el primer trimestre
de 2004 en 11 hospitales de Espaiia en el contexto de la Red
Espafiola en Patologia Infecciosa.

Métodos: Se estudiaron 92 aislamientos de E. coli productores
de BLEE y se analiz6 su estructura poblacional mediante elec-
troforesis en campo pulsado (PFGE) tras digestion con Xbal y
MLST segun la metodologia del Instituto Max-Planck de Ber-
lin basado en la secuenciacion de los genes house-keeping adk,
fumC, gyrB, icd, mdh, aroE y purA. El estudio de grupos filo-
genéticos (GF's) se realiz6 mediante PCR multiple. Las BLEEs
mas prevalentes en esta coleccion eran CTX-M-14 (41), CTX-M-
9 (19) y SHV-12 (18); sélo 3 cepas tenian CTX-M-15.
Resultados: 35 aislamientos (38,1%) pertenecian al GF A,
27 (29,3%) al B1, 13 (14,1%) al B2 y 17 (18,5%) al D. No se
observé asociacion entre GF's y tipo de BLEESs, detectdandose
7 tipos diferentes de BLEEs en los aislamientos del GF A, 4
en los del GF B1, 6 en los del GF B2 y 3 en los del GF D. De
los 92 aislamientos estudiados en 10 no se obtuvo ningtn pa-
trén de restriccién con Xbal, entre los 82 restantes se obtu-
vieron 78 pulsotipos distintos con sélo cuatro parejas de ais-
lamientos con el mismo patrén. No se observé asociacion de
los pulsotipos ni en funcién del hospital ni del tipo de BLEE.
Mediante MLST, se obtuvieron 56 ST diferentes, siendo los
ST mas prevalentes el ST131 (8 aislamientos), ST167 (5),
ST23 (4), ST602 (4), ST359 (4), ST224 (3), ST401 (3) y ST117

(3). Su relacién con los GF's fue: ST131, 7 (87,5%) aislamien-
tos del GF B2y 1 (12,5%) del GF D; ST167, 5 (100%) del GF
A; ST23, 4(100%) del GF A; ST602, 4 (100%) del GF B1I;
ST359, 4 (100%) del GF B1; ST224, 3 (100%) del GF B1;
ST401, 3 (100%) del GF A; y ST117, 3 (100%) del GF D. Se
observo variabilidad de BLEE en cada uno de los ST maés fre-
cuentes, por ejemplo entre los 8 aislamientos del ST131 se
detectaron 6 diferentes BLEEs. Sin embargo, todos los aisla-
mientos de los ST401 y ST602 producian una CTX-M-9.
Conclusion: En este estudio se ha detectado una gran va-
riabilidad genética en los aislamientos de E. coli productores
de BLEE. Existe una buena correlacién entre los STs maés
prevalentes y determinados grupos filogenéticos. En gene-
ral, no se detecta asociacion entre los distintos STs y el tipo
de BLEE, aunque si se observan ciertas agrupaciones pun-
tuales para la BLEE CTX-M-9.
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PERFIL DE SENSIBILIDAD DE DIFERENTES
CRYPTOCOCCUS SPP. NO NEOFORMANS

L. Bernal, A. Gémez, V. Castelli, O. Zaragoza, J.L. Rodriguez
y M. Cuenca

Servicio de Micologia, Centro Nacional Microbiologia. Instituto
de Salud Carlos III.

Objetivo: Conocer el patron de sensibilidad a los antifingi-
cos de una colecciéon de 24 aislados clinicos de Cryptococcus
spp. no neoformans.

Material y métodos: Las cepas estudiadas fueron aisladas
durante los ultimos 10 afios, cada una proveniente de un pa-
ciente diferente. El 54% de éstas fueron aisladas de muestras
superficiales y el 48,5% de muestras profundas. Todas ellas
fueron identificadas morfolégica y bioquimicamente, por técni-
cas habituales. Las CMIs se obtuvieron mediante la metodolo-
gia EUCAST y los antifingicos empleados fueron anfotericina
B, 5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol y voriconazol.
Resultados: En la coleccién se identificaron 10 C. albidus,
8 C. laurentii, 2 C. curvatus y 4 C. humicola. C. albidus se
mostré como la especie mas resistente con medias geométri-
cas (MG) de anfotericina B de 0,51 mg/L, de 5-fluorocitosina
de > 64,0 mg/L, de fluconazol de 41,2 mg/L,, de itraconazol de
3,15 mg/L y de voriconazol de 3,03 mg/L. Las MGs de C. lau-
rentii para anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol, itra-
conazol y voriconazol fueron de 0,17, > 64,0, 24,5, 1,22 y 1,55
mg/L, respectivamente. Los valores de MGs de C. curvatus
para esos cinco antifingicos fueron de 0,25, 32,5, 6,0, 0,62 y
0,15 mg/L, respectivamente y las MGs de C. humicola para
anfotericina B fue de 0,5 mg/L, para 5-fluorocitosina de 26,0
mg/L, para fluconazol 10,5 mg/L, para itraconazol de 0,45
mg/L y para voriconazol de 0,16 mg/L.

Conclusiones: i) Anfotericina B es el antifingico mas activo in
vitro frente estas especies de Cryptococcus spp. no neoformans.
i1) Fluconazol es poco activo in vitro frente a estas especies. iiz)
Voriconazol e Itraconazol son activos in vitro para C. laurentii,
C. curvatus y C. humicola. iv) Se deben realizar esfuerzos para
identificar estas especies y hacer el estudio de sensibilidad.
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DETECCION DE ENTEROCOCCUS FAECIUM VANB2 Y
STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A
METICILINA EN ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

M. Lépez!, C. Lozano?, V. Pérez!, S. Martinez', R. del Campo?,
F. Ruiz-Larreal!, M. Zarazaga' y C. Torres!

Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de La
Rioja. Logrorio. ?Servicio de Microbiologia, Hospital Ramén y
Cajal. Madrid.

Objetivos: Conocer la prevalencia de Enterococcus resisten-
tes a vancomicina (ERV) y S. aureus resistentes a meticilina
(SARM) en alimentos de origen animal.
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Material y métodos: Se tomaron 51 muestras de alimentos
de origen animal (29 ave, 9 ternera, 8 cerdo, 3 picada mezcla
ternera-cerdo, 2 cordero) y una suspensién de las mismas se
inocul6 en placas Slanetz-Bartley con 4 mg/L de vancomici-
na (aislamiento ERV) y en placas ORSAB de OXOID con 2
mg/L de oxacilina (aislamiento SARM). Se aisl6 una colonia
sugestiva de ERV o SARM por placa y muestra y se identifi-
caron por pruebas bioquimicas y PCR. Se estudié el fenotipo
de resistencia a antibiéticos por disco-placa y dilucién en
agar (CLSI). Se determinaron los genes de resistencia y de
virulencia por PCR y secuenciacién.

Resultados: Se detecté6 ERV en 5 de las 51 muestras anali-
zadas (10%), identificindose 2 E. faecium con genotipo
vanB2 (4% de las muestras), 2 E. gallinarum y 1 E. casseli-
flavus. Las cepas vanB2, aisladas de una muestra de pollo y
otra de ternera, presentaban resistencia a ampicilina, eri-
tromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina y resistencia de alto
nivel a estreptomicina y kanamicina. Se evidenci6 la inclu-
sién de vanB2 en el transposon Tn1542, ambas cepas conte-
nian el alelo purK16, albergaban los genes de resistencia
erm(A) o erm (B), ant(6"), y aph(3")-I1Ila, y carecian de los ge-
nes de virulencia hyl y esp. Se aisl6 una cepa SARM a partir
de una muestra de origen aviar (2% de las muestras anali-
zadas). La cepa SARM present6 el Staphylococcal Cassette
Chromosome mec SCCmec tipo II y resulté negativa para la
PCR de la leucocidina de Panton-Valentine (PVL).
Conclusiones: La presencia de ERV con genotipo vanB2 y
SARM en la microbiota de alimentos tiene una implicacién
epidemioldgica en la diseminacién de la resistencia. La ca-
dena alimentaria ha de ser considerada como un posible ve-
hiculo de transmisién de cepas resistentes y de genes de re-
sistencia.
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PREVALENCIA DE GENES SUL EN
ENTEROBACTERIACEAE AISLADAS EN EL HOSPITAL
RAMON Y CAJAL DURANTE LAS ULTIMAS DOS
DECADAS

T. Curido!, R. Cantén !, E. Machado?3, L. Peixe??, F. Baquero!
y T.M. Coque !

1Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramén y
Cajal, Madrid, Spain. ’REQUIMTE, Laboratério de
Microbiologia, Faculdade de Farmdcia da Universidade do
Porto, Porto, Portugal. *Faculdade de Ciéncias da Satide,
Universidade Fernando Pessoa, Porto, Portugal.

Objetivos: Estudiar la prevalencia y relacién de sull, sul2 y
sul3 y entornos genéticos asociados en enterobacterias aisla-
das en el Hospital Ramén y Cajal desde 1988 a 2006.

Material y métodos: Se estudiaran 344 aislados (249 Es-
cherichia coli, 56 Klebsiella pneumoniae, 23 Enterobacter, 7
Klebsiella oxytoca, 6 Salmonella spp. y 3 Citrobacter spp.)
productoras de distintas beta-lactamasas de espectro exten-
dido (BLEE) o metalo-beta-lactamasas (MBL) (TEM-4,-12,-
24,-27,-52; SHV-2,-5,-12,-13; CTX-M-1,-3,-9,-10,-14,-15, y -
32; VIM-1, n=234) y no productoras de BLEE de origen cli-
nico (n=70) y de portadores fecales (n=40). Se realizé estudio
de sensibilidad a 15 antibiéticos por difusion en placa (CL-
SI). La busqueda de secuencias habitualmente asociadas a
genes sul (integrones de clase 1, ISCR2, repCpRSme, qacH,
1S26) se hizo por PCR e hibridacién y se caracteriz6 su en-
torno genético por ensayos de PCR solapante basados en se-
cuencias conocidas, long-PCR-RFLP y secuenciacion.

Resultados: El 52% de los aislados fueron resistentes a sul-
famidas (55,8% productores de BLEE y 48,2% no-BLEE).
Sull, 2 y 3 fueron maés frecuentes entre los aislados con
BLEE que en los no-BLEE (54%, 38%, 6% vs 35%, 31%, 2%,
respectivamente). La co-existencia de mas de un gen sul se
demostré en el 27% de los aislados. La resistencia a sulfami-
das transfirié con la de los beta-lactamicos en 47,5%. sull se
asoci6 a integrones de clase 1 en el 78% de los aislados, sul2
a secuencias derivadas de pRSF1010 (20%) y a elementos
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con ISCR2 (18%) y sul3 a integrones de clase 1 inusuales que
contienen qacH en la region 3’CS (62,5%). Este fue identifi-
cado, mayoritariamente en cepas productoras de CTX-M-14
y SHV-12. El anélisis de las secuencias de los genes sul2 y
sul3 revel6 la ausencia de polimorfismos en genes de distin-
tos clones.

Conclusiones: La resistencia actual a sulfamidas perma-
nece elevada a pesar del uso decreciente de estos antibi6-
ticos en la practica clinica durante las ultimas décadas.
Los determinantes genéticos sull, sul2 y sul3 se encuen-
tran localizados en distintas plataformas genéticas dise-
minadas en bacterias gram-negativas productoras y no
productoras de BLEE y aisladas tanto en el medio hospi-
talario como extra-hospitalario. Sul3 se asocia principal-
mente a aislados productores de BLEE procedentes de la
comunidad.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DE
KLEBSIELLA SPP DE ORIGEN HOSPITALARIO

A. Valverde!, M. Gémez?, A. Maldonado?, F. Chaves?,

M. Rodriguez-Barios!, R. Cantén?, J.M. Rodriguez? y R. del Campo*

1Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramén y
Cajal, Madrid. 2Departamento de Nutricién, Bromatologia y
Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid. *Servicio de Microbiologia,
Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid.

Introduccion/objetivos. Klebsiella pneumoniae y Klebsie-
lla oxytoca son importantes patégenos nosocomiales, espe-
cialmente asociados con brotes en Unidades de Cuidados In-
tensivos o en grupos de alto riesgo. El objetivo de este traba-
jo fue estudiar la relacién genética y la sensibilidad
antibidtica de aislados de K. pneumoniae y K. oxytoca obte-
nidos de muestras clinicas en dos hospitales de la Comuni-
dad de Madrid.

Materiales: Se incluyeron 34 K. pneumoniae y 24 K. oxyto-
ca aisladas en los Hospitales Universitarios Ramoén y Cajal
y 12 de Octubre durante 2005-2007. Como control se utiliza-
ron las cepas K. pneumoniae ssp. pneumoniae CECT 517 y K.
oxytoca CECT 860. La identificacién de todas las cepas se re-
aliz6 sistema automatico WIDER (Soria Melguizo, Madrid),
y posterior confirmacién mediante la secuenciacién de un
fragmento interno del gen 16S rRNA. La relacion genética de
todos los aislados se analizé mediante PFGE-Xbal, asignan-
do los diferentes clones mediante la construcciéon de un den-
drograma con el software Phoretrix 5.0. Los aislados de K.
pneumoniae clasificaron en los distintos grupos filogenéticos
segun el esquema descrito por Brisse y cols (Clin Microbiol
Infect, 2004, 10:942). En los aislados con fenotipo productor
de BLEE, se caracterizaron dichas enzimas mediante ampli-
ficacién por PCR con cebadores especificos para cada uno de
los grupos y posterior secuenciacion.

Resultados: Se detecté una gran diversidad genética (34
aislados/32 pulsotipos) en los aislados de K. pneumoniae, co-
rrespondiendo la mayoria de los aislados estudiados (90%) al
grupo filogenético Kpl, y el resto al grupo KplIII. Seis de los
aislados del Hospital 12 de Octubre (servicio de neonatolo-
gia), pertenecientes a 4 clones diferentes, fueron productores
de CTX-M-15. Estas cepas presentaron resistencia a genta-
micina y tobramicina, sensibilidad a ciprofloxacina, y dos de
ellas resistencia a ac. nalidixico. Los aislados de K. oxytoca
también presentaron una gran variabilidad genética (24 ais-
lados/20 pulsotipos), siendo sensibles a todos los antibiéticos,
excepto un aislado resistente a ac. nalidixico.
Conclusiones: Existe una gran variabilidad genética en los
aislados de K. pneumoniae y K. oxytoca de dos hospitales de
Madrid. Asi mismo, todas las cepas eran sensibles a los an-
tibiéticos estudiados, excepto los 6 aislados productores de
CTX-M-15, provenientes del Hospital 12 de Octubre, con un
fenotipo de co-resistencia posiblemente asociado a dicha
BLEE.
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DETECCION DE LOS GENES QNR Y AAC(6")-IB-CR EN
CEPAS DE ESCHERICHIA COLI Y KLEBSIELLA
PRODUCTORAS DE BETA-LACTAMASAS DE
ESPECTRO EXTENDIDO

E. Ruiz!, S. Somalo?, A. Jouini!, L. Vinué!, Y. Sdenz!,

A. Rezusta?, M.J. Revilla,2 M. Zarazaga' y C. Torres!

!Area Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de La
Rioja, Logrofio. ?Servicio de Microbiologia, Hospital
Universitario Miguel Servet, Zaragoza.

Objetivo: Estudiar la prevalencia de los genes qnr y aac(6’)-
Ib-cr en 47 cepas productoras de beta-lactamasas de espec-
tro-extendido (BLEE) y determinar las variantes de dichos
genes.

Material y métodos: Cepas estudiadas: E. coli productoras
de CTX-M-15 (31), CTX-M-1 (2), CTX-M-32 (1), CTX-M-14
(1), CTX-M-14 + SHV-12 (5), SHV-12 (2), BLEE tipo TEM
(3); K. oxytoca productora de CTX-M-15 (1); K. pneumoniae
CTX-M-15 + SHV-11 (1). Se estudiaron los genes qnrA,
qnrB, qnrS y aac(6”)-Ib-cr por PCR y posterior secuenciacion
de los amplicones obtenidos.

Resultados: El gen qnrS se detecté en la cepa K. oxytoca
productora de CTX-M-15. La secuenciacién de dicho gen de-
mostré la presencia de la variante qnrS1. La amplificacién
de los genes qnrA y qnrB fue negativa en las 47 cepas estu-
diadas.

El gen aac(6”)-Ib fue detectado por PCR en 27 cepas, en 26
de las cudles (55% de las cepas estudiadas) se demostré por
secuenciacion la presencia de los cambios aminoacidicos
W102R y D179Y que caracterizan a la variante génica
aac(6”)-Ib-cr. Dicha variante se detect6 en cepas de E. coli y
de Klebsiella CTX-M-15-positivas y en una cepa de E. coli
productora de CTX-M-32. Las mutaciones nucleotidicas en
los tripletes codificantes del aminoacido 102 fueron
TGG—CGG en E. coli y K. pneumoniae y TGG—->AGG en K.
oxytoca. La cepa de K. oxytoca contenia simultdneamente los
genes qnrS1 y aac(6”)-Ib-cr.

Conclusiones: El gen aac(6)-Ib-cr se encuentra amplia-
mente distribuido en las cepas de E. coli y Klebsiella pro-
ductoras de CTX-M-15, detectdndose también en CTX-M-32
positivas. Se destaca la coexistencia de qnrS1 y aac(6”)-Ib-cr
en una cepa de K. oxytoca.
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RESISTENCIA ANTIBIOTICA PRIMARIA DE
HELICOBACTER PYLORI Y SENSIBILIDAD FRENTE
OTRAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

F. Franco!, J H. Garcia!, A. Duque!, R. Sdenz? y R. Pereal!
!Unidad de Microbiologia, ?Unidad de Aparato Digestivo.
Hospital General de RioTinto. Huelva.

Introduccion: Helicobacter pylori esta relacionado con dife-
rentes enfermedades digestivas. La implicacién de esta bac-
teria en la gastritis crénica activa, el linfoma tipo MALT, su
asociacion con la dlcera gastroduodenal y su inclusién como
agente carcinégeno tipo 1, lo ha convertido en un microorga-
nismo de gran interés en patologia humana. Por ello, cree-
mos que es necesario el conocimiento de la sensibilidad o re-
sistencia a los distintos antimicrobianos, empleados para el
tratamiento de la infeccién y erradicacién de Helicobacter
pylori.

Material y método: Se procesaron un total de 155 biopsias
gastricas durante el ano 2007, pertenecientes a los diferen-
tes pacientes que fueron remitidos para esofago-gastroscopia
por presentar sintomas del tracto gastrointestinal superior.
Las muestras recogidas pertenecian a 80 hombres y 75 mu-
jeres cuyas edades se encontraban en un rango de 18 a 88
afos, con una edad media de 55 afios. Se realizé biopsia gés-
trica a todos aquellos pacientes que presentaron una clinica

de dispepsia ulcerosa crénica y lesién endoscépica. Las biop-
sias fueron remitidas al laboratorio de Microbiologia y se les
realizé la prueba de la ureasa en tubo, una tinciéon de gram
y cultivo en medios selectivos para Helicobacter pylori, que
fueron incubados durante cinco dias en condiciones de mi-
croaerofilia a 37°C. Los diferentes aislamientos fueron some-
tidos a pruebas de susceptibilidad antibiética mediante E-
test segin las normas de la CLSI frente a los siguientes an-
timicrobianos: amoxicilina, claritromicina, metronidazol,
levofloxacino, tetraciclina y rifampicina.

Resultados: Se aislé Helicobacter pylori en el 42,3% (66) de
las biopsias remitidas al laboratorio. En el 86,3% (57) de las
muestras con cultivo positvo, se observaron en la tincién de
gram formas compatibles con H. pylori. La prueba de la ure-
asa fue positiva en el 88% (58). Segun los puntos de corte es-
tablecidos por el CLSI y BSAC, lo valores de CMI50 y por-
centaje de resistencia de los aislamientos estudiados frente
a los antimicrobianos de primera linea son los siguientes:
Para la claritromicina (0,016 pg/mL y 15%), amoxicilina
(0,016 pg/mL y 0%) y metronidazol (>256 pg/mL y 57%). Los
resultados obtenidos frente a los antimicrobianos alternati-
vos fueron los siguiente: tetraciclina (0,016 png/mL y 0%), le-
vofloxacino (0,094 ng/mL y 15%) y rifampicina (0,75 pg/mL y
25%) respectivamente.

Conclusiones: La resistencia primaria frentre a metroni-
dazol fue superior a la media Europea y Espafiola. Todos los
aislamientos con resistencia primaria a claritromicina fue-
ron sensibles tetraciclina y el 75% lo fue a levofloxacino. Po-
drian ser antimicrobianos tutiles en terapias de rescate, en
los fracasos de la erradicacion de H. pylori.
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CARACTERISTICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE
ESCHERICHIA COLI PRODUCTORES DE BETA-
LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO EN LA ZONA
OESTE DE MALAGA DURANTE UN PERIODO DE 5
ANOS

R. Rodriguez, A. Infante, MV. Garcia, MM. Gallardo, F. Ropero,
A. Gutierrez, L. Mora, 1. Viciana, M. Ortega y A. Pinedo
Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario “Virgen de la
Victoria” de Mdlaga.

Introduccién: En los dltimos afios venimos asistiendo a un
aumento progresivo de los aislamientos de E. coli producto-
res de beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE) con la
consiguiente dificultad para el manejo de los pacientes por-
tadores de las mismas.

Objetivos: Conocer la evolucion y caracteristicas clinico-epi-
demioldgicas asi como las resistencias asociadas en las cepas
de E. coli portadoras de BLEE en nuestro medio.
Material-métodos: Realizamos un estudio retrospectivo du-
rante un periodo de cinco anos a partir de las muestras re-
mitidas a nuestro laboratorio. Como método de identificacién
y sensibilidad se utiliz6 el sistema automatizado MicroScan
Walkway (Dade Behring). La produccién de BLEE fue confir-
mada mediante métodos de difusion en disco y E-test (Izasa)
asi como microdilucién en paneles de diagnéstico de BLEE de
MicroScan, siguiendo siempre las normas de la CLSI.
Resultados: Desde enero de 2003 a diciembre de 2007 se
aislaron un total de 14082 E. coli de los cuales el 6,57% (925)
eran cepas productoras de BLEE. Al analizar los datos obte-
nidos por afno se ha observado un aumento progresivo en el
aislamiento de estos gérmenes pasando de un 2,72% en el
ano 2003 al 9,69% en el afio 2007. La mayoria de los E. coli
BLEE tenian un origen extrahospitalario (61.51%), y aunque
las orinas fueron las muestras donde se aislaron con mayor
frecuencia (65,1%), casi un 9% procedian de muestras inva-
sivas como hemocultivos. Las 925 cepas pertenecian a 727
pacientes, siendo en su mayoria mujeres (64,1%) frente a un
35,9% de hombres con una edad media de 64,5 afos. En
cuanto a los datos de sensibilidad la mayoria de las cepas de
E. coli BLEE llevaban asociadas resistencia con otras fami-
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lias de antibiéticos siendo las fluoroquinolonas las mas fre-
cuentes (71,13%) seguida de trimetropin-sulfametoxazol
(TXS) (54%), mientras que solo el 2,8% de los aislamientos
eran resistentes a fosfomicina. Por otro lado, la combinacién
de resistencias méds encontrada fue fluoroquinolonas maés
TXS en el 47,45% de los casos.

Conclusiones: Se ha producido un aumento importante de
los aislamientos de E. coli BLEE desde al ano 2003 al 2007
cercano al 7%. La mayoria de las cepas son de origen extra-
hospitalario y fundamentalmente de muestras no invasivas.
Hemos detectado un elevado nivel de corresistencia entre los
E. coli BLEE siendo las fluoroquinolonas la familia mas afec-
tada, mientras que fosfomicina se mantiene como una opcién
terapéutica de primera linea para las infecciones urinarias.
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CONSUMO DE ANTIMICROBIANOS Y SENSIBILIDAD
BACTERIANA EN UN CENTRO SOCIOSANITARIO (2003-
2006)

A. Calderén?, B. Pascual?y E. Riu®

1Seccién de Microbiologia, 2Servicio de Farmacia, Hospital
Municipal de Badalona, *Centro Sociosanitario El Carme,
Centro Sociosanitario El Carme)

Objetivo: Comparar el consumo de antimicrobianos y la
sensibilidad bacteriana durante el periodo 2003-2006 en el
Centro Sociosanitario El1 Carme de Badalona.

Material y métodos: Estudio retrospectivo realizado du-
rante un periodo de cuatro anos (2003-2006). Se calcularon
los consumos de Amikacina (AK), Amoxicilina-clavuldnico
(AMC), Ampicilina/Amoxicilina (AMP), Cefotaxima/Ceftria-
xona (CTX), Ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacino (CP), Genta-
micina (GM), Imipenem (IMP), Levofloxacino (LV), Piperaci-
lina-tazobactam (PTZ) y Trimetroprim-sulfametoxazol
(SXT) en Dosis Diarias Definidas (DDDs) por 100 estan-
cias/dia. Se recogieron las sensibilidades antimicrobianas (S)
de E. coli, P. aeruginosa y E. faecalis.

Resultados: En general se ha observado un aumento del
consumo de los antibiéticos estudiados, excepto para IMP y
PTZ. Los incrementos de consumo (afio 2006 con respecto al
afio 2003) para los distintos antibiéticos han sido: del 1129%
para CAZ, del 322% para AMP, del 307% para AK, del 196%
para CTX, del 175% para LV, del 78% para SXT, del 48% pa-
ra GM, del 29% para CP y del 27% para AMC. El estudio de
sensibilidades evidencia, en general, un descenso de las mis-
mas para E. coli y P. aeruginosa. En E. coli se objetiva una
disminucién en la sensibilidad para CTX y Aztreonam (96%
a 85%), manteniendo sensibilidades por debajo del 85% con
AMC (75%), GM (82%), CP (46%), AMP (22%) y SXT (45%).
Para P. aeruginosa la sensibilidad de la CAZ pasa de 92% a
73%, 1a de GM baja de 62% al 53% y la del IMP desciende del
94% al 71%. Se observa un incremento de E.faecalis con alto
nivel de resistencia a Gentamicina (40% al 70%), mante-
niéndose la sensibilidad de AMP (100%) y CP (30%).
Conclusiones: El analisis evolutivo del consumo de antibi6-
ticos y de las sensibilidades bacterianas parece indicar que
para determinados antimicrobianos el aumento de su consu-
mo repercute de forma negativa en las tasas de sensibilidad.
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ESTUDIO DE LOS FENOTIPOS DE RESISTENCIA EN
AISLADOS DE H. INFLUENZAE DURANTE EL ANO 2007

L.M. Alba, A. Rueda, L. Garrido, P. Capén, M.L. Castillo
y M. Lantero

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Central de
Asturias.

Introducciéon: La mayoria de los H. influenzae resisten a
ampicilina por produccién de B-lactamasa (fenotipo BLPAR),
pero en los dltimos afios se ha observado un aumento pro-
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gresivo del nimero de aislados con resistencia a ampicilina
mediada por cambios en la estructura de las PBPs, con o sin
produccién de B-lactamasa (fenotipos BLNAR y BLPACR
respectivamente).

Hemos realizado un estudio retrospectivo con la intencién de
revisar las resistencias a antimicrobianos de H.influenzae
aislados en muestras con significado clinico en el HUCA en-
tre el 1 de enero y el 31 de diciembre de 2007. Los resultados
se compararon con los de los afios 2002-2006.

Material y métodos: Se incluyeron 168 H. influenzae ais-
lados en 4 hemocultivos, 46 aspirados traqueobronquiales
(AT), 3 lavados broncoalveolares, 36 esputos, 58 exudados
conjuntivales y 21 exudados Gticos.

Se aplicaron los criterios del CLSI para interpretar los re-
sultados de CMI obtenidos por microdilucién en caldo HTM,
con el sistema MicroScan (Dade-Behring)®. La deteccion de
la B-lactamasa se realizé por el test de la cefalosporina cro-
mogénica.

Resultados: De los 168 aislados, 46 (27%) fueron resisten-
tes a ampicilina, beta-lactamasa positiva (fenotipo BLPAR).
Otros 3 aislados (1 hemocultivo, 1 AT y 1 exudado conjunti-
val) fueron resistentes a ampicilina y a amoxicilina/clavula-
nico, betalactamasa negativa (fenotipo BLNAR). Ninguno de
los aislados tenia el fenotipo BLPACR. Todos fueron sensi-
bles a cefotaxima, ciprofloxacino y rifampicina. 9% fueron re-
sistentes a cefuroxima, 4% a cloranfenicol, 28% a cotrimoxa-
zol y 2% a tetraciclina.

Conclusiones: 1. En nuestro hospital, las cepas de H. in-
fluenzae fenotipo BLPAR representan menos del 30% del to-
tal, y las fenotipo BLNAR y BLPACR estan por debajo del
2%. 2. No se observaron cambios en la tasa de resistencia a
los antimicrobianos potencialmente activos frente a H. in-
fluenzae con respecto al periodo 2002-2006.
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DETECCION DE LA CARBAPENEMASA VIM-2 EN
AISLAMIENTOS CLINICOS DE P. AERUGINOSA EN LA
CLINICA UNIVERSITARIA DE NAVARRA (PAMPLONA)
M. Iiigo!, M.C. Rodriguez?, S. Sanchez-Gémez3, M. Fernandez-
Alonso!, G. Martinez de Tejada?, L. Martinez? y J. Leiva®
1Servicio de Microbiologia, Clinica Universitaria de Navarra.
Universidad de Navarra. Pamplona. 2Servicio de Microbiologia,
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Santander.
3Departamento de Microbiologia. Universidad de Navarra.
Pamplona, Universidad de Navarra. Pamplona.

Introduccion y objetivos: La resistencia de Pseudomonas
aeruginosa a carbapenemes se ha establecido como un pro-
blema de impacto universal debido a su dificultad terapéuti-
ca y a su rapida propagacién. La presencia de Metalo-B-lac-
tamasas (MBL) confiere el mds amplio espectro de resisten-
cia. El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de
MBL (tipo VIM, GIM, SIM, SPM e IMP) en aislamientos cli-
nicos de P. aeruginosa resistentes a carbapenemes en nues-
tro centro hospitalario.

Métodos: Se estudiaron 21 cepas clinicas de P. aerugino-
sa resistentes o intermedias a Imipenem (IMP) y/o Mero-
penem (MPM) aisladas en nuestro hospital en el periodo
comprendido entre Enero 2003 y Junio 2007. La relacién
clonal se determiné mediante REP-PCR. La identificacién
y estudios de sensibilidad preliminares se realizaron con el
sistema automatizado Vitek 2. La produccién de MBL fue
detectada fenotipicamente con las tiras de Etest (IMP-
IMP/EDTA) y por el método de microdilucién comparando
las CMIs de IMP y MPM solos o en combinacién con una
mezcla de EDTA 0.4mM y 1,10-fenantrolina 0,04 mM (ED-
TA.Ph). Un ratio de CMIs de IMP (o MPM)/IMP (o0 MPM)
mas EDTA.Ph igual o superior a 8 fue considerado positi-
vo. Adema4s, la hidrélisis de IMP solo 0 en combinacién con
EDTA (5mM) se determiné espectrofotométricamente. Los
genes codificantes para MBL fueron detectados mediante
una PCR multiple (Mendes R et al, JCM 2007) y posterior
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secuenciacién de los amplicones. Se usaron como controles
cepas productoras de las MBL tipo VIM-2, IMP-13, SIM-1,
GIM-1y SPM-1.

Resultados: Tanto el método de la microdilucién como las
tiras de Etest indicaron la presencia de MBL en un tnico ais-
lamiento (CN3). Sin embargo, usando PCR mdltiple y se-
cuenciacién de los amplicones, se detect6 la presencia del gen
blay;, en dos aislamientos no relacionados clonalmente
(CN3 y CN5). La presencia del gen blayy, ,en CN5 fue detec-
tada en 3 ensayos diferentes, usando tanto la PCR muiltiple
como la sencilla con primers especificos para los genes blay;,.
,- Para CN3 y CN5, las CMIs de IMP, IMP-EDTA.Ph, MPM
y MPM-EDTA.Ph fueron 128, 2,64y 2,y 64, 64, 32y 32, res-
pectivamente. La hidrélisis de IMP se detecté espectrofoto-
métricamente sélo en el aislamiento CN3.

Conclusiones: El gen blay;,, fue detectado en dos aisla-
mientos clinicos de P.aeruginosa en Navarra pero s6lo en un
caso la enzima VIM-2 fue la responsable de la resistencia a
los carbapenemes.
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ESTUDIO DE PREVALENCIA DE COLONIZACION POR
ENTEROCOCO RESISTENTES A LA VANCOMICINA EN
EL SERVICIO DE NEFROLOGIA DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE CANARIAS

S. Campos, M.I. Montesinos, T. Delgado, M.J. Ramos,

M. Cuervo, M. Lecuona, M.A. Miguel, A. Torres, B. Castro,

Y. Pedroso, M. Hernéandez y A. Sierra

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario de Canarias

Objetivo: Conocer la prevalencia de colonizacién por ente-
rococos resistentes a la vancomicina (ERV) en pacientes hos-
pitalizados en el servicio de nefrologia de nuestro hospital,
dénde tubo lugar un brote en el afio 2005 con 14 pacientes in-
volucrados.

Material y métodos: Se tomaron torundas rectales a 19 pa-
cientes, a 13 de ellos se les tomé muestra en dos dias alter-
nos y a 6 s6lo un dia. Las torundas rectales se sembraron en
3 medios de cultivo: Agar chromoID™VRE® (AChVRE) (bio-
Mérieux) el cual es un nuevo medio cromogénico y selectivo
para la deteccién de Enterococcus faecium (E. faecium) y E.
faecalis (E. faecalis) resistentes a la vancomicina, el medio
Slanetz Barley® (SB) al que afiadimos discos de vancomicina
y Brain-Heart Infusion Broth® (BHI) al cual le afiadimos
vancomicina y tras 24 horas de incubacién se subcultivé en
AChVRE. Todos los medios se incubaron durante 24 y 48 h.
A cualquier colonia sospechosa se le realizé gram, e identifi-
cién por el sistema Vitek ® (bioMérieux).

Resultados: En ninguno de los pacientes se aislé ni E. fa-
ecium ni E. faecalis resistentes a la vancomicina, sélo se
encontraron dos E. gallinarum pertenecientes a dos pa-
cientes distintos, uno se aislé después de 24 h de incuba-
ci6n del subcultivo en AChVRE del BHI, el otro se aislé del
medio AChVRE a las 48 h. En el medio AChVRE crecieron
colonias verdes y violetas que podria ser interpretadas co-
mo E. faecium y E. faecalis resistentes a la vancomicina
pero fueron identificadas como levaduras (6 de 32 cultivos)
y bacilos gram negativos (2 de 32 cultivos), en el SB cre-
cieron colonias en el interior del halo de inhibicién del dis-
co de vancomicina que se identificaron como Pedioccoccus
spp (2 de 32 cultivos) y bacilos gram negativos (3 de 32). Lo
mismo ocurri6 a las 48h con el subcultivo en AChVRE del
BHI.

Conclusiones: No encontramos pacientes portadores de E.
faecalis ni E. faecium resistentes a la vancomicina. Se aisla-
ron dos E. gallinarum con bajo nivel de resistencia intrinse-
ca a vancomicina (vanC), pero carecen de la importancia epi-
demiolégica en el ambiente hospitalario que tienen E. fae-
cium y E. faecalis cuando adquieren resistencia a
glucopéptidos. El medio AChVRE es un buen medio selecti-
vo para ERV teniendo en cuenta que a las 48h crece flora in-
deseada que dificulta la interpretacion del mismo.
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ADQUISICION ESPORADICA DE RESISTENCIA A
GLICOPEPTIDOS POR CLONES PERSISTENTES Y
ENDEMICOS DE ENTEROCOCCUS FAECIUM
RESISTENTE A AMPICILINA EN UN MISMO HOSPITAL
DURANTE DIEZ ANOS

P. Ruiz-Garbajosa!, G. Cardenas?, M.E. Santos?®, R. Cantén?,

F. Baquero! y T.M. Coque!

IServicio de Microbiologia, ‘Hospital Ramén y Cajal, Madrid.
2Zurita&Zurita Laboratorios, Quito, Ecuador. Facultad de
Farmacia, Universidad de Oporto, Portugal.

Introduccion: El aumento de las infecciones nosocomiales
causadas por Enterococcus faecium resistente a ampicilina
(EfmRA) se ha asociado con la expansién del Complejo Clo-
nal de alto riesgo (CCAR) CC17 que agrupa la mayor parte
de los brotes hospitalarios por E. faecium resistente a glico-
péptidos (EfmRG). Nuestro objetivo fue la caracterizacion
molecular de los aislados de EfmGR de la ultima década en
un area con baja incidencia de resistencia y en ausencia de
brotes epidémicos.

Material y métodos: Se analizaron 11 de las 15 cepas de
EfmRG detectadas durante el periodo 1996-2006 en el Hos-
pital Ramén y Cajal. Como grupo control se incluy6 una co-
leccion de EfmRA de aislados de hemocultivos (He, n=49) y
muestras fecales de individuos colonizados (n=11) aislada
entre 2001-2006. El estudio de clonalidad se realizé median-
te PFGE-Smal y se investigé entre los clones detectados la
presencia del alelo purk-1 asociado a CC17. El anélisis es-
tructural de Tn1546 (vanA) y Tn1547 (vanB) se realiz6 por
Long-PCR de vanRSHAXYZ (11kb) y vanRSYWHBX (6Kb),
posterior digestion de los productos obtenidos con Clal y
BspHI/Dral, respectivamente y comparacién de los patrones
generados, incluyéndose controles de Tn1546 y Tn1547 en
los ensayos.

Resultados: En el periodo de estudio se aislaron EfmRGm
de 15 pacientes (VanA, n=5 y VanB, n=10). Un 40% estaban
ingresados en servicios médicos, 33% quirurgicos y un 27%
en UCIs. EfmRG se recuperé de muestras invasivas (5 he-
mocultivos y 1 liquido organico) en 6/15 pacientes (40%). To-
dos los aislados presentaron co-resistencia a ampicilina y ci-
profloxacino. El andlisis de clonalidad de 11 EfmRG revel6 3
pulsotipos correspondientes a CC17 (Efm-A, B, C). El clon
Efm-B agrupé al mayor nimero de EfmRG (n=6, VanB, n=5)
aislados en periodo 2003-2005 y fue el detectado con mayor
frecuencia entre los EfmRA procedentes de He (n=9). El clon
Efm-A agrupé a un aislado VanA (1998) y EfmRA proceden-
tes de Hc (n=5) y colonizaciéon a (n=5) (2001-2006). Los
Tn1546 y Tn1547 analizados presentaron perfiles de restric-
cion idénticos entre si y correspondientes a las estructuras
tipo de estos elementos.

Conclusiones: La resistencia a vancomicina en enterococos
en nuestro entorno estd favorecida por la presencia de clones
EfmAR endémicos pertenecientes al CCAR-CC17 que ad-
quieren ocasionalmente elementos transferibles que contie-
nen Tn1546 o Tn1547. La escasa incidencia de EfmGR su-
giere una baja estabilidad de estos elementos de resistencia
entre los clones endémicos.
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PERSISTENCIA CLONAL Y EXPANSION DE
ENTEROCOCCUS FAECIUM CC17 CAUSANTE DE
BACTEREMIA (MADRID, 1995-2006)

G. Cardenas-Zurita!, P. Ruiz-Garbajosa?, R. Cantén?,

F. Baquero? y T.M. Coque?

Zurita&Zurita Laboratorios, Quito, Ecuador, 2Hospital Ramén
y Cajal, Madrid, Espafia. 2Servico de Microbiologia.

Objetivo: El objetivo del estudio fue analizar la estructura
poblacional de E. faecium (Efm) causante de bacteriemia en
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los dos tltimas décadas en un drea con elevada prevalencia
de resistencia a ampicilina (RA) y baja prevalencia de resis-
tencia a vancomicina.

Material y métodos: Se analizaron 59 aislados de hemo-
cultivos (Hc) de 59 pacientes (2003-2006) que fueron compa-
rados con 86 aislados de Hc de 84 pacientes (1995-2002) pre-
viamente caracterizados (Coque et al., AAC, 2005; 49). La
sensibilidad a 12 antibidticos fue determinada por microdi-
lucién (CLSI). La relacién clonal se establecié mediante PF-
GE y se investigoé la presencia del alelo purK-1 asociado con
el complejo clonal CC17. Los clones persistentes fueron ca-
racterizados por MLST. Los factores de virulencia/epidemi-
cidad esp e hyl fueron identificados por PCR.

Resultados: Comparando los periodos 2003-2006 y 1995-
2002, se ha producido un incremento de la resistencia a am-
picilina (83% vs 62%), eritromicina (97% vs 76%), resistencia
de alto nivel (RAN) a estreptomicina (80% vs 55%), RAN-ka-
namicina (80% vs 64%) y resistencia a vancomicina (Vc; 8%
vs 3%) que fue significativo para todos los antibiéticos con la
excepcion de Ve (p < 0,05). La mayoria de Efm-RA fueron re-
sistentes a macrélidos, quinolonas y aminoglicésidos. Los 59
Efm estudiados se distribuyeron en 36 pulsotipos (27 EfmRA
y 10 EfmSA) identificaindose 4 clones persistentes: Efm-T
(n=12 EfmRA), en Hc de 16 pacientes de 2001-06; Efm-D
(n=6; 5 EfmRA), en Hc de 21 pacientes de 1997-2006; Efm-A
(n=3 EfmRA), en Hc de 1995-2005; Efm-3 (n=4 EfmRA) iden-
tificado en He de 2005. Todos los clones Efm-RA presentaban
purK-1 asocidndose los clones Efm- T, -D y -A con las se-
cuencias tipo ST16 (T) y ST18 (A, D) dentro de CC17. Los pa-
cientes infectados por clones T, D y A se encontraban hospi-
talizados en servicios quirugicos y médicos localizados en un
area hospitalarias relacionadas. La presencia de esp y hyl
fue identificada en aislados de los clones T y D.
Conclusiones: Se describe un incremento de resistencia a
ampicilina en Efm causantes de bacteriemia en el periodo
2003-2006, que refleja una expansién de CC17. La persis-
tencia de clones endémicos portadores de potenciales deter-
minantes de virulencia en dreas de alto riesgo podria favo-
recer la diseminacién de Efm-VR, como sucede en otros pai-
ses europeos. La baja incidencia Efm-VR indica que factores
no asociados al tipo clonal son también importantes en la di-
seminacion de resistencia a glicopéptidos.
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ESTRUCTURA POBLACIONAL Y ANALISIS
MOLECULAR COMPARATIVO DE ENTEROCOCCUS
FAECALIS RESISTENTE A VANCOMICINA (EFCRYV)
ASOCIADOS A BROTES NOSOCOMIALES EN EUROPA'Y
AMERICA

P. Ruiz-Garbajosa', A. Freitas?, M. Zervos®, S. Donabedian?,

R. Canténl, F. Baquero! y T.M. Coque!

IServicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramén y
Cajal, Madrid, Espafia. ?Facultad de Farmacia, Universidad de
Oporto, Portugal, *Hospital Henry Ford, Michigan, EEUU,
Division of Infectious Diseases.

Introduccion: El objetivo de este trabajo fue analizar la es-
tructura poblacional y los elementos de transmisién horizon-
tal responsables de la resistencia a glicopéptidos en aislados
de EfcRV causantes de brotes nosocomiales en diversas are-
as de Europa y América.

Material y métodos: Se estudiaron 28 aislados de EFcRV
(16 VanA y 12 VanB) causantes de brotes hospitalarios en
Europa (Chipre, Italia, Espafia, Portugal, Serbia y Reino
Unido) (n=8) y América [Estados Unidos, (EEUU) y Argenti-
na] (n=20) entre los afios 1999 y 2003. La estructura pobla-
cional de este conjunto de aislados fue analizada empleando
MLST. El analisis estructural de los transposones Tn1546 y
Tn1547 se realizé6 mediante la amplificacién por PCR de los
elementos vanRSHAXYZ y vanRSYWHBX y posterior diges-
tion de los fragmentos de amplificacion con Clal y
BspHI/Dral respectivamente. La hibridaciéon con sondas es-
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pecificas mediante la técnica de Southerm blot tras la diges-
tion del ADN gendémico con I-Ceul permitié determinar la lo-
calizacion cromosémica o plasmidica de los genes vanA y
vanB mientras que tras la digestiéon con S1-nucleasa se esti-
mo6 el nimero y peso molecular de los pldsmidos que porta-
ron dichos elementos de resistencia.

Resultados: Los 28 aislados de EfcRV se distribuyeron en
los 3 complejos clonales (CCs) y en 3 tipos de secuencia (ST)
diferentes. En América, se detecté el CC9 en Argentina
(n=1), CC2 en EEUU (n=15 12 VanB y 3 VanA) y 3 STs
(n=5). En Europa se detectaron los complejos CC2 (Espaiia,
n=1; Italia n=2), CC9 (Espaiia, n=2) y CC87 (Reino Unido,
n=1; Chipre, n=1y Serbia, n=1). La mayoria de las cepas Va-
nA (13/16) y VanB (9/12) presentaron la estructura comple-
ta del Tnl546 yTnl1547, respectivamente. En todos los
EfcRV el gen vanB (n=12) se localiz6 en el cromosoma mien-
tras que vanA se asocié a pldsmidos de diferentes tamarios
(48-145kb). En EU se detecté la diseminacién de un plasmi-
do de 48kb y en Europa uno de 97kb.

Conclusiones: Se ha detectado la agrupaciéon de EfcRV aso-
ciados a brotes nosocomiales en ciertos CCs adaptados al
ambiente hospitalario. El andlisis de los elementos genéticos
que portan los genes vanA y vanB mostré estructuras con-
servadas con localizacién cromosémica en el caso de vanB
que podria explicar la expansién de una determinada linea
genética (CC2) mientras que vanA se asoci6 a plasmidos al-
tamente diseminados en un mayor namero de CCs.
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IDENTIFICACION DE LOS MECANISMOS DE
MULTIRRESISTENCIA PRESENTES EN CLONES
GENETICAMENTE RELACIONADOS DE
ENTEROCOCCUS FAECIUM VANB2 CC17

S. Valdezate'?, C. Labayru?, A. Navarro!, M.A. Mantecén?,

N. Garrido!, M. Ortega®, M. Garcia® y J.A. Saéz-Nieto!
!Departamento de Bacteriologia, ?Unidad de Alerta y
Emergencia, Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de
Salud Carlos III. Madrid. ?Servicio de Microbiologia, Hospital
General Yagiie. Burgos.

Introduccién: Durante un periodo de 10 meses se aislaron
cepas de Enterococcus faecium resistentes a vancomicina
(VREF) en pacientes hospitalizados en las unidades de Ciru-
gia General, Medicina Interna y UCI del Hospital General
Yagiie (Burgos). Los objetivos del estudio fueron: la caracte-
rizacion de los clones de VREF y la identificacién de los genes
de virulencia y de los mecanismos moleculares de resistencia.
Material y métodos: Las cepas VREF detectadas (n=48, to-
runda rectales, 40; heridas post-quirirgicas, 4; absceso y
drenaje abdominal, 2; orina, 1; liquido ascitico, 1) fueron ca-
racterizadas mediante PFGE, MLST y MLVA. Se estudiaron
los genes de virulencia y epidemicidad esp, hyl, asal, cyl y
gelE. El fenotipo de resistencia presentado Van- Q/D- Amp-
Eri- Cip-Str-Cn- Ak- To determing el estudio molecular de lo
genes implicados mediante amplificacién y secuenciacion:
vanA, vanB, vanC-1, vanC-2/3, vanD y genes relacionados:
vanSg-vanY,, vanXp-ORFC, pbp5-Tn5382 y Tnb5382-like;
vatD, vatE, msrC, vgb(A) y ermB; mefA/E, erm(A), erm(B)
erm(C); tetM; aac(6’)-Ie-aph(2”)-Ia,aph(3’)-Illa y ant(6)-Ia;
gyrA, gyrB, parC y parE

Resultados: Mediante PFGE, se identificaron 8 clones
VREF con un rango de similitud genética 54%-97%. Los clo-
nes 1y 2 (92%) y los clones 3,4,5,6,7 (97%-84%) se hallaban
estrechamente relacionados, siendo el clon 1 el mayoritario
(76,6% pacientes). Todos los clones presentaron idéntico
MLVA-tipo MT-1 y MLST tipo ST-17 (CC17) Los genes de
virulencia detectados fueron: esp en todas las cepas; hylen
4 cepas del clon 1, en 1 cepa de los clones 4, 5 y 8. El meca-
nismo de resistencia a glicopéptidos fué del tipo vanB2
(cambio 151-Ile), con completa identidad de las secuencias
Tnb5383 y de vanS;-vanYy y vanXb-ORFC con otras descri-
tas, e identidad del 99% del gen pbp5 — resistencia a ampi-
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cilina - respecto secuencia VREF X92687.1. Otros mecanis-
mos de resistencia detectados fueron: quinupristina-dalfo-
pristina:ermB; macrolidos y lincosamidas: mefA y ermB; te-
traciclina: tet(M)subgrupo II; aminoglicésidos: ant(6)-Ia,
aph(2?)-Id y aac(6?)-Ie-aph(2?)-Ia; fluoroquinolonas: muta-
ciones en GyrA (clones 1-7: 83-Tyr; clon 8: 83-Arg), muta-
ciones en ParC (61-Gly, 80-Ile), sin cambios en GyrB y Pa-
rE.

Conclusion: La presencia y diseminacion de clones de E. fa-
ecium CC17 vanB2 con capacidad epidémica y de multiresis-
tencia constituye uno de los actuales problemas microbiols-
gicos en el ambito hospitalario.
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PROYECTO MIURA: EFECTO SOBRE LA EVOLUCION
DEL CONSUMO DE ANTIBIOTICOS

J. Colominal, G. Sarri6?, V. Dominguez!, N. Ortal y A. Guerrero!
Servicios de 'Microbiologia y de ?Farmacia Hospitalaria.
Hospital Universitario de La Ribera. Alzira (Valencia).

Introduccién y objetivo: A finales de 2003 comenzé a de-
sarrollarse, en el Departamento de Salud 11 de la Comuni-
dad Valenciana, el proyecto MIURA (Modelo Integrado para
el Uso Racional de Antimicrobianos), en el cual, mediante di-
versos tipos de intervenciones (jornadas de formacién en en-
fermedades infecciosas, tasas de resistencias bacterianas lo-
cales, boletines, posters, cuias publicitarias en radio, etc.) se
pretendia mejorar el uso de antibiéticos en nuestra area de
salud. El objetivo del presente trabajo ha sido analizar la
evolucion del consumo de antibidticos y valorar la repercu-
sién de la implantacién del MIURA.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio del consumo de
antibiéticos durante los afios 2000-2006. Todos los antibi6ti-
cos seleccionados estaban incluidos en el grupo J01 (antibac-
terianos sistémicos); en ningun caso se seleccionaron antivi-
rales, antimicéticos y antimicobacterianos. La informacion
sobre el consumo de antibiéticos se obtuvo a través de la
aplicacion GAIA (Direcciéon General de Prestacion Farma-
céutica, Conselleria Sanitat, Generalitat Valenciana); dnica-
mente se consideré la dispensacion de recetas médicas, sin
incluir dispensaciéon farmacéutica libre ni la practica priva-
da; como unidad técnica de medida se emple6 la DHD (dosis
diaria definida/1.000 habitantes/dia). El anélisis de consumo
se efectud por afos y se consideraron los principales antibi6-
ticos utilizados.

Resultados: Observamos unas tasas de consumo elevadas
(> 20DHD/afio), con un claro ascenso durante el afio 2003
(Tabla). Desde la implantacion del proyecto MIURA y hasta
el 2006, se ha detectado un descenso global de 4.06 DHD en
el consumo medio de antibiéticos.

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Penicilinas 11,57 10,35 10,75 11,45 11,09 11,95 11,46
Cefalosporinas 4,46 4,11 4,16 4,62 4,12 421 3,76
Macrolidos 5,62 5,08 571 573 4,73 434 298
Quinolonas 3,27 3,46 3,43 3,38 3,23 3,33 3,08
Otros 1,97 2,05 206 202 299 198 1,89
TOTAL 26,89 25,05 26,11 27,20 26,16 25,81 23,17

El grupo terapéutico mas consumido es el de los beta-lacta-
micos, fundamentalmente el subgrupo de las penicilinas. En
la evolucién del consumo destaca una disminucién del uso de
macrolidos en los dltimos tres afnos. Por principios activos, el
antibiético méds utilizado es la amoxicilina-clavulédnico, se-
guido de otros b-lactamicos orales como ampicilina/amoxili-
na y cefuroxima; la penicilina, sin embargo, se usa escasa-
mente. Claritromicina es el macrélido mas utilizado. Cipro-
floxacino es la quinolona més consumida, aunque se detecta
un claro descenso en los ultimos afnos a expensas de otras
fluorquinolonas més recientes como levofloxacino y moxiflo-
xacino.

Conclusiones: Durante el periodo de estudio, la implanta-
ci6n, mantenimiento y consolidacién del proyecto MIURA es-
ta influyendo positivamente en la disminucién del consumo
de antibiéticos en nuestra drea de salud, como demuestra el
descenso en DHD en los ultimos afios.
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TIPIFICACION MOLECULAR DE ACINETOBACTER
BAUMANNII EN UN HOSPITAL DE TERCER NIVEL
M.E. Cano!, J. Calvo!, C. Fernandez-Mazarrasa', B. Ruiz del
Castillo!, I. Monteagudo?!, M. Romo! y L. Martinez-Martinez!?
IServicio de Microbiologia, Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. 2Departamento de Biologia Molecular, Universidad
de Cantabria.

Objetivos: Estudiar la relacion clonal de los aislados de A.
baumannii obtenidos en nuestro centro entre enero-04 y ju-
nio-07 y comparar los perfiles de resistencia a los antimicro-
bianos entre los distintos patrones obtenidos por tipificacion
molecular.

Material y métodos: Se han estudiado todos los aislamien-
tos de A. baumannii procedentes de muestras clinicas (no se
incluyen estudios de vigilancia epidemiolégica) obtenidos en
el H. U. Marqués Valdecilla (Santander) entre enero-04 y ju-
nio-07. La identificacién se realizé con el sistema MicroScan,
confirmdandose por ARDRA en una muestra representativa
de aislados. La relacién clonal de los aislados (1 por pacien-
te) se evalu6 por REP-PCR y (para aislados representativos
de los diferentes patrones) PFGE. La sensibilidad a los anti-
microbianos se estudi6 con MicroScan y, para un grupo de
aislados (n=85), también mediante microdilucién (CLSI).
Resultados: En el periodo de estudio se han identificado
1251 aislados de A. baumannii, de los que se analizaron 351
por REP-PCR, procedentes de: hemocultivos (42), otros li-
quidos estériles (13), orina (37), muestras respiratorias
(124), heridas (92) y otras muestras (43). Se identificaron 73
patrones de REP-PCR (dos o m&s bandas de diferencia).
Cuatro de estos patrones incluian 245 aislados (72%): patrén
I (117 aislados), patrén X (93), patrén XVII (32) y patrén
XXIV (13). Todos los aislados del patréon I se identificaron
entre enero-04 y septiembre-05, representando el 69% del to-
tal de A. baumannii analizados de ese periodo. De los 93 ais-
lados del patrén X, 89 (96%) se obtuvieron entre diciembre-
06 y junio-07 (79% de los A. baumannii de ese periodo). Por
otra parte, los aislados de los otros dos patrones mayorita-
rios se aislaron esporadicamente entre septiembre-04 y fe-
brero-07 (patrén XVII) y entre julio-05 y marzo-07 (patrén
XXIV). A. baumannii se aisl6 en pacientes ingresados en 30
unidades del Hospital. 162 de los 351 (46%) aislados corres-
pondian a pacientes ingresados en UCI. Los porcentajes de
sensibilidad de los aislados de los patrones mayoritarios I-X-
XVII-XXIV fueron de 0-1-0-100 (meropenem), 76-4-15-100
(amikacina), 0-6-92-92 (ceftazidima), 0-2-0-8 (ciprofloxacino)
y 96-4-15-100 (cotrimoxazol).

Conclusiones: En nuestro centro hemos observado una en-
demia policlonal por A. baumannii. A lo largo de los 42 me-
ses de estudio, han persistido 4 clones principales (tres de ce-
pas multirresistentes), de los cuales 2 han sido responsables
de sendos brotes.
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ANALISIS DE RESISTENCIAS BACTERIANAS VERSUS
CONSUMO DE ANTIBIOTICOS INTRAHOSPITALARIOS
J. Colomina', V. Dominguez!, N. Orta!, A. Sanchez?

y A. Guerrero!

Servicios de 'Microbiologia y de ?Farmacia Hospitalaria.
Hospital Universitario de La Ribera, Alzira (Valencia).

Introduccion y objetivo: El objetivo del presente estudio
ha sido describir y analizar el consumo de antibiético y las
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tasas de resistencia bacteriana durante un periodo de 6 afios
a través de determinadas bacterias multirresistentes.
Material y métodos: Ambito de estudio: Hospital de La Ri-
bera (hospital de referencia del Departamento de Salud 11 de
la Comunidad Valenciana; censo: 235.000 habitantes. Tipo de
estudio: retrospectivo. Periodo: 2000-06. Disefo y mediciones:
la informacién sobre el consumo intrahospitalario de antibi6-
ticos se obtuvo a través del Servicio de Farmacia Hospitalaria;
como unidad técnica de medida de consumo se emple6 DHD
(dosis diaria definida)/1.000 habitantes/dia) por 100 estan-
cias/dia. Los datos de resistencias bacterianas en pacientes in-
gresados fueron proporcionados por el Servicio de Microbiolo-
gia. Los microorganismos y antibi6ticos analizados fueron:
Pseudomonas aeruginosa y A. baumannii e imipenem, E. clo-
acae y ceftazidima, E.coli y ciprofloxacino, E. coli/Klebsiella
pneumoniae productores de BLEE y cefalosporinas de 3* ge-
neracion, y S. aureus y cloxacilina. La identificacién de los ais-
lados y los estudios de sensibilidad se realizaron de forma se-
miautomatizada (MicroScan, Dade-Behring).

Resultados:

Tabla 1. Evolucion del % de resistencias (nimero total de aislamientos).

Bacteria 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
P. aeruginosa 28 55 45 58 52 62 61
R-imipenem (126) (183) (174) (205) (159) (149) (150)
A. baumannii 0 17 16 0 7 37 2
R-imipenem 3) @12 @3 (3 (60 5 (B2
E. cloacae 20 24 16 33 29 28 24
R-ceftazidima (34) (29) (50) (60) (34) 47 (37
E. coli 21 26 29 36 34 33 40

R-ciprofloxacino ~ (228) (280) (290) (301) (314) (256) (277)
1

E. coli 3 3 3 9 15 16
BLEE+ (228) (280) (290) (301) (314) (256) (277)
K. pneumoniae 4 6 6 1 1 19 49
BLEE+ (23) (36) (34) (39 (32) (47) (83)
S. aureus 37 20 24 22 13 34 42
R-meticilina (103) (80) (88) (99) (81) (102) (34)

Tabla 2. Evolucion del consumo de antibidticos (DHD/100 estancias/dia).

Antibiético 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Amoxicilina-

Clavulénico 31,68 36,01 35,38 38,95 49,05 49,43 37,09
Cloxacilina 0,18 1,52 0,68 0,78 0,81 0,61 0,61
Cefalosporinas

3? generacion 0,77 0,39 146 145 0,77 044 9,61
Imipenem 1,69 1,99 197 131 224 280 354
Ciprofloxacino 7,70 6,35 5,75 594 1,62 7,07 8,04

Conclusiones: El incremento del consumo intrahospitala-
rio de imipenem puede haber influido en el incremento de las
tasas de resistencias bacterianas de P. aeruginosa R-impe-
nem. Este hecho también se evidencia en el caso de las cefa-
losporinas de 3° generacién y el incremento de E. coli
BLEE+, ya que la presiéon selectiva ejercida por su consumo
podria favorecer la diseminacién de estas cepas resistentes.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE UN BROTE POR
KLEBSIELLA PNEUMONIAE PRODUCTORA DE TEM-4
EN UNA UCI NEONATAL

C. Velasco?, J. Rodriguez-Bafio?, L. Garcia?, P. Diez?, C. Lupién?,
L. Duran*y A. Pascual?

!Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina.
Universidad de Sevilla. *Servicio de Microbiologia,
3Enfermedades Infecciosas y *Neonatologia, Hospital Virgen
Macarena. Sevilla.

Introduccion: Klebsiella pneumoniae productor de BLEE
es un patégeno de importancia creciente en las unidades ne-
onatales. Se describe la epidemiologia molecular de un brote
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de infeccién /colonizacién por K. pneumoniae, en una unidad
neonatal, que consigui6 erradicarse.

Material y métodos: Desde la deteccién del caso indice
(Agosto 2005) se inici6 un programa de control que incluyé
cultivos de cribaje a los pacientes ingresados, precauciones
de contacto, limpieza ambiental y refuerzo de personal. La
identificacion se realizé mediante el sistema API 20E y la
sensibilidad a los antimicrobianos mediante microdilucién.
La produccién de BLEE se confirmé mediante difusién con
doble disco. La relacion genética de los aislados se estudio
mediante electroforesis en campo pulsado. La caracteriza-
cién del enzima se efectué mediante pl, PCR, conjugacion y
secuenciacion. El andlisis plasmidico se realiz6 mediante
electroforesis y Southern-RFLP con una sonda de bla qgy4-
Resultados: Durante el brote ingresaron 503 pacientes en
la unidad; se realiz6 frotis rectal a 444 (88%) de ellos y 161
resultaron colonizados por K. pneumoniae productor de
BLEE (36% de los ingresados estudiados). Solo 15 (9% de
los colonizados) desarrollaron una infeccién, y ninguno fa-
llecié como consecuencia de ésta. La evolucion de la curva
epidémica mostré una evolucion en dos olas (agosto-diciem-
bre 2005 y enero-marzo 2006) con una reduccién del nime-
ro de casos nuevos entre ambas, hasta su erradicacién en
marzo 2006. Para tipacién molecular se estudiaron 47 ais-
lados que incluyeron todos los aislados clinicos mas un ais-
lado semanal obtenido de muestras de vigilancia. Los ais-
lados se agrupaban en dos clones (A y D), distribuidos cada
uno en una de las dos etapas del brote. Los aislados del clon
A eran sensibles a cotrimoxazol mientras que los del D eran
resistentes. Los aislados de ambos clones producian SHV-
11 y TEM-4 (pI 7.6 y 5.4 respectivamente). Los pldsmidos
analizados tienen tamanos y perfiles hibridacién en Sout-
hern-RFLP muy similares. No se detect6 SHV-11 en los
transconjugantes.

Conclusiones: El brote fue causado por la diseminacién ini-
cial de un clon de K. pneumoniae que fue sustituido por otro
clon, expresando ambos SHV-11 y TEM-4. El analisis plasmi-
dico preliminar indica que TEM-4 se localizaba en un mismo
pldasmido transferido horizontalmente entre ambos clones.
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SENSIBILIDAD AN TIBIQTICA DE NEISSERIA
GONORRHOEAE EN EL AREA SANITARIA 6 DE
MADRID

R. Millan, R. Martinez-Ruiz, B. Orden y *E. Agudo

Servicio de Microbiologia, H.U. Puerta de Hierro,

(C.E. Argiielles), Madrid. *Universidad Europea de Madrid.

Objetivo: Conocer el numero y sensibilidad antibiética de
las cepas de N. gonorrhoeae aisladas en muestras genitales
en el Area Sanitaria 6 de Madrid, durante un periodo de 8
afios (2000-2007).

Material y métodos: Estudio retrospectivo de los aisla-
mientos de N. gonorrhoeae en exudados uretrales, endocer-
vicales y vaginales, desde el 1 de enero de 2000 hasta el 31
de diciembre de 2007. Las muestras se sembraron en medios
habituales y selectivos (Thayer-Martin o Martin-Lewis) y se
incubaron en atmésfera de CO, durante 72 horas. Las colo-
nias sospechosas se identificaron mediante la prueba de ci-
tocromo oxidasa y la galeria Api NH (Biomerieux). Se estu-
di6 la sensibilidad a penicilina, cefotaxima, tetraciclina y ci-
profloxacino, por el método de difusién disco-placa y la
deteccion de betalactamasa se realizé con un disco de nitro-
cefina (Becton Dickinson).

Resultados: Se aislaron un total de 138 cepas de N. gonorr-
hoeae de muestras genitales. El 95,7% (132) de los aislados
procedian de exudados uretrales, 2,9% (4) de exudados en-
docervicales y 1,4% (2) de exudados vaginales. El rango de
edad de los pacientes fue de 17 a 75 afios, la media de edad:
30,35 afios, desviacion estandar: 8,74. De los 138 pacientes,
61 (44%) fueron inmigrantes, procedentes de Centro y Suda-
mérica (37), Africa (16), Europa (5) y Asia (3). El namero de
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aislamientos ha ido aumentando a lo largo de los afos desde
4 en el afio 2000 hasta 36 el el 2007.

La resistencia a penicilina fue 20,3% (28 cepas), el 80% de
las cuales fueron productoras de betalactamasa; la resisten-
cia a tetraciclina fue del 15,2% (21 cepas) y la resistencia a
ciprofloxacino 18,1% (25 cepas). Todas las cepas fueron sen-
sibles a cefotaxima.

Conclusiones: 1. Se observa un incremento de los aisla-
mientos en exudados uretrales de N. gonorrhoeae a lo largo
de los afios revisados, pasando de un 2,2% en 2000 hasta un
9,8% en 2007. 2. La resistencia global a penicilina es del
20,3%, oscilando entre el 22,3% en 2000 y el 29,6% en 2006.
3. La resistencia global a tetraciclina es del 15,2%, oscilando
entre el 8,4% en 2002 y el 21% en 2005. 4. Aparecen cepas
resistentes a ciprofloxacino en el afio 2004 (14,3%) y el por-
centaje va aumentando hasta un 40,7% en 2006.
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ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS AISLADOS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A
METICILINA (SARM) DURANTE UN ANO EN UN
HOSPITAL DE SEGUNDO NIVEL

M.L. Villegas!, C. Cortés-Lletget!, M. Gonzalez?, J. Valencia?,
G. Calvo'!, F. Rubio?, B. del Val Romero?®, R. Clivillé Abad?

y C. Alonso-Tarrés?®

1Servicio de Medicina Interna, >Enfermera de control de
infecciones, 3Servicio de Microbiologia, Hospital General de
L’Hospitalet. L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona.

Objetivos: Estudio descriptivo de los aislados de SARM en
funcién de la ubicacién hospitalaria, del producto y del servicio
en el 2007. Diferenciar entre muestras de cribado y clinicas.
Material y métodos: Se revisé el origen (hospitalizacién,
urgencias o consultas externas). Se clasific6 segin el tipo de
muestra y de que fueran de cribado o clinicas. Se excluyeron
los aislados procedentes del mismo paciente en la misma
muestra del mismo ingreso. Se estudié la presencia de leu-
cocidina de Panton-Valentine (Genotype MRSA2.0 Hain) en
los casos de infecciones cutdneas y respiratorias en los que
se sospeché clinicamente, y en cepas sensibles al resto de los
antibiéticos. (Se someten a cribado por SARM a los pacien-
tes que provienen de otras instituciones sanitarias y pacien-
tes con antecedentes de cultivos positivos).

Resultados: Se aislaron 100 muestras positivas para SARM
en 70 pacientes. Las de cribado (52) fueron el 52% (frotis na-
sal 49, perineal 3). La edad media fue de 76,1 afos (18-94); en
los pacientes con cribado positivo 80,5 y los de muestra clini-
ca positiva 71,5 (p = 0,00481). El 51% fueron mujeres. En 18
se aisl6 SARM en mas de una muestra. 80 aislados procedian
de pacientes hospitalizados (80%), 13 de consulta externa
(13%) y 7 de urgencias (7%). El 65% de las de cribado se soli-
citaron en servicios médicos. De las muestras clinicas, las de
lesiones cutdneas fueron 28, las respiratorias 12, orina 4, san-
gre 3 y 1 exudado 6tico. El 55% (15) de las cutaneas, procedi-
an de Cirugia Vascular (8 en consultas externas y 7 en hospi-
talizados). Se aislaron 6 SARM en 5 pacientes ingresados en
UCI: 3 en muestras respiratorias, 1 hemocultivo y 2 frotis na-
sales. Uno de ellos tenia una muestra respiratoria y 1 hemo-
cultivo positivo. Se hallé la leucocidina de Panton-Valentine
en 3 cepas de un total de 7 en los que se estudié.
Conclusiones: 1. Edad media mayor en muestras de criba-
do. 2. La mayoria de muestras de lesiones cutdaneas fueron
de Cirugia Vascular. Este servicio constituye un foco impor-
tante de SARM a tener en cuenta. 3. La frecuencia de SARM
en consultas externas y urgencias refleja, probablemente,
una poblacion de pacientes con contactos frecuentes con el
sistema sanitario. 4. La baja frecuencia de SARM en las zo-
nas de riesgo (UCI) y la alta proporcién en muestras de cri-
bado sugiere, por un lado, que la mayoria de las cepas se en-
cuentran en el paciente en el momento del ingreso; y, por
otro, una alta endemicidad en los centros de nuestra zona
(socio-sanitarios y otros).
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APLICACION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS
EN EL DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS (TB). NIVEL
DE RESISTENCIAS DE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

M. Moreno!?, J.A. Mirén?!, M. Alonso!, J. Iglesias?, C. Moyano?

y M.C. Sdenz!

!Departamento de Medicina Preventiva, Salud Piublica y
Microbiologia Médica, Hospital Clinico Universitario,
Salamanca. %Servicio de Andlisis Clinicos, Hospital Los
Montalvos, Salamanca.

Introducciéon: Los métodos microbioldgicos siguen constitu-
yendo la tnica via para confirmar el diagnéstico en TB. La
aparicién de M. tuberculosis resistente a los farmacos antitu-
berculosos supone una amenaza para el control de la enferme-
dad, hecho intimamente relacionado con los tratamientos in-
correctos y la inefectividad de los programas de control; por
ello, el nivel de resistencias puede representar un parametro
sobre la realizacion de los tratamientos en una comunidad.

El objetivo general fue cuantificar la utilizacién de los mé-
todos microbioldgicos en el diagnéstico de 1a TB y la frecuen-
cia de aparicién de resistencias de M. tuberculosis.
Material y métodos: Estudio descriptivo, basado en la re-
visién de historias clinicas de una cohorte de pacientes de la
Atencion Especializada del Area de Salud de Salamanca, con
tratamiento antituberculoso iniciado entre 1-Enero-2000 y
31-Diciembre-2004. La informacion obtenida a través de tal
revision se complet6 con los archivos microbiolégicos de los
hospitales del area. Los casos de TB fueron seleccionados se-
gun criterios de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégi-
ca (RENAVE). La sensibilidad a los antituberculosos se de-
terminé con el método de las proporciones de Canetti.
Resultados: De los 321 pacientes, se analizaron muestras
microbioldgicas en 309 pacientes (IC 95%: 96,3 + 2); en el
57,6% se trataba de muestras de una tnica localizacién ana-
témica, siendo ésta la situacion méas habitual, que coincidié
con la mediana. El tipo de muestra més frecuentemente pro-
cesada fue la de esputo, en el 72,6% del total de enfermos. Hu-
bo al menos un tipo de muestra con cultivo positivo en 220 pa-
cientes; en 185 cepas se conocia el resultado del antibiograma.
En el 33% de ellas se aislaron bacilos resistentes a alguno de
los farmacos; en un 8,1% se hall6 resistencia a alguno de los
de primera linea y en un 1,6%, multirresistencia. Por farma-
cos, la mayor tasa de resistencia fue para estreptomicina
(57/185; 30,8%), seguida de rifampicina (3,8%), isoniazida
(3,2%), pirazinamida (2,7%) y etambutol (1,1%). En el 29,2%
de los casos en que se conocia el resultado del estudio de sen-
sibilidad se trataba de resistencias primarias (88,5% de cepas
resistentes); se corroboraron resistencias secundarias en el
3,8% (11,5% de cepas resistentes). Todas las multirresisten-
cias se dieron en sujetos con tratamiento previo incorrecto.
Conclusiones: La tasa global de resistencias de M. tuberculo-
sis en nuestro medio es alta. Por ello, consideramos necesario re-
alizar sistemdticamente antibiograma a todas las cepas, para
establecer el tratamiento correcto en cada caso, asi como pro-
mover estrategias que aseguren el cumplimiento terapéutico en
todos los pacientes, para disminuir la frecuencia de aparicion de
mutantes resistentes a los actuales farmacos antituberculosos.
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CAMBIO EPIDEMIOLOGICO DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAE PRODUCTOR DE BLEE EN UN HOSPITAL
UNIVERSITARIO EN MADRID

S. Perdices, A. Valverde, T.M. Coque, F. Baquero y R. Cantén
Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramaén

y Cajal, Madrid.

Introduccion: En los dltimos afios, los aislados productores
de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) han sufri-
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do un aumento espectacular, especialmente asociados a Es-
cherichia coli. En este escenario, Klebsiella pneumoniae (Kp)
continua representando un importante reservorio para di-
chas enzimas. El objetivo del estudio fue analizar los aisla-
dos de Kp productores de BLEE del Hospital Ramén y Cajal
recogidos en 2005 y comparar dicha situacion con la obser-
vada en anos anteriores. (Valverde y cols. JAC 2008; 61:64-
72).

Meétodos: Los aislados de Kp obtenidos en 2005 se estudia-
ron para determinar la produccién de BLEE. Se seleccioné
un aislado por paciente para estudios de clonalidad (Xbal-
PFGE y grupos filogenéticos) y caracterizacion de BLEE
(IEF, PCR y secuenciacién). Las resistencias a antibiéticos
no beta-lactdmicos se determinaron por difusiéon en disco.
Resultados: Se identificaron un total de 18 Kp productoras
de BLEE (2,4% del total de aislados) en 18 pacientes [38,9%
(7/18) quirurgicos; 16,7% (3/18) médicos; 11,1.% (2/18) UCI;
33,3% (6/18) extrahospitalarios], con tendencia mantenida al
aumento del nimero de aislados procedentes de pacientes de
la comunidad (p < 0,01). La distribucién de BLEE fue: 33,3%
(6/18) grupo CTX-M-1, 16,6% (3/18) TEM y SHV, 11,1%
(2/18) CTX-M-14 y 22,2% sin determinar. Es remarcable la
presencia de aislados productores de CTX-M-10 y CTX-M-15,
siendo ésta la BLEE predominante (4/18). Todos los aislados
productores de CTX-M-15 se encuentran en dreas quirdrgi-
cas lo que refuerza el caracter hospitalario de esta enzima
asociado a Kp. El analisis poblacional indica la persistencia
de clones epidémicos previamente detectados asociados a
TEM-4, CTX-M-15 y CTX-M-10. La mayoria de los aislados
pertenecen al filogrupo Kpl y KpIII se asoci6 a CTX-M-10. Se
ha observado un aumento de resistencia a tobramicina
(80%), ac. nalidixico (60%) y sulfamidas (73,3%). Todos los
aislados CTX-M-10 fueron sensibles y los productores de
CTX-M-15 fueron todos resistentes a tobramicina y kanami-
cina.

Conclusiones: En nuestra institucion, Kpcontinta siendo
un microorganismo importante en la diseminacién y mante-
nimiento de las BLEE.Es notable el cambio epidemiolégico
producido en estos aislados, con un aumento de CTX-M-15
desde su primera detecciéon en 2002, encontrandose princi-
palmente en el dmbito hospitalario. Asimismo, el aumento
en el nimero de aislados procedentes de la comunidad sigue
representando un claro desafio para el control de las infec-
ciones nosocomiales.
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PREVALENCIA DE LOS GENES QNRA, QNRB Y QNRS, Y
AAC(6)-IB-CR EN ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR
DE BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
AISLADOS DE ALIMENTOS, PORTADORES SANOS,
INFECCIONES URINARIAS Y BACTERIEMIAS

1. Garcia', J.M. Rodriguez-Martinez!, C. Velasco!, M.C. Conejo,
L. Léopez-Cerero!, A. Briales?, L. Martinez-Martinez?

y A. Pascual*?

!Departamento de Microbiologia, Universidad de Sevilla, Sevilla.
2Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, Santander. 3Servicio de Microbiologia, Hospital
Universitario Virgen Macarena. Sevilla.

Objetivos: Se ha descrito la asociacion entre la expresion de
determinadas beta-lactamasas, especialmente BLEEs, y la
resistencia a quinolonas mediada por plasmidos. En los ulti-
mos afios, se ha observado un aumento en los porcentajes de
resistencia a quinolonas y beta-lactamicos en aislamientos
de E. coli de muestras de orina procedentes de la comunidad
y de bacteriemias, asi como un aumento significativo de la
produccion de BLEESs en estas cepas. El objetivo de este es-
tudio fue detectar la presencia de resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos en cepas de E. coli productor de
BLEE de procedencia humana o alimentaria.

Material y métodos: El estudio se realizé con 385 cepas de E.
coli productoras de BLEEs. 55 se aislaron de orina de pacientes
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de la comunidad, 63 de muestras carnicas, 71 de muestras fe-
cales de portadores sanos y 196 de hemocultivos. Para la de-
teccién de los genes qnrA, qnrS, qnrB y aac(6”)-Ib-cr realizamos
una PCR con cebadores especificos (qnrAl: 5-GGGTATGGA-
TATTATTGATAAAG-3’, qnrA2: 5- CTAATCCGGCAGCAC-
TATTA-3’; qnrS1: 5-CAATCATACATATCGGCACC-3’, qnrS2:
5- AGTTCTTGCTGCCAGGCTGC-3’; qnrB1-A: 5"-ATGACGC-
CATTACTGTATAA -3°, qnrB1-B 5-GATCGCAATGTGTGA-
AGTTT-3%; Aac(67)-Ib-1: 5-ATATGCGGATCCAATGAGCA-
ACGCAAAAACAAAGTTAG-3"; Aac(6')-Ib-2: 5-ATATGCGA-
ATTCTTAGGCATCACTGCGTGTTCGCTC-3"). Los amplificados
fueron visualizados en gel de agarosa y secuenciados.
Resultados: qnrAl se detect6é en dos cepas de E. coli bac-
teriémicas, al igual que qnrS1, siendo la prevalencia de
genes qnr en esta colleccién del 2%. En el resto de colec-
ciones no se detectaron genes qnr. En el caso del gen
aac(6”)-Ib, éste se detecté en 32 de las 385 cepas evalua-
das (8,3%) repartidas del siguiente modo: 5 cepas aisla-
das en orina de pacientes de la comunidad (9%), 4 cepas
aisladas de portadores sanos (5,6%) y 23 cepas de bacte-
riemias (11,7%). Este gen no se detecté en cepas de origen
carnico. En la mayor parte de las cepas en la que se de-
tecté aac(67)-Ib, la secuenciacién mostré que era la va-
riante aac(6”)-Ib-cr (73%).

Conclusiones: En las cepas de E. coli productor de BLEEs
estudiadas, la prevalencia del gen aac(6’)-Ib-cr fue mayor
que la de los genes qnr. El gen aac(6”)-Ib-cr se identificé en
cepas de origen humano, pero no en las de origen alimenta-
rio. Los genes qnrA y qnrS se detectaron exclusivamente en
cepas causantes de bacteriemia.
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SEROTIPOS, GENES DE VIRULENCIA, GRUPOS
FILOGENETICOS Y TIPADO MOLECULAR POR PFGE
DE AISLADOS CLINICOS DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTORES DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO (BLEES) CTX-M14 Y CTX-M-15

M.PM.P Alonso"?, M.H. Nicolas-Chanoine®*, M. Blanco!,

G. Dahbi?, A. Mora,!, J.E. Blanco?, C. Lépez!, V. Leflon-Guibout?,
B. Puentes’, A. Herrera!, M. A. Coira?, F. Garcia-Garrote?,

J.M. Pita? y J. Blanco!

!Laboratorio de Referencia de E. coli, Facultad de Veterinaria,
Universidad de Santiago de Compostela, Lugo. 2Unidad de
Microbiologia Clinica, Complejo Hospitalario Xeral-Calde, Lugo.
3Service de Microbiologie, Hopital AP-HP Beaujon, Clichy.
‘Faculté de Médecine, Université Paris 7, Paris.

Introducciéon: Las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) son enzimas capaces de hidrolizar las cefalosporinas
de amplio espectro y los monobactams, pero no a las cefami-
cinas o los carbapenemes. En las decadas de los afos 80 y 90
del siglo pasado predominaban las BLEEs de los tipo SHV y
TEM, pero en la actualidad las més prevalentes son las de la
familia CTX-M.

Objetivos: En nuestro hospital hemos observado un au-
mento importante del nimero de aislados de E. coli produc-
toras de BLEEs y por ello hemos decidido hacer un estudio
para conocer el tipo de enzima que producen, sus serotipos y
genes de virulencia y sus relaciones filogenéticas y clonales.
Material y métodos: Se estudiaron 119 aislados de E. coli
productores de BLEEs obtenidos durante un periodo de 18
meses (2005-2007) de pacientes internos y externos del Com-
plejo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo. La mayoria de las
cepas procedian de urocultivos (72.3%) o hemocultivos
(12.6%). El tipo de enzima producido se determino por PCR
y secuenciacién del genoma amplificado. También por PCR
se determinaron los grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) y los
genes de virulencia (papC, sfa/focDE, afa/draBC, hlyA, cnfl,
iucD, neuC). El tipado molecular se realizé por la técnica de
electroforesis en campos pulsantes (PFGE) con el enzima
Xbal y los perfiles obtenidos se compararon con el programa
BioNumerics.
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Resultados: Un total de 71 (59,7%) de los 119 aislados es-
tudiados fueron positivos para el enzima CTX-M-14, 24
(20,2%) para CTX-M-15, 11 (9,2%) para SHV-12, 8 (6,7%) pa-
ra CTX-M-32, y los 5 restantes para CTX-M-1, CTX-M-9,
CTX-M-10, CTX-M-14b y SHV-2. Los aislados productores
de CTX-M-15 y CTX-M-32 se obtuvieron mucho mas fre-
cuentemente de infecciones nosocomiales (83.3% y 62.5%,
respectivamente) que los positivos para CTX-M-14 (42,2%) o
SHV-12 (27,3%). Los 119 aislados pertenecieron a 32 sero-
grupos O y 58 diferentes serotipos O:H. El serotipo mas co-
mun fue el 025:H4 que se encontré en 23 (95,8%) de los 24
aislados CTX-M-15 y en 3 (3.2%) de los 95 aislados produc-
tores de otros tipos de BLEEs. Los 24 aislados CTX-M-15
presentaron el mismo patotipo (positivos para los genes iucD
y afa/draBC) y se englobaron dentro del grupo filogenético
B2 que incluye a los principales serotipos de E. coli causan-
tes de infecciones extraintestinales. En contraste, unica-
mente 7 de los 95 (7,4%) aislados negativos para el enzima
CTX-M-15 derivaron de dicho grupo filogenético. En anadlisis
realizado por PFGE demostro6 la existencia de un cluster con
una identidad > 85% formado por 23 cepas del serotipo
025:H4 productoras de CTX-M-15 y pertenecientes la grupo
filogenético B2.

Conclusiones: En nuestro hospital predominan los aislados
productores de CTX-M-14 y CTX-M-15. Mientras los aisla-
dos CTX-M-15 mostraron una estructura clonal los produc-
tores de CTX-M-14 presentaron una enorme diversidad ge-
nética fruto de la transferencia horizontal de plasmidos en-
tre cepas de distintos serotipos.
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SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA EN AISLAMIENTOS DE
ENTEROPATOGENOS EN 2006 Y 2007 EN EL AREA 5
DEL SERVICIO MURCIANO DE SALUD

E. Aznar y M.L. Lépez

Anadlisis Clinicos (Microbiologia), Hospital Virgen

del Castillo.

Introduccion y objetivo: Las condiciones del paciente o la
gravedad del cuadro pueden hacer necesario el tratamiento
antimicrobiano en determinados casos de gastroenteritis
bacteriana.

Objetivo: Conocer los agentes etiolégicos implicados con
mayor frecuencia en nuestro entorno, sus principales carac-
teristicas epidemioldgicas y sus patrones de sensibilidad a
los antibiéticos.

Materiales y métodos: Las muestras de heces fueron cul-
tivadas en agar McConkey, agar Salmonella-Shigella, medio
selectivo para Campylobacter y caldo de selenito.

Para la identificacion de Salmonella spp. se uttiliz6 agar
Kliger y API20E (BioMérieux), para su serogrupado se uti-
liz6 aglutinacion con particulas de latex (BD). Los aisla-
mientos de Campylobacter spp. fueron identificados me-
diante tincién de Gram y oxidasa. Los demas aislamientos
fueron identificados mediante el sistema MicroScan (Da-
de).

La sensibilidad antibiética fue determinada mediante disco-
difusion siguiendo las recomendaciones de CLSI.
Resultados: Se analizaron 1628 muestras y se obtuvo un
resultado positivo en 298 casos (18.3%). Los agentes aislados
con mayor frecuencia fueron Campylobacter spp. (47.3%) y
Salmonella spp. (46%).

Distribucién por edades: el 55% de aislamientos se produjo
en nifios de 0 a 6 anos. Campylobacter spp fue el enteropa-
tégeno mas frecuentemente aislado en los grupos de 0 a 2
anos (66,9%) y de 0 a 6 anos (59,1%).

Distribucién estacional: se observaron picos en los meses de
verano de 2006 y 2007 y en el invierno de 2007. Salmonella
spp. mostré claros incrementos en los meses de verano;
Campylobacter spp, ligeros aumentos en los meses calidos de
ambos afios, en enero de 2006 y en diciembre de 2007, pero
no en el invierno 2006-2007.

Sensibilidad a los antibiéticos: la sensibilidad de Campylo-
bacter fue de 97.8% frente a eritromicina y de 9,8% frente a
ciprofloxacino. La sensibilidad de Salmonella frente a ampi-
cilina, amoxicilina-clavuldnico, cotrimoxazol, cloranfenicol,
cefotaxima y ciprofloxacino fue, respectivamente, de 81,3%,
96,5%, 93,9%, 87,6%, 100% y 100%.

Conclusion: Al igual que en otros entornos similares al
nuestro, los enteropatégenos mas comunes son Campylobac-
ter spp. y Salmonella spp. Sus caracteristicas epidemiolégi-
cas mas destacables son la mayor incidencia de Campylo-
bacter en nifios de 0 a 2 afios y la marcada estacionalidad de
Salmonella.

Eritromicina mantiene una buena actividad frente a Campy-
lobacter mientras que las quinolonas muestran elevados ni-
veles de resistencia.

La mayor parte de los antibiéticos probados frente a Salmo-
nella presentan elevados porcentajes de sensibilidad.
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DETECCION GENOTIPICA DE RESISTENCIAS A
INHIBIDORES DE NEURAMINIDASA Y ADAMANTANOS
EN EL CONTEXTO DE LA VIGILANCIA DE GRIPE

G. Ruigz, I. Casas, F. Pozo, P. Pérez-Brena y Red de Laboratorios
de Vigilancia de Gripe en Espana

Servicio de Virologia. Laboratorio de Gripe y Virus
Respiratorios, Centro Nacional de Microbiologia.

Introduccién: El desarrollo y la introduccion en la practica
clinica de los inhibidores de la neuraminidasa (INA): zana-
mivir y oseltamivir, ha incrementado la emergencia de virus
resistentes a este tipo de antivirales. En los ultimos afios
también se ha descrito un aumento significativo de las resis-
tencias de los virus gripales A a los adamantanos: amanta-
dina y rimantadina.

Métodos: Se ha disefiado un método genérico mediante PCR
secuencial en formato multiplex que incluye una RT-PCR ca-
paz de amplificar los 9 subtipos de neuraminidasas (NA) y
una segunda reaccion capaz de amplificar y diferenciar los
subtipos N1 y N2. La secuenciacién posterior del producto
amplificado permite la detecciéon de aquellas mutaciones
descritas hasta el momento y que confieren resistencia a los
INA. Para la deteccion de resistencias a adamantanos se hi-
cieron modificaciones a unos cebadores universales capaces
de amplificar los 8 segmentos génicos de los Influenzavirus
A y se disefiaron otros especificos para la amplificar el seg-
mento que codifica el dominio transmembrana de la protei-
na M2. Se realiz6 una optimizacién de las condiciones de am-
bos ensayos para conseguir la maxima sensibilidad y especi-
ficidad.

Resultados: Se subtipé la neuraminidasa a un total de
89 muestras respiratorias y 70 aislamientos positivos a
gripe A. Se analizaron las secuencias de 34 productos de
amplificacién de NA de virus gripales A prodecentes de
distintas localizaciones geogréaficas, pacientes inmuno-
compometidos y/o que recibieron tratamiento antiviral.
Se encontraron 4 virus gripales procedentes de un mismo
paciente trasplantado de médula 6sea que presentaban
la mutacion E119V que confiere resistencia a oseltami-
vir. La amplificacién y secuenciacién del segmento trans-
membrana de la proteina M2 de los virus procedentes del
mismo paciente puso de manifiesto la presencia de la
mutaciéon V27A que confiere resistencia a los adamanta-
nos. El paciente habia sido tratado con ambos antivira-
les.

Conclusiones: El método disefiado permite la deteccién
de resistencias a INA y adamantanos directamente a par-
tir de muestras clinicas permitiendo obviar el cultivo y la
deteccion de mutaciones que pudieran producirse por
adaptacion del virus al cultivo. El caso descrito nos alerta
de la necesidad de incluir la deteccién de resistencias a
INA y adamantanos en el contexto de la vigilancia virol6-
gica de la gripe.
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TENDENCIA TEMPORAL EN LA INCIDENCIA DE
PACIENTES HOSPITALIZADOS CON
INFECCION/COLONIZACION POR ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DE BETA-LACTAMASAS DE
ESPECTRO AMPLIADO (BLEAS). 2002-2007

J. Paz-Esquete’, R. Fungueirifio” M. Trigo?, D. Sande?,

P. Alvarez?, A. Pallarés?, M.A. Pascual?, M.V. Pulian?,

F.J. Gonzilez-Barcala* y F.L. Vazquez-Vizoso!

1Servicio de Medicina Preventiva, Complexo Hospitalario de
Pontevedra. ?Servicio de Microbiologia, Complexo Hospitalario
de Pontevedra. *Servicio de Medicina Interna, Complexo
Hospitalario de Pontevedra. ‘Servicio de Neumologia, Complexo
Hospitalario Universitario de Santiago.

Introducciéon: Las enterobacterias productoras de BLEAS
son microorganismos multirresistentes, con incidencia cre-
ciente como origen de infecciones tanto nosocomiales como
comunitarias. Junto con el Staphylococcus aureus resistente
a meticilina son los microorganismos multirresistentes mas
frecuentes en nuestro medio.

Objetivo: Determinar las tasas de incidencia en pa-
cientes con infeccién/colonizacién por estos microorga-
nismos en el Complejo Hospitalario de Pontevedra
(CHOP), asi como la tendencia temporal en el periodo
2002-2007.

Material y métodos: Estudio prospectivo realizado en-
tre el 1/Enero/2002 y el 31/Diciembre/2007. Se estudia-
ron los casos de pacientes infectados/colonizados por en-
terobacterias productoras de BLEAS detectados por el
Sistema de Alerta Epidemiolégica de Infeccién del
CHOP.

Resultados: Durante el periodo de estudio se produjeron
en el CHOP 145915 ingresos. Se identificaron 414 episo-
dios pacientes infectados/colonizados (342 Escherichia co-
li y 72 Klebsiella pneumoniae), lo que supone una tasa
global en el periodo de 2,84 episodios/1000 ingresos
(2,34/1000 de E coli BLEAs, 0,50/1000 de K pneumoniae
BLEASs).

Tabla 1: Evolucién anual en la tasa de incidencia de pacientes
infectados/colonizados por microorganismos productores de BLEAs
(casos/1000 ingresos). Periodo 2002-2007

Aiio Escherichia Klebsiella Global productores
coli pneumoniae de BLEAs
2002 0,61 0,22 0,83
2003 2,47 0,43 2,90
2004 2,63 0,62 3,25
2005 2,35 0,57 2,92
2006 2,64 0,35 2,99
2007 3,20 0,76 3,96

Al realizar el andlisis de tendencias afio a afio, resulté es-
tadisticamente significativo, tanto en el conjunto de mi-
croorganismos productores de BLEAs (p < 0,001), como,
por separado, los E. coli BLEAs (p < 0,001) y las K. Pneu-
moniae BLEAs (p = 0,043). No se observaron diferencias
en la tendencia en la proporcion E. coli/ K. pneumoniae (p
=0,762)

Conclusiones: La evolucién en la incidencia de nuevos ca-
sos es creciente, lo que puede ser debido tanto a una cada vez
mejor detecciéon como a un incremento real en la presencia
de estos microorganismos en nuestro medio. Si bien dispo-
nemos de mecanismos para limitar su transmisién nosoco-
mial (aislamiento de contacto, controles microbiolégicos, co-
rrecta politica antibidtica y educacién sanitaria del perso-
nal), resulta mas complejo controlar su expansién en la
comunidad.
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ESTUDIO DE FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL
AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS
MULTIRRESISTENTES EN PACIENTES
HOSPITALIZADOS EN LA CLINICA UNIVERSITARIA
DE NAVARRA

M. Iiigo!, M. Giraldez?, F. Guillén?, I, Aquerreta? y J. Leival
1Servicio de Microbiologia, 2Servicio de Farmacia, *Unidad de
Medicina Preventiva, Clinica Universitaria de Navarra.
Universidad de Navarra. Pamplona.

Introduccién y objetivos: La prevalencia de infecciones
nosocomiales causadas por microorganismos multirresisten-
tes se encuentra en aumento a nivel mundial, repercutiendo
directamente tanto en las estrategias de control de la infec-
cién como en la orientacion del tratamiento empirico. El ob-
jetivo de este estudio es analizar los factores asociados a la
aparicién de estos microorganismos como causa de infeccién
nosocomial en nuestro centro.

Material y métodos: En el periodo comprendido entre ju-
nio y diciembre de 2007 se procedi6 a realizar un estudio re-
trospectivo seleccionando pacientes con infecciones nosoco-
miales causadas por microorganismos multirresistentes, y se
incluy6 un control por cada caso en funcién del microorga-
nismo y tipo de muestra. Las variables estudiadas fueron di-
as de ingreso previos al primer cultivo positivo objeto de es-
tudio y la presencia o no de ventilacién mecénica invasiva,
cirugia, catéter venoso central, sonda vesical, sonda naso-
gastrica, nutricién parenteral, drenajes, empleo de corticoi-
des e inmunosupresores, quimioterapia, radioterapia asi co-
mo antibioterapia previa recibida. Se estudiaron qué anti-
biéticos habian recibido previamente estos pacientes. La
asociacién entre estos factores y la aparicién de microorga-
nismos multirresistentes se estudié mediante regresién lo-
gistica uni y multivariante.

Resultados: Se estudiaron un total de 40 casos (13 pacien-
tes con aislamiento de E.coli BLEE, 6 con P. aeruginosa mul-
tirresistente y 21 con S. aureus resistente a meticilina) y 40
controles. En el andlisis univariante resultaron ser predicto-
res positivos de aparicion de microorganismos multirresis-
tentes la presencia de ventilacién mecdanica (razén de odds
2,83; IC 95% 1,00-7,98), sonda vesical (4,33; 1,69-11,07), nu-
tricion parenteral (4,33; 1,27-14,77) y resultaron estadistica-
mente significativas las variables meses de ingreso (2,126;
1,18-3,82), sonda vesical (3,055; 1,08-8,60) y antibioterapia
previa (3,37; 1,10-10,29). En cuanto a los antibiéticos emple-
ados, piperacilina/tazobactam y meropenem resultaron ser
factores predictores positivos de riesgo.

Discusion y conclusiones: Los meses de ingreso previos,
la portacién de sonda vesical y la antibioterapia previa se es-
tablecen como los principales factores de riesgo para el desa-
rrollo de infecciones nosocomiales por microorganismos mul-
tirresistentes. Por cada mes de ingreso se duplica el riesgo y
se triplica en el caso de ser portador de sonda vesical o haber
recibido antibioterapia previa.
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EPIDEMIOLOGfA MOLECULAR Y SENSIBILIDAD A
ANTIBIOTICOS DE AISLAMIENTOS CLINICOS DE
ACINETOBACTER BAUMANNII MULTIRRESISTENTES
(AB-MDR) PROCEDENTES DE UNA UNIDAD DE
CUIDADOS INTENSIVOS

C. Salvador, M.dJ. del Amor, M.J. Nufiez, J.L.. Hernandez-
Cardona, M.C. Martinez-Toldos, G. Yagiie y M. Segovia
Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca. Murcia.

Objetivo: Conocer la epidemiologia molecular de Acinetobac-
ter baumannii aislados en la UCI y determinar la actividad
“in vitro” de diferentes antibiéticos incluyendo tigeciclina.
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Material y métodos: Se aislaron un total de 98 aislamien-
tos clinicos de A.baumannii procedentes de 45 pacientes in-
gresados en UCI desde febrero de 2005 hasta mayo de 2007.
Se utiliz6 una cepa por paciente para realizar el estudio. La
identificacion de especies y la sensibilidad antibiética de los
aislamientos se realiz6 mediante Vitek2 (bioMérieux). La
sensibilidad a ampicilina-sulbactam, colistina y doxiciclina
se realiz6 por el método de disco-difusion y la actividad de ti-
geciclina mediante E-test (AB-Biodisk). La tipificacién mole-
cular de los aislados procedentes de diferentes pacientes se
realiz6 mediante RFLP-PFGE tras digestién enzimadtica con
Apal.

Resultados: El 33,6% de los aislamientos provenian de
muestras respiratorias, 28,5% de hemocultivos, 18,3% de
exudados de heridas, 11,2% de catéteres, 6,1% de liquidos y
2% de urocultivos. Excepto dos cepas, todas las demas pre-
sentaron un perfil de multirresistencia siendo resistentes a
la mayoria de antibidticos excepto a colistina (100% de cepas
sensibles) y ampicilina/sulbactam (93,4% cepas sensibles).
El 71% fueron resistentes a carbapenems y, segun los crite-
rios de la FDA, un 21% fueron resistentes a tigeciclina. En el
periodo estudiado se identificaron 6 clones (A-F) con uno pre-
dominante, resistente a carbapenems que aparece en Octu-
bre de 2006 y que englobé a la mitad de los aislamientos
(51%). Los clones A (sensible a carbapenémicos, Octubre
2005-Enero 2006) y B (resistente a carbapenémicos, Mayo
2005-Noviembre 2006) incluyeron al 18% de aislamientos ca-
da uno de ellos.

Conclusiones: En el periodo estudiado existieron, de forma
secuencial, diferentes clones de AB-MDR apareciendo uno de
ellos como el mayoritario. La resistencia a antibi6ticos fue
muy elevada siendo un 71% resistentes a carbapenémicos
considerados el tratamiento de eleccion, lo que lleva a consi-
derar como tratamiento empirico en infecciones producidas
por este microorganismo a otros farmacos alternativos como
sulbactam, colistina y tigeciclina.
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APARICION DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
RESISTENTE A COLISTINA EN UN HOSPITAL
UNIVERSITARIO

M. Montero!, JP. Horcajada!, L. Sorli', M. Salvado?, C. Segura?,
F. Alvarez-Lerma?, S. Grau* y H. Knobel*

1Servicio de Medicina interna y Enfermedades Infecciosas,
2Servicio de microbiologia, Laboratori de Referencia de
Catalunya, *Servicio de Medicina intensiva, *Servicio de
Farmacia, Hospital del Mar.

Introduccién: El diagnéstico de infecciones por Pseudomo-
nas aeruginosa multirresistente es un problema creciente
que ha obligado el resurgimiento de viejos antibiéticos y la
bisqueda de nuevas opciones terapéuticas. Objetivo: anali-
zar la incidencia de P. aeruginosa resistente a colistina
(PARCOL) en un hospital universitario y describir sus ca-
racteristicas clinicas y epidemioldgicas. Evaluar la relacién
entre el consumo anual de colistina en dosis diaria definida
(DDD/100 estancias-dia) y la aparicion de PARCOL.
Metodos: Estudio retrospectivo de los pacientes que presen-
taron infeccién-colonizacién por PARCOL ingresados duran-
te 2001-2007. Se defini6 PARCOL como la presencia de Pseu-
domonas aeruginosa resistente a colistina independiente-
mente de la resistencia a otros antimicrobianos. Para
confirmar la resistencia a colistina se empleé la determina-
cion de la CIM por el método de microdilucién en caldo MS-
CAN. Se aplicé un analisis de regresion lineal para relacio-
nar el consumo anual de colistina en DDD/100 estancias-dia
con la proporcion de PARCOL del afo posterior.
Resultados: Se incluyeron 10 pacientes. Dos pacientes en el
afio 2005, 2 en el 2006 y 6 en el afio 2007 sin detectar ningin
caso entre 2001 y 2004. Las tasas de PARCOL respecto al to-
tal de Pseudomonas aeruginosa fueron de 0,34% en 2005,
0,35 % en 2006 y 0,97% en 2007. La DDD por 100 dias de es-

tancia de colistina en el centro fue: 2002: 0,04; 2003: 0,07;
2004: 0,05; 2005: 0,10; 2006: 0,08; 2007: 0,12. El anélisis de
regresion lineal entre las DDD/100 estancias-dia anuales de
colistina y la proporcién de PARCOL resulté significativo
(R2: 0,71; p: 0,02).

Las caracteristicas demograficas fueron: edad < 68 anos
60%, hombres: 70%. Antecedentes patolégicos: Diabetes Me-
llitus 30%, Insuficiencia renal crénica 20%, hepatopatia cré-
nica 30% y EPOC 10%. En 7 casos se considerd infeccién y en
3 colonizacion. Segun el tipo de muestra se aisl6 8 casos en
orina, 1 en BAS y 1 en esputo. En todos los casos se aislaron
previamente P aeruginosa sensible sélo a colistina y amika-
cina y la detecciéon de la PARCOL fue tras 30 dias de estan-
cia (mediana de estancia 91,5 dias). Ingreso en UCI 70 %. En
9 pacientes existia la administraciéon previa de colistina, en
6 aminoglucédsidos, en 10 § lactamicos y en 8 carbapenémi-
cos. De los 7 pacientes infectados, fallecié uno, siendo la evo-
lucién favorable en el resto.

Conclusiones: La incidencia de PARCOL es de momento
baja, sin embargo, tiene tendencia a aumentar en el dltimo
afio y se relaciona con el aumento en el consumo de colistina.

66

TIPIFICACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
METICILINO RESISTENTE (SAMR) MEDIANTE
ELECTROFORESIS DE CAMPO PULSADO (PFGE) Y
PATRONES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

G. Medina!, N. Bustamante!, C. Otth!, L. Otth!, H. Fernandez!,
A. Zaror?, M. Arce?, C. Cruz?, V. Lizama? y M. Wilson!

Instituto de Microbiologia Clinica. ?Laboratorio Clinico Central,
Seccién de Microbiologia. ‘Universidad Austral de Chile.
?Hospital Regional de Valdivia, Chile.

Introduccién/objetivo: Existen diferentes métodos de tipi-
ficacion microbiana dirigidos al anélisis epidemiolégico de S.
aureus meticilino resistente (SAMR). Nuestro objetivo con-
sisti6 en establecer el genotipo (pulsotipo), mediante electro-
foresis de campo pulsado (PFGE), de cepas SAMR y relacio-
narlos con sus patrones de resistencia antimicrobiana obte-
nidos mediante la determinacién de la concentracién
inhibitoria minima (CIM).

Material y método: El estudio incluyé 36 cepas de SAMR,
no relacionadas a brotes epidemioldgicos, aisladas de pa-
cientes hospitalizados en el Hospital Regional de Valdivia,
Chile.

La CIM se determiné usando el método de dilucién en agar
descrito por Erricson y Sherris frente a ocho antimicrobia-
nos: Penicilina (P), Ampicilina (A), Cefradina (C), Lincomici-
na (L), Gentamicina (G), Eritromicina (E), Ciprofloxacino
(Ci) y Vancomicina (V). Los criterios para determinar la sus-
ceptibilidad de las cepas son los descritos por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), formerly NCCLS.
Los pulsotipos se determinaron mediante PFGE, utilizando
la enzima Sma I para la digestion enzimatica de cepas
SAMR y la enzima Xba I para la digestion de la cepa control
S. Branderup. Los patrones de corte se analizaron mediante
el software Bionumerics, aplicando un indice de tolerancia
del 1,8%.

Resultados: Las cepas fueron clasificadas en 15 pulsotipos,
asignandole a cada uno una letra (A — O). Predominaron los
pulsotipos E y I con 8 cepas cada uno, las cuales presentaron
un porcentaje de similitud del 85.,7%.respectivamente.
Mediante CIM las cepas fueron clasificadas en cuatro patro-
nes de resistencia. El patrén 1 (P-A-C-G-Ci-L-E), agrupé 33
cepas, las cuales fueron tipificadas en los pulsotipos A-C-D-
F-G-H-I-J-K-L-M-O. Los patrones 2 (P-A-C-L-E), 3 (P-A-C-
G-Ci-E) y 4 (P-A-C-Ci-L-E) incluyeron solo una cepa cada
uno, las cuales corresponden a los pulsotipos B, E y N res-
pectivamente. La totalidad de las cepas fue sensible a Van-
comicina.

Conclusiones: La deteccién de 15 pulsotipos en contraste con
4 patrones de resistencia, se debe fundamentalmente a que
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PFGE es la técnica genotipica de elecciéon para el andlisis de
SAMR, debido principalmente a su elevado poder de discrimi-
nacién. Sin embargo, se identificaron dos patrones dnicos de
resistencia (2 y 4), los que coinciden con dos pulsotipos tnicos
(B y N), pese a que la determinacién de CIM presenta un me-
nor poder de discriminacién por ser una técnica fenotipica.
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