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ESTREPTOCOCO DEL GRUPO B DE TRANSMISION
VERTICAL RESISTENTE A MACROLIDOS Y i
LINCOSAMIDAS EN ESPANA: CARACTERIZACION
MOLECULAR Y POBLACIONAL

J.J. Gonzdlez, A. Andreu, P. Alomar, M.A. Blanco, A. Bordes,
J. Bosch, J. Cacho, A. Cid, A. Coira, M. de Cueto, E. Dopico,
J.M. Garcia, A. Gil, C. Gimeno, C. Guardia, S. Illescas,

T. Juncosa, J. Lite, R. Martinez, A. Mazo6n, B. Orden,

M.P. Pérez, M. Rebollo, M. de la Rosa, M. Rodriguez, I. Sanfeliu,
F. Sanz, P. Villanueva, L. Vinias. Grupo de Estudio de Infeccion
Perinatal (GEIP) de la Sociedad Esparfiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)

Objetivos: Estudiar el mecanismo de resistencia a macroli-
dos y lincosamidas en cepas de estreptococos del grupo B
(EGB) aisladas en Espana. Analizar su clonalidad.
Material y métodos: En un estudio multicéntrico de sensi-
bilidad a antimicrobianos se caracterizaron 79 cepas resis-
tentes a macrélidos (12,5%) y/o lincosamidas (11,8%): 61 ais-
ladas en vagina/recto de gestantes (afio 2002) y 18 en neo-
natos con sepsis precoz (1997-2002). Sesenta y nueve cepas
presentaban un fenotipo constitutivo de resistencia (cMLSp),
4 inducible iIMLS;), 3 por bomba de expulsion activay 3 sen-
sibles a macrolidos pero resistentes a clindamicina. Por PCR
se determind la presencia de los genes de resistencia a ma-
crolidos y/o lincosamidas ermB, ermTR, mefA y linB. La clo-
nalidad de las cepas se estudié por PFGE del DNA digerido
con Smal.

Resultados: Del total de cepas resistentes a macrélidos se
detect6 el gen ermB en un 63,2% (48 cepas), ermTR en un
30,3% (23 cepas), mefA en un 3,9%(3 cepas) mientras que en
el 2,6% (2 cepas) no amplificé ningun gen. De las cepas con
fenotipo cMLS;: 69,6% presentaban ermB (48 cepas), 27,5%
ermTR (19 cepas) y en el 2,9 % restante (2 cepas) no se de-
tect6é ninguno. Todas los EGB con fenotipo iMLS; presenta-
ron el gen ermTR. Los 3 EGB con fenotipo de resistencia por
bomba de expulsién presentaban el gen mefA. El gen linB no
amplificé en ninguno de los 3 EGB con resistencia exclusiva
a clindamicina. No se observaron diferencias significativas
entre las cepas aisladas de sepsis y las aisladas en coloniza-
cién (p > 0,05). Mediante PFGE, las 79 cepas analizadas pre-
sentaron 48 patrones distintos, mientras que 14 cepas fue-
ron no tipables. Ajustando el nivel de similaridad a un 50%
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se definieron 4 grupos: en el grupo I se incluyeron 42 cepas
(53,2%), en el II 21 (26,6%) y en los grupos III y IV una cepa
respectivamente (1,6%). En el grupo I predominaron las ce-
pas de EGB con el gen ermB (P = 0,02) mientras que en el II
predominaron las cepas con el gen ermTR (P = 0,005). Las
cepas procedentes de sepsis y de colonizacién se distribuye-
ron de forma equitativa entre los distintos grupos.
Conclusiones: En Espana, el gen de resistencia a macroli-
dos y lincosamidas mas frecuente en EGB es el ermB. Exis-
te una gran diversidad clonal en las cepas de EGB resisten-
tes a macrdlidos aunque, probablemente, las cepas que pre-
sentan el gen ermB y las que presentan el gen ermTR
provienen de dos ancestros diferentes.
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SENSIBILIDAD IN VITRO A TELITROMICINA, DE
STREPTOCOCCUS VIRIDANS RESISTENTES A ERI-
TROMICINA (GENOTIPOS ERM-B O MEF-A) AISLADOS
EN BACTERIEMIAS DE ORIGEN ORAL

I. Tomas, M. Alvarez, C. Lopez-Meléndez, M. Tomaés, J. Limeres
y P. Diz

Introduccion/objetivo: En Espafa, la eritromicina (E)
continda siendo el antimicrobiano de eleccién en la profilaxis
de infecciones focales, para pacientes alérgicos a las penicili-
nas con factores de riesgo reconocidos, que van a someterse
a determinadas manipulaciones odontolégicas. Sin embargo,
se ha demostrado una elevada prevalencia de bacteriemias
de origen oral provocadas por Streptococcus viridans (SV) re-
sistentes a E. En base al genotipo, la resistencia a E puede
asociarse a resistencia a otros antimicrobianos recomenda-
dos en los actuales protocolos profildcticos, por lo que surge
la necesidad de buscar nuevas alternativas antimicrobianas.
El objetivo del presente estudio fue determinar la sensibili-
dad in vitro a telitromicina (TL) de Streptococcus viridans
(SV) sensibles y resistentes a E genéticamente caracteriza-
dos (ermB y mefA), aislados de hemocultivos post-extraccion
dentaria.

Material y métodos: Se seleccionaron un grupo de 36 SV:
11 sensibles a E, 15 resistentes a E y 10 resistentes a E y
clindamicina (CM). La CMI a TL se determiné mediante el
método de dilucion en agar propuesto por el NCCLS. Para la
interpretacion cualitativa de las CMIs se aplicaron las reco-
mendaciones del fabricante. Para la extraccién del ADN se
utilizé la matriz de Instagene (Biorad). Los fragmentos de
ADN se amplificaron con cebadores especificos para ermB y
mefA. Se aplicaron los protocolos de PCR descritos previa-
mente y la electroforesis se efectué en gel de agarosa al 1%.
Resultados: Todos los SV fueron sensibles a TL (rango de
CMIs, < 0,008-1 mg/l). En los SV sensibles a E, la CMI90 a
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TL (< 0,008 mg/l) fue inferior a la obtenida frente a E (0,128
mg/l) y CM (0,128 mg/l). En los SV resistentes a E, la CMI90
a TL fue 1 mg/l. La CMI90 a TL de los SV mefA positivos y
ermB negativos fue inferior a la presentada por los SV mefA
negativos y ermB positivos (0,128 mg/l versus 1 mg/l).
Conclusion: La actividad in vitro a TL de Streptococcus vi-
ridans es elevada, independientemente de la sensibilidad a
E y del genotipo identificado. En consecuencia, TL podria re-
presentar una posible alternativa antimicrobiana para la
prevencién de infecciones focales estreptocdcicas asociadas a
determinadas manipulaciones odontolégicas.
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ESTUDIO FENO/GENOTIPICO DE RESISTENCIA A
MACROLIDOS Y LINCOSAMIDAS EN STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE S. PYOGENES'Y S. AGALACTIAE
AISLADOS EN EL NOROESTE DE ESPANA

D. Velasco*, R. Villanueva, F. Molina, R. Moure, y G. Bou
C.H.U. Juan Canalejo, A Coruria.

Introducciéon: En Streptococcus spp se han descrito dos me-
canismos mayoritarios de Resistencia (R) frente a macroli-
dos (mac) y lincosamidas (lin): Modificaciéon de la diana
(ARNr) mediante metilacién (genes erm) y bombas de extru-
sion (genes mef). Los genes erm generan R a mac, lin y es-
treptograminas B (fenotipos MLS;), y los genes mef confie-
ren R sélo frente a mac de 14 y 15 atomos de carbono.
Objetivo: Estudio de los diferentes fenotipos de R a mac y
de los genes asociados a ellos en cepas de Streptococcus
pneumoniae, S. pyogenes y S. agalactiae resistentes a mac
aislados de muestras clinicas.

Material y métodos Se seleccionaron 51 cepas de S. pneu-
moniae, 52 cepas de S. pyogenes y 51 cepas de S. agalactiae
resistentes a mac y lin procedentes de aislamientos clinicos
de pacientes distintos aislados en 2003. Las cepas de S.
pneumoniae, S. pyogenes y S. agalactiae se aislaron mayori-
tariamente de muestras respiratorias, faringeas y vaginales
respectivamente. Todas las cepas se identificaron fenotipica-
mente (optoquina y grupo de Lancefield). Se establecieron
los fenotipos de R siguiendo los criterios de la NCCLS (disco-
difusion y E-Test). Utilizando técnicas de PCR con iniciado-
res descritos previamente se estudié la presencia de los ge-
nes ermA, ermTR, ermB, ermC y mef asociados a R a mac y
lin. Se usaron distintas cepas como controles positivos para
las reacciones de PCR de los genes de R.

Resultados: 1) S. pneumoniae: El 86,3% de las cepas pre-
sentan fenotipo MLS;. De estas el 88,6% contienen el gen
ermB. Cuatro cepas contienen a la vez ermB y mefE y a una
de ellas no se le detecto ninguno de los genes estudiados. El
13,7% de las cepas expresan fenotipo M, todas ellas contie-
nen mefE y una de ellas contiene ademas el gen ermB. 2) S.
pyogenes: El 88,5% corresponden con fenotipo M. Todos ex-
cepto uno contienen el gen mefA. En las cepas con fenotipo
MLS; aparecen los genes ermA, ermB ermB+mefA e incluso
unicamente mefA. 3) S. agalactiae: El 96,0% de las cepas ex-
presan fenotipo MLS;. De estas el 77,0% corresponden con
genotipo ermB, el 16,6% con ermA y el 2,0% con ermA+ermB.
A una cepa no se le detecté ningin gen de R. Sélo una cepa
presento fenotipo M y otra cepa expresé un fenotipo inusual
con R a lin y sensibilidad a mac.

Conclusiones: En S. pneumoniae con R a mac es mas fre-
cuente el fenotipo MLS;, proporcionado sobre todo por el gen
ermB. Existen cepas que aun conteniendo genes erm expre-
san bajos niveles de R. El fenotipo M es el mas prevalente en
S. pyogenes con R a mac. Los aislamientos con fenotipo MLSy
presentan gran heterogeneidad en cuanto a los genes de R
(ermA, ermB, mefA y combinaciones entre ellos). Se detectan
algunas cepas con fenotipo M conteniendo genes erm. La
practica totalidad de S. agalactiae con R a mac expresan fe-
notipo MLS;, con predominio del gen ermB. Hemos detecta-
do una cepa con fenotipo de R aun no descrito en esta espe-
cie que no contiene ninguno de los genes de R considerados.
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SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS Y GENOTIPOS
DE RESISTENCIA A MACROLIDOS EN CEPAS DE
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE AISLADAS DE
GESTANTES EN CANTABRIA

A.B. Campo-Esquisabel*, E. Ugalde*, A. Portillo**,

M.A. Martinez-Bernal* y L. Martinez-Martinez*

*Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. Santander. **Area Bioquimica y Biologia Molecular.
Universidad de La Rioja. Logrorio.

Objetivo: Estudiar la actividad in vitro de ocho antimicro-
bianos frente a cepas de Streptococcus agalactiae (SGB) ais-
ladas de gestantes en el Hosp. Univ. Marqués de Valdecilla
de Santander (Cantabria) en el periodo de Abril a Noviem-
bre del 2003 y determinar el fenotipo y genotipo de resisten-
cia a macrolidos en dichas cepas.

Material y métodos: Durante el periodo de estudio se eva-
luaron 898 exudados vaginales y 739 frotis rectales proce-
dentes de 1160 pacientes. Las muestras se procesaron en los
medios Granada y CNA. La identificacion se realiz6 en base
a la morfologia de la colonia y la aglutinacién con antisuero
especifico frente al polisacarido capsular de SGB. Se deter-
miné la sensibilidad a penicilina G (PEN), amoxicilina
(AMX), cefuroxima (FUR), eritromicina (ERY), clindamicina
(CLI), telitromicina (TEL), levofloxacino (LFX) y vancomici-
na (VAN) mediante microdilucién, empleando placas prepa-
radas en el laboratorio, siguiendo las recomendaciones del
NCCLS. El fenotipo de resistencia a macrdlidos se evalué
mediante difusién con disco, empleando discos de ERY (15
ng) y CLI (2 ng) separados entre 15-21 mm en placas de agar
Mueller-Hinton con 5% de sangre de carnero. La deteccion
de los genes de resistencia a macrélidos se realizé por PCR,
empleando cebadores especificos para erm (A), erm(B),
erm(C) y erm (TR).

Resultados: Se identificaron 102 cepas de SGB. Los valores
de rango, CMI50 y CMI90 (mg/l) de los distintos antimicro-
bianos fueron: < 0,015 - 0,125, 0,03 y 0,06 para PEN, < 0,015
- 0,25, 0,06 y 0,125 para AMX, < 0,06 - 0,5, < 0,06 y 0,125 pa-
ra FUR, < 0,06 - >64, < 0,06 y 0,25 para ERY, < 0,06 - >64, <
0,06 y 0,5 para CLI, < 0,06 - 0,5, < 0,06 y 0,12 para TEL, <
0,06 - 2,1y 2 para LFX y <0,06 - 1, 0,5 y 1 para VAN. To-
das las cepas fueron sensibles a PEN, AMX, FUR, LFX y
VAN. Se identificaron 8 cepas (7,8%) resistentes a ERY
(ERY-R). En 7 de las 8 cepas ERY-R se observé el fenotipo
MLSDb con expresion constitutiva y en todas se detect6 el gen
erm (B). En la restante cepa, sin fenotipo MLSb constitutivo
y con CMI de CLI superior a la de ERY, se identific6 el gen
erm(TR).

Conclusiones: Todas las cepas de SGB incluidas en este es-
tudio fueron sensibles a PEN, AMX, FUR, LFX y VAN. Las
cepas ERY-R presentaron mayoritariamente el fenotipo
MLSD constitutivo mediado por el gen erm(B).
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ENTEROCOCCUS FAECALIS RESISTENTE

A LINEZOLID

J.C. Sanchez Gémez, E. Fraile Malmierca, J.E. Garcia Sanchez,
E. Valverde Romero y J.A. Garcia Rodriguez

Departamento de Microbiologia y Parasitologia Clinica. Hospital
Universitario de Salamanca.

Linezolid es el primer miembro de una nueva clase de anti-
biéticos en uso clinico, las oxazolidinonas, que tienen una ex-
celente actividad frente a microorganismos gram positivos.

Descripcion del caso. Mujer de 58 anos ingresada en Uni-
dad de Cuidados Intensivos de nuestro hospital debido a un
cuadro de neumonia y agranulocitosis. Sin administracion
previa de linezolid se obtuvieron aislados de E. faecalis re-
sistente al mismo en muestras de aspirado bronquial, esca-

10



XI Congreso de la Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)

ra sacra y en sangre. La identificacion y los test de sensibili-
dad antibiética rutinarios se llevaron a cabo usando el siste-
ma Wider (F. Soria Melguizo S.A. Madrid). La determina-
cién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de
los distintos aislados se realizaron por E-test (AB Biodisk,
Solna, Suecia) y por el método de macrodilucién en tubo se-
gun las normas del National Committee for Clinical Labora-
tory Standards (NCCLS): CMI > 4 mg/L implica resistencia
al antimicrobiano.

Resultados: Las CMI obtenidas fueron: 1. Cepa aislada de
aspirado bronquial: E- test = 32 mg/L, macrodilucién en tu-
bo = 64 mg/L 2. Cepas aisladas de escara sacra y sangre: E-
test = 8 mg/L, macrodilucion en tubo = 16 mg/L.
Conclusion: Hasta la fecha, estas cepas son los primeros
aislamientos de E. faecalis resistente a Linezolid registra-
dos en Espaiia de los que tengamos constancia. Las cepas
aisladas se encuentran actualmente sometidas a estudio ge-
nético para describir las mutaciones responsables de esta
resistencia.
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BETALACATAMASAS DE ESPECTRO AMPLIADO:
EVOLUCION DURANTE 5 ANOS EN EL AREA
SANITARIA DE TERUEL

M.P. Chocarro Escanero, F.J. Ramos German y A. Cosculluela
Abadia

Hospital Obispo Polanco de Teruel. Centro de Salud Teruel.

Las B-lactamasas de espectro ampliado (ESBL) se caracteri-
zan por ampliar su espectro de accién a cefalosporinas de
tercera generacién y monobactamicos y ser inhibidas por in-
hibidores de b-lactamasas, asi como por la elevacién de las
CIM a cefalosporinas de tercera generacion en gérmenes
muy sensibles, como E. coli y K. pneumoniae. En este traba-
jo presentamos los resultados obtenidos en la deteccién de
ESBL en aislamientos clinicos de enterobacterias realizados
durante un periodo de 62 meses, mediante el sistema auto-
matizado VITEK® (Biomerieux). Se analizaron un total de
5.624 aislamientos hospitalarios y extrahospitalarios, de los
cuales 107 (1,90%) eran productores de ESBL. Estos aisla-
mientos correspondian a las especies de enterobacterias E.
coli (564,21%), K. pneumoniae (13,08%), E. cloacae (12,15%),
P. mirabilis (4,67%) y otras especies en porcentajes menores.
C. koseri (12%), P. vulgaris (8,33%) y S. marcescens (3,41%)
fueron las especies que presentaron un mayor porcentaje de
cepas productoras de ESBL respecto al total de cepas aisla-
das de la especie. Las muestras de las que procedian las ce-
pas productoras de ESBL eran diversas, destacando los ais-
lamientos procedentes de esputos (17,07% del total) y orina
(12,20%), habiéndose obtenido también aislamientos en he-
ridas, catéteres, frotis nasales, anales y vaginales en porcen-
tajes similares. La procedencia de los aislamientos era di-
versa, tanto hospitalaria (68,22%), como extra hospitalaria
(31,78%) Entre los aislamientos hospitalarios la mayoria
procedian del servicio de Medicina Interna (21,92%) y de la
UCI (16,44%) del total. Los porcentajes de aislamientos de
enterobacterias productoras de ESBL se mantienen muy ba-
jos en nuestro medio, si bien en el periodo de estudio hemos
constatado un constante incremento desde los primeros ais-
lamientos del afio 1999 hasta la actualidad: desde el 1,75%
al 4,25% en los de origen hospitalario y del 1,22% al 3,52%
en los extrahospitalarios. E. coli fue la especie en la que més
frecuentemente se detectaron, seguido de K. pneumoniae y
E. cloacae, lo que coincide con los datos recogidos en la bi-
bliografia. Respecto a la resistencia a otros antibiéticos
nuestras cepas productoras de ESBL presentaron porcenta-
jes de resistencias superiores respecto a las no productoras
de ESBL en la mayoria de los antibiéticos ensayados, al
igual que lo que indican otros datos bibliograficos. Final-
mente es especialmente destacable que todas las cepas pro-
ductoras de ESBL poseian CIM bajas para las cefalosporinas
de tercera generacién (85% de cepas con CIM < 4 mg/ml pa-
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ra cefotaxima, frente a 99,7% de las cepas no productoras de
ESBL), por lo que hubiesen sido informadas como sensibles
de no procederse a la deteccion especifica de ESBL, por lo
que destacamos especialmente la necesidad de utilizar mé-
todos especificos para la deteccién de ESBL que de otro mo-
do pueden pasar desapercibidas y condicionar fracasos tera-
péuticos si se utilizan cefalosporinas de tercera generacion
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CARACTERIZACION DEL ENTORNO GENETICO DE LA
BETALACTAMASA CTX-M-9

A. Garcia, F. Navarro, E. Mir6, B. Mirelis y P. Coll

Servicio de Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau,
Departamento de Genética y Microbiologia, Universidad
Auténoma de Barcelona.

Introduccion: En 1996 aislamos una cepa de Escherichia
coli en la que se describi6é una nueva betalactamasa de es-
pectro extendido, la CTX-M-9, cuya incidencia ha ido incre-
mentando en Espania detectandose en diversas especies de
enterobacterias. Posteriormente se caracterizé el entorno
genético de la CTX-M-9 definiendo un nuevo integrén com-
puesto de clase 1, el In60. Dada la rapida expansion de esta
betalactamasa nos planteamos estudiar su mecanismo de
difusion.

Material y métodos: Desde 1996 a 1999 se aislaron en
nuestro hospital 33 cepas, 32 E. coli y una Salmonella ente-
rica, portadoras de CTX-M-9. El tipado de las cepas se reali-
z6 por macrorestricciéon genémica con alternancia de campos
(PFGE). Para la caracterizacién del perfil plasmidico se uti-
liz6 la endonucleasa S1 y PFGE, con posterior transferencia
e hibridaciéon con CTX-M-9. Mediante PCR solapadas se des-
cribié en las 33 cepas el entorno de la CTX-M-9 con los ini-
ciadores especificos utilizados para caracterizar el In60.
Resultados: No se ha encontrado relacion clonal entre las 32
cepas de E. coli y se ha observado una amplia variabilidad
plasmidica. Cabe destacar dos cepas con mas de un plasmido
portador de CTX-M-9 y una cepa que carecia del plasmido
portador de ésta. Este hecho indicaria que el In60 podria en-
contrarse en el cromosoma bacteriano. En la caracterizacién
del entorno de CTX-M-9 se detect6 una alta plasticidad de es-
te elemento, pues un tercio de las 33 cepas estudiadas pre-
sentaba variaciones: una cepa presentaba una deleccion si-
tuada entre el orf3-like y la IS3000 que ha sido confirmada
mediante PCR y secuenciacion, tres cepas presentaban in-
serciones en diferentes zonas del integrén (una de ellas pre-
sentaba una insercion de la ISEc8) y nueve carecian de la in-
tegrasa de clase 1 en el extremo 5’, asi como el orf513 (a ex-
cepcion de una de ellas que conservaba parte de éste).
Conclusiones: No existe clonalidad entre las 33 cepas por-
tadoras de CTX-M-9 ni comparten el mismo plasmido. Asi-
mismo, se observa variabilidad estructural en el In60. Estas
conclusiones podrian hacernos pensar que el In60 esta si-
tuado en un transposén u otro elemento mévil que explicaria
la gran difusion de la betalactamasa CTX-M-9.
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ESTUDIOS ESTRUCTURA FUNCION EN BETA-
LACTAMASAS DEL GRUPO CTX-M-1

M. Cartelle, D. Canle, M. Tom4s, R. Villanueva y G. Bou
C.H.U. Juan Canalejo. La Coruria.

Introduccién: Las B-lactamasas tipo CTX-M estdn incre-
mentando su aparicién desde el primer aislamiento en 1992
(MEN-1). Se caracterizan por poseer alta capacidad hidro-
litica sobre cefotaxima (CTX). El mecanismo bioquimico y
los aminoédcidos implicados en la hidrélisis de CTX perma-
nece desconocido aunque se ha descrito el cambio S130G en
enzimas del grupo CTX-M-9, como implicado en la hidréli-
sis de CTX.
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Objetivos: Realizar estudios de estructura funcién en p-lac-
tamasas del tipo CTX-M grupo I, elucidando los aminoacidos
implicados en la hidrdlisis de CTX.

Material y métodos: Se ha generado el gen de la CTX- M-
1 a partir del gen CTX-M-32 identificado en nuestro labora-
torio y se ha clonado en la diana BamHI del vector pBGS18-
. Transformaciones sobre la estirpe E. coliTG1. Se realiz6
mutagénesis aleatoria de este gen siguiendo las recomenda-
ciones del fabricante (Kit Mutazymme, Stratagene) para ob-
tener una tasa de mutacién 7- 12 nt/1 Kb. La libreria obte-
nida se cloné en pBGS18- en la diana BamHI. Los transfor-
mantes obtenidos, fueron seleccionados mediante estudios
de CMI (mg/L) a CTX, ceftazidima (TZ), aztreonam (AT) y ce-
fepime (PM) con disco-difusién y E-test, siguiendo los crite-
rios de la NCCLS. Se secuencié el ADN por métodos conven-
cionales. La mutagénesis dirigida confirmatoria se realizé
segun Ho SN. y col, 1989. Se estudi6 la orientacion de los ge-
nes CTX- M obtenidos, respecto al promotor LacZ del
pBGS18- mediante PCR con iniciadores especificos.
Resultados: Se obtuvieron 64 clones recombinantes en la li-
breria de CTX-M-1; de ellos 6 clones mostraron disminucién
en la CMI a CTX y la CMI a ampicilina se mantuvo como >
256 en todos ellos. CMI control CTX-M-1 wt AT 24, CTX >
256, TZ 6, PM 24. Las CMI de los genes CTX-M-1 mutageni-
zados: A51T (S1), AT 2, CTX 24, TZ 1,5 y PM > 256; S87N
(H2b- H3) AT 12, CTX 48, TZ 1,0 y PM 24; N135S (H5) AT
0,094, CTX 0,094, TZ 0,125 y PM 0,032; T171M (H7) AT 128,
CTX > 256, TZ 8 y PM 32; T238S (S3) AT 1, CTX 8, TZ 0,50
y PM 4; y K255E (S4-S5) AT 1,5, CTX 32, TZ 0,38 y PM 3;
[tomando como patrén la estructura 3D de un consenso de B-
lactamasas de clase A, S es lamina B y H hélice alfa].
Conclusiones: Las mutaciones A51T, S87N, N135S, T238S
y K255E disminuyen la CMI a CTX, pero no son especificas,
ya que también se ve alterada la degradacion de otros anti-
bidticos. En el caso de la mutaciéon T171M aumenta la CMI
de E. coli TG1 al AT. No sélo los tres dominios cataliticos y
el lazo omega estan implicados en las propiedades bioqui-
micas de las CTX-M sobre los B-lactdmicos, sino que cam-
bios aminoacidicos en otras posiciones pueden afectar la es-
tructura tridimensional de la enzima dificultando o favore-
ciendo el paso de antibioticos al centro activo y su posterior
hidrélisis.
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BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE) PRODUCIDAS POR ESCHERICHIA COLIY
KLEBSIELLA PNEUMONIAE DESCRITAS POR
PRIMERA VEZ EN ESPANA (PROYECTO GEIH-BLEE)
J.R. Hernandez Bello, L. Martinez-Martinez, R. Canton,

A. Pascual y el Grupo para el Estudio de las Infecciones
Hospitalarias (GEIH).

Objetivos: Describir las BLEEs producidas por cepas de E.
coli y K. pneumoniae incluidas en el proyecto GEIH-BLEE
2000 no encontradas anteriormente en Espania.

Material y métodos: Se estudiaron 170 cepas de E. coli y
70 cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE, aisladas
de muestras clinicas entre marzo y junio de 2000, proceden-
tes de 40 hospitales esparioles, dentro del estudio multicén-
trico nacional GEIH-BLEE 2000. Se realizé isoelectroenfo-
que de los extractos obtenidos tras sonicacion de las células
con el equipo PhastSystem (Amersham Pharmacia Biotech)
en geles con rango de pl 3-9 (PhastGel). Se realizé PCR es-
pecifica de BLEEs tipo TEM, SHV y CTX-M. Se seleccion6
una cepa de entre las que tenian igual patrén de antibiogra-
ma (CMI +/- 1 dilucién) e idéntico pI para la secuenciacién de
las BLEEs producidas, la cual se realizé con el aparato ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems, Perkin-Elmer, Foster City,
CA, U.S.A)) en el Centro de Investigaciones Biolégicas (Con-
sejo Superior de Investigaciones Cientificas). Las secuencias
recibidas fueron analizadas con la aplicacién Chromas y las

4 Enferm Infece Microbiol Clin 2004;22(Supl 1):1-230

herramientas de Internet BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov
/BLAST) y Traduction Multiple (Infobiogen, www.infobio-
gen.fr/services/analyseq/cgi- bin/traduc_in.pl).

Resultados: De las 24 cepas de K. pneumoniae selecciona-
das el 58,5%, el 29% y el 12,5% producian BLEEs que fueron
identificadas como TEM, SHV y CTX-M respectivamente. De
las 88 cepas de E. coli seleccionadas el 19,3%, el 28,4% y el
52,3% producian BLEEs identificadas como TEM, SHV y
CTX-M respectivamente. En E. coli se han detectado por pri-
mera vez en Espaiia las siguientes BLEEs (n° cepas/ciudad):
TEM-3 (3/Granada), TEM-10 (1/La Coruina; 1/Zaragoza),
TEM-20 (1/Sevilla), TEM-26 (1/Madrid), TEM-28 (2/Zarago-
za), TEM-52 (1/Orense; 1/Vigo), TEM-116 (1/Tenerife; 1/Za-
ragoza). En K. pneumoniae se detectaron por primera vez
TEM-3 (1/Alicante; 1/Madrid; 2/Toledo) y TEM-25 (1/Barce-
lona; 1/Madrid), asi como una nueva BLEE tipo TEM (2/Te-
nerife), denominada TEM-133, que se diferencia de TEM-1
por las mutaciones L21F, E104K y R164S.

Conclusiones: Existe una gran diversidad de BLEEs en E.
coli y K. pneumoniae en Espaia, incluyendo TEM-3, TEM-
10, TEM-20, TEM-25, TEM-26, TEM-28, TEM-52, TEM-116
y TEM- 133 no descritas con anterioridad en nuestro pais.

010

FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE CEPAS DE
ESCHERICHIA COLIY KLEBSIELLA PNEUMONIAE
PRODUCTORAS DE BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO
EXTENDIDO (BLEE) AISLADAS EN EL. AREA NORTE DE
SEVILLA EN EL PERIODO 1995-2003

L. Romero, L. Martinez Martinez, J. Rodriguez Bafio,

J.R. Hernandez, M.D. Navarro y A. Pascual

Objetivos: Estudiar la frecuencia y origen de cepas de E. co-
li y K. pneumoniae productoras de beta-lactamasa de espec-
tro extendido (BLEE) aisladas en el Laboratorio de Micro-
biologia del Hospital Universitario Virgen Macarena de Se-
villa desde enero de 1995 hasta diciembre del 2003.
Material y método: El laboratorio de Microbiologia de
nuestro centro atiende a una poblaciéon de aproximadamen-
te 500.000 habitantes del area norte de Sevilla. La identifi-
cacién preliminar de las cepas se determiné mediante Wal-
kAway (MicroScan; EEUU) o VITEK 2 (bioMérieux: Fran-
cia). La produccion de BLEE se detecté mediante la técnica
de doble disco y se confirmé mediante microdilucién deter-
minando las CMIs de cefalosporinas de tercera generacion
en ausencia y presencia de acido clavuldnico (Criterios del
NCCLS). Los datos demograficos se obtuvieron de la base de
datos del Departamento de Microbiologia del Hosp. Univ.
Virgen Macarena (Sevilla).

Resultados: Se aislaron un total de 461 cepas de E. coli y
125 cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE. Las cepas
de K. pneumoniae fueron mayoritariamente intrahospitala-
rias (80%) y procedian de muestras de orina (54%), sangre
(14%) y exudados de herida (11%). Las cepas de E. coli pro-
ductores de BLEE fueron predominantemente de origen ex-
trahospitalario (64%) y procedian de orinas (70%), exudados
de herida (13%) y sangre (9%). Las cepas de K. pneumoniae
disminuyeron a lo largo del tiempo desde 34 en 1995 a 9 en el
2003. Inversamente, los aislamientos de E. coli aumentaron
desde 7 en 1995 a 151 en 2003. En términos de frecuencia, K.
pneumoniae productor de BLEE pas6 de un 9,7% en 1995 a
un 2,7% en 2003 mientras que E. coli productor de BLEE se
increment6 de un 0,3% a un 5,2% en el mismo periodo.
Conclusiones: En el periodo 1995-2003 los aislamientos de
K. pneumoniae productor de BLEE en nuestro medio han
cursado en forma de brotes intrahospitalarios observiandose
un descenso paulatino en su frecuencia a lo largo del tiempo.
Los aislamientos de E. coli productor de BLEE se distribu-
yeron de forma homogénea y estdn aumentando progresiva-
mente en los dltimos anos tanto a nivel intrahospitalario co-
mo en la comunidad.
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DESCRIPCION DEL ENTORNO GENETICO DEL
DETERMINANTE DE RESISTENCIA A QUINOLONAS
gnr EN CEPAS DE K. PNEUMONIAE

J.M. Rodriguez-Martinez, A. Pascual, 1. Garcia, C. Velasco

y L. Martinez-Martinez

Departamento de Microbiologia, Hospital Univ. Virgen
Macarena y Facultad de Medicina, Sevilla.

Objetivos: Varios trabajos recientes indican un aumento
del nimero de cepas clinicas portadoras del gen plasmidico
gnr, responsable de resistencia a quinolonas. En estas cepas,
gnr se encuentra incluido en un elemento similar a los inte-
grones de clase 1 (IC1), por delante de los genes qacEAI y su-
1, y a continuacién de orf513. El objetivo de este trabajo ha
sido analizar la secuencia de los genes préximos a gnr en
tres cepas de K. pneumoniae y comprobar si la estructura
guarda relacién con los IC1.

Métodos: Se han estudiado tres cepas de K. pneumoniae ais-
ladas en EEUU (estudios SENTRY - cepa KpN5- e ICARE
—cepas 1960Fox y 1132F0x-) portadoras de plasmidos que co-
difican gnr. Para determinar el entorno genético de gnr se
amplifico el ADN plasmidico de cada cepa mediante PCR,
empleando cebadores que hibridan con los genes orf513 y su-
[I. E1 amplicén obtenido fue clonado pCR®2.1 (TA Cloning
Kit) y secuenciado. En paralelo, a partir de la cepa de K.
pneumoniae 1132Fox, se construyé una genoteca de ADN
plasmidico en E. coli DH5alpha empleando el vector pUC18
y se procedié a secuenciar el fragmento insertado en los
transformantes en los que se detecté gnr mediante las técni-
cas de PCR y Dot-blot.

Resultados: En las tres cepas estudiadas, gnr se encuentra
flanqueado en su extremo 5° por la fase de lectura abierta
orf513, y en su extremo 3’ por los genes gqacEAI y sull. Esta
disposicién coincide completamente con lo observado en la
Unica cepa de K. pneumoniae estudiada hasta ahora, y difie-
re de la observada en E. coli, donde entre gnry qacEAl y su-
(I se encuentra el gen regulador ampR.

Conclusiones: De la estructura de la secuencia obtenida se
deduce que en las tres cepas de K. pneumoniae evaluadas
gnr se encuentra en el interior de IC1. El entorno genético de
gnr observado hasta ahora en K. pneumoniae es distinto del
descrito en E. coli.
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DETECCION DE H. INFLUENZAE CON DISMINUCION
DE SENSIBILIDAD A ACIDO NALIDIXICO,
CIPROFLOXACINA, LEVOFLOXACINA Y
MOXOFLOXACINA DEBIDO A MUTACIONES EN gyrA Y
parC

M. Pérez-Vazquez*, F. Roman*, B. Aracil¥, R. Cantén™*,

J. Oteo* y J. Campos*

*Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III,
Majadahonda. **Servicio de Microbiologia, Hospital
Universitario Ramoén y Cajal, Madrid.

Objetivos: Estudio de una coleccién de aislamientos clinicos
de H. influenzae con distintos niveles de sensibilidad a ci-
profloxacino (rango de CMI: 0,007-32 pg/ml)y otras quinolo-
nas con el fin de: determinar la asociaciéon entre las muta-
ciones en las “Regiones responsables de la resistencia a qui-
nolonas”(QRDRs) de GyrA y ParC y la disminucién en la
sensibilidad y proponer los valores de CMI y halos de inhibi-
cion para ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino y acido
nalidixico para detectar las cepas con sensibilidad reducida
como consecuencia de la adquisicion de mutaciones en los
QRDRs de GyrA y ParC.

Material y métodos: Se estudi6 la sensibilidad a ciproflo-
xacino, levofloxacino, moxifloxacino y dcido nalidixico de 62
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aislamientos clinicos de H. influenzae y dos cepas control por
microdilucion y difusién en disco y se secuenciaron las
QRDRs de gyrA y parC . La seleccion de las CMIs y halos de
inhibicion para detectar la presencia del mecanismo de re-
sistencia se basoé en los datos de distribucion de la poblacion
y la presencia o ausencia de mutaciones en los QRDRs de
GyrA y ParC.

Resultados: Las cepas con CMIs < 0,06 pg/ml (ciprofloxaci-
na), < 0,03 pg/ml (levofloxacina y moxifloxacina) o < 2,0
pg/ml (acido nalidixico) no presentaban modificaciones en
QRDR de GyrA. En contraste, todas las cepas con CMIs > 0,5
pg/ml (ciprofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina), y la
mayoria con CMIs > 32 pg/ml (4cido nalidixico) presentaban
mutaciones en GyrA y ParC.

Conclusiones: La disminucion de sensibilidad a quinolonas
en H. influenzae se asocia a mutaciones en las QRDRs de Gy-
rA y ParC. Se presentan los valores de CMIs y halos de in-
hibicién que permiten separar los aislamientos completa-
mente sensibles a las quinolonas estudiadas de aquellos con
disminucién de sensibilidad debido a la adquisicién de un
mecanismo de resistencia. Los halos de inhibicién del 4cido
nalidixico y las fluorquinolonas orales pueden utilizarse pa-
ra detectar la presencia de un mecanismo de resistencia en
H. influenzae (modificaciones en GyrA y ParC) con una sen-
sibilidad > 95% y especificidad > 80%.
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CARACTERIZACION DE HAEMOPHILUS INFLUENZAE
CON RESISTENCIA DE ALTO NIVEL A
FLUORQUINOLONAS

L. Lépez, J.M. Rodriguez-Martinez, E. Perea y A. Pascual

Objetivos: Estudiar los mecanismos de resistencia a fluor-
quinolonas (FQR) en una cepa clinica de H. influenzae.
Material y métodos: La cepa se aislé de un esputo de un
paciente de 80 afios con bronquiectasias y lesiones resi-
duales de tuberculosis, sin antecedentes previos de trata-
miento con fluorquinolonas. La identificacion se realizo
mediante catalasa, requerimiento de factores X y V
(MAST), API NH (bioMérieux) y antisueros a-f (Difco). El
estudio de sensibilidad se efectué mediante el método de
difusion con discos (Oxoid) de: 30 pg éacido nalidixico
(NAL), 5 ng ciprofloxacino (CIP), 5 ng levofloxacino (LEV),
5 pg moxifloxacino (MOX) y 1,25/23,75 pg trimetropim/sul-
fametoxazol (SXT). La produccién de betalactamasa se de-
terminé con nitrocefina 0,5 mg/ml (Oxoid). Se efectuaron
CMIs de fluorquinolonas y SXT por microdilucién en caldo
HTM (BBL) segin las recomendaciones del NCCLS. Se
analizaron las regiones QRDR de gyrA y parC mediante
amplificacién y secuenciacion.

Resultados: Se trataba de un aislamiento de H. influenzae
no tipable, no productor de betalactamasa, resistente (<6
mm de halo) a NAL, CIP, LEV y SXT, que presentaba las si-
guientes CMIs en mg/L: > 256 NAL, 32 CIP, 8 LEV, 2 MOX
y 24/76 SXT. Este aislado resistente a quinolonas represen-
t6 el 1% del total de H. influenzae en nuestro medio (1 de 99
aislados en 2003). La prevalencia de estas cepas en diferen-
tes estudios epidemioldgicos es muy baja (0,15% en el estu-
dio SENTRY y 0,14-0,37% en el estudio ALEXANDER). Los
aislados FQR analizados en la literatura no producen beta-
lactamasa, pero no se ha estudiado la asociacién con la re-
sistencia a SXT. Se detectaron 2 sustituciones en gyrA
(Ser84Tyr y Asp88Ala) y 2 en parC (Ser84Arg y Glu88Ala)
no descritas previamente, ademds de otras no asociadas a la
resistencia.

Conclusiones: La aparicion de cepas de H. influenzae FQR
es un fenémeno infrecuente. La combinacion de sustitucio-
nes encontrada no habia sido observada con anterioridad,
aunque no podemos descartar el papel de otros mecanismos
de resistencia. Es importante destacar la diferencia en la
CMI de CIP y MOX.
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SENSIBILIDAD A AMOXICILINA-CLAVULANICO (AMC)
EN CEPAS CLINICAS DE ESCHERICHIA COLI
RESISTENTE A CEFOXITINA (FOX)

F. Fernandez-Cuenca, L. Martinez-Martinez, G. Amblar,

D.J. Biedenbach, R.N. Jones y A. Pascual

Objetivo: El 34,4% de las cepas de E. coli resistentes a FOX
que se aislan en el area norte de Sevilla son sensibles a
AMC. El objetivo de este estudio es determinar la frecuencia
de este fenotipo de resistencia en cepas de E. coli aisladas en
diferentes hospitales europeos incluidos en el programa
SENTRY.

Material y métodos: Los valores de CMI de FOX y AMC co-
rrespondientes a 8337 cepas clinicas de E. coli se obtuvieron
de la base de datos del programa de vigilancia SENTRY-Eu-
ropa (1997-2002). Las CMIs se determinaron mediante la
técnica de microdilucién en caldo siguiendo la normativa del
NCCLS. Se consideraron 2 categorias clinicas: sensible y re-
sistente (en la que se incluyen cepas resistentes y con sensi-
bilidad intermedia). El andlisis de los datos se realiz6 deter-
minando la frecuencia de todos los fenotipos de sensibili-
dad/resistencia a FOX y AMC.

Resultados: La resistencia a FOX para los afos de estudio
fue: 2,7% (1997), 5,2% (1998), 9,8% (1999), 6,8% (2000), 6,4%
(2001) y 6,3% (2002). El porcentaje de cepas resistentes a
FOX y AMC fue: 81,8% (1997), 75,6% (1998), 60,4% (1999),
71,4% (2000), 65,3% (2001) y 67,0% (2002). El porcentaje de
cepas resistentes a FOX y sensibles a AMC fue: 18,2%
(1997), 24,4% (1998), 39,6% (1999), 28,6% (2000), 34,7%
(2001) y 33,3% (2002).

Conclusiones: Existe un elevado porcentaje de cepas de E.
coli resistentes a FOX y sensibles a AMC en los que debe
existir otro mecanismo de resistencia distinto de la hiper-
produccién de AmpC
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PATRONES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS i
EN CEPAS DE ESCHERICHIA COLI CON DISMINUCION
DE SENSIBILIDAD A CEFALOSPORINAS

DE 3* GENERACION

B. Bailo!, G. de la Pena', J. Oteo', J. Campos!, E. Cercenado?,

A. Delgado?, C. Raya?, C. Fuster*

Centro Nacional de Microbiologia, 'Instituto de Salud Carlos III,
2Hospital Gregorio Mararfién, *Fundacion de Alcorcén, Madrid.
“Hospital del Bierzo, Ponferrada, Leon.

Objetivos: Estudiar la sensibilidad a antibiéticos en cepas
de Escherichia coli con disminucion de sensibilidad a cefota-
xima y/o ceftazidima y clasificar su posible mecanismo segtun
los patrones de resistencia encontrados. Estudiar el meca-
nismo molecular en las cepas compatibles con hiperproduc-
cion de una cefalosporinasa cromosémica AmpC.

Material y métodos: Durante el 2003 se recogieron cepas
de E. coli que presentaron un halo de inhibicion < 27 mm
para cefotaxima y/o < 22 mm para ceftazidima en tres hos-
pitales espafioles. Se estudi6 la sensibilidad a 8 antibiéticos
B-lactdmicos y a 4 no B-lactamicos mediante la técnica de di-
fusién disco-placa segun las recomendaciones del NCCLS.
La sensibilidad a cefalosporinas de 3% se confirmé por E-
test. Segun el perfil de resistencia a B-lactdmicos encontra-
do se clasificaron como productoras de BLEE con predomi-
nio de actividad cefotaximasa, BLEE con actividad ceftazi-
dimasa o hiperproductoras de cefalosporinasa cromosémica
AmpC. En 15 cepas compatibles con hiperproduccién de
AmpC se procedi6 a la amplificacién y secuenciacion del pro-
motor de ampC con cebadores especificos.

Resultados: Se recogieron 133 cepas, 103 de orina, 11 de
exudados de heridas, 10 de sangre y 9 de otras localizacio-

6 Enferm Infece Microbiol Clin 2004;22(Supl 1):1-230

nes. La disminucion de sensibilidad a amoxicilina/dcido
clavuldnico, cefazolina, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidi-
ma, ciprofloxacino, cotrimoxazol, gentamicina e imipenem
fue 66,9%; 99,2%; 21%; 89,5%; 37,6%; 76,7%; 56,4%; 21% y
0%. Se consideraron BLEE con predominio de actividad ce-
fotaximasa al 64,4% y ceftazidimasa al 16,5%, e hiperpro-
ductoras de AmpC al 19,1%. La resistencia a ciprofloxaci-
no, gentamicina y cotrimoxazol fue més prevalente en ce-
pas productoras de BLEE con actividad cefotaximasa que
en las de actividad ceftazidimasa. Se detectaron mutacio-
nes en el promotor de ampC en las siguientes posiciones: -
88 (CpasaaT);-82(AaG);-42(CaT);-18(GaA);-1(Ca
T)y +568 (CaT).

Conclusiones: 1) En este estudio, las BLEE mas prevalen-
tes en E. coli fueron con diferencia las de actividad cefotaxi-
masa. 2) Se observé una mayor resistencia asociada a anti-
biéticos no B-lactdmicos en cepas productoras de BLEE con
actividad cefotaximasa que en las de actividad ceftazidima-
sa. 3) Las mutaciones encontradas en el promotor de ampC
en las cepas estudiadas fueron las mismas en todas ellas e
idénticas a algunas de las descritas previamente.
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EVOLUCION DE LA RESISTENCIA DE E. COLI ALO
LARGO DE OCHO ANOS (1996-2003)

M.M. Gallardo, M.V. Garcia, R. Rodriguez, E. Granados,

E. Martin, I. Viciana, MA. Sanchéz, A. Pinedo

Servicio de Microbiologia Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Victoria. Mdlaga.

Objetivos: Este estudio analiza las variaciones de la sensi-
bilidad en aislamientos de E. coli en el total de muestras del
laboratorio, y las compara con los valores de sensibilidad de
este microorganismos en muestras invasivas.

Material y métodos: Estudio retrospectivo de la sensibili-
dad de E. coli desde 1996- 2003. El nimero de cepas estu-
diadas han sido 2444, 3052, 2728, 2885, 2716, 2866, 2616,
2905 desde el ano 1996 a 2003 respectivamente. La identifi-
cacion y los estudios de sensibilidad se llevaron a cabo por
el sistema automatizado MicroScan Walkway® (Dade Beh-
ring). El estudio estadistico se realiz6 con el programa
Epilnfo 6.0.

Resultados: Las variaciones en la sensibilidad fueron:
ampicilina pasé de 38,8% (en el 1996) a 35,8% (en el 2003);
las cefalosporinas de 1*gen. (cefazolina de 92,8% a 77,8%);
las de 2%gen. (cefuroxima de 95,1% a 89,5% y cefoxitina de
96,9% a 90,1%); las de 3%gen. (cefotaxima de 96,9% a
92,1% y ceftazidima de 99,5% a 95,1%); cambios todos
ellos estadisticamente significativos (p<0,05). El cefepime
disminuye de 99,4% a 94,7% (1999- 2003), (p<0,05). Todos
estos aumentos de resistencia también aparecen en las
muestras invasivas, incluso de forma mas acentuada. En
el caso de los inhibiores de la B-lactamasa, el amoxicili-
na/clavuldnico disminuy6 del 94,3% en el 96 al 87,2% en el
2003 mientras que piperacilina/ tazobactam se mantuvo
en torno al 90% (a diferencia con los aislamientos de
muestras invasivas donde piperacilina-tazobactam au-
menta su resistencia de 17,7% a 23,4% en los cinco ulti-
mos anos). En cuanto la sensibilidad a aminoglucésidos,
gentamicina y tobramicina disminuyen un 4% y 6% respe-
tivamente (gentamicina 89,8% a 86% - tobramicina 92,1%
a 86,2%), manteniendose la sensibilidad a amikacina en
un 98,4%. En cuanto a quinolonas, las resistencias se han
mantenido en los 7 ultimos anos (del 73% al 71%), no sien-
do asi en las muestras invasivas que han pasado de 90% a
62%. Por ultimo la sensibilidad a los carbapenems se man-
tiene en todo el periodo (imipenem 99,6% - meropenem
99,5%).

Conclusiones: 1) El aumento de resistencia a -lactdmicos
fue del 15% en cefalosporinas de 1* generacion, un 6% en las
de 2% generacién y un 4% en las de 3% 2) El mayor aumento
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de resistencia en las quinolonas aparece en las muestras in-
vasivas (90% a 62%). 3) La sensibilidad de los carbapenems
se mantiene en todo el periodo de estudio.
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DISEMINACION DE INTEGRONES DE CLASE 1

ENTRE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA
PRODUCTORAS DE DIFERENTES TIPOS

DE - LACTAMASAS AISLADAS EN LA REGION
SANITARIA DE TORTOSA

M.M.O. Pérez Moreno, M. Carulla Pont, M. Pérez Moreno,

X. Tejedor Ganduxer, M.I. Llovet Lombarte, A.M. Jardi Baiges
y J.J. Zaragoza Lépez

Servicio Andlisis Clinicos. Hospital de Tortosa Verge de la Cinta.
Tortosa, Tarragona.

Objetivo: Estudiar la frecuencia de aparicién de integrones
de clase 1 entre cepas de Salmonella enterica productoras de
diferentes tipos de B-lactamasas (Blac) aisladas en nuestra
regién sanitaria.

Material y métodos: Se estudié la sensibilidad a cloram-
fenicol (C ), estreptomicina (Str), sulfamidas (Su), tetracicli-
na (Tet), cotrimoxazol (T/S), gentamicina y tobramicina
(Gen-Tob), nalidixico (Nal) y colistina (Col) de 100 cepas de
S. enterica (30 S. Enteritidis, 55 S. Typhimurium y 15 de
otros serotipos) resistentes a ampicilina (Amp), aisladas en
nuestro laboratorio entre junio de 2000 y octubre de 2001.
En todas las cepas se caracterizaron las Blac por IEF y PCR
y se investig6 la presencia de integrones de clase 1 median-
te PCR, empleando los iniciadores 5°CS- 3°CS. Se estudio,
mediante una segunda PCR, la presencia de los genes aa-
dA1, aadA2, dfrAl, tem-1, oxa-1y pse-1 en los productos ge-
nerados por la primera PCR, para intentar identificar los
genes de resistencia incluidos en la region variable de los in-
tegrones.

Resultados: a) 57 cepas producian TEM-1 (30 S. Enteriti-
dis, 13 S. Typhimurium, 4 S. Hadar, 2 S. Panama, 1 S. Vir-
chow, 1 S.Give, 1 S. Grumpensis, 3 serotipo [4,5,12:1:-], 1 S.
Mbdanka). EI 20% de las cepas de S. Enteritidis, el 62% de
las de S. Typhimurium y el 100% de los restantes serotipos
fueron resistentes a 4 o mas antibidticos, aunque se observo
una gran variedad en los perfiles de resistencia (PR) de S.
Enteritidis y S. Typhimurium. De las 57 cepas soélo 6 (10,5
%) poseian integrones: la unica S. Grumpensis (PR AmpStr-
SuTetT/SGen-Tob), en que se detectaron 2 amplicones de
aprox. 1500 y 1700 pb y las 2 S. Panama, 2 S. Enterica y 1
S. Typhimurium; en éstas 5 ultimas cepas el PR era
AmpStrSuTetT/S [C;Kan;Col;Nal] y se obtuvo 1 amplicén de
aprox.1600 pb (dfrAI- aadA2 en 1 S. Panama y dfrAl-aadAl
en los 4 aislados restantes). En ningtn caso se localizé el gen
tem-1 dentro de un integron b): 20 cepas producian OXA-1;
todas eran S. Typhimurium (la mayoria no tipificables),
mostraban el PR AmpCStrSuTet [T/S;Nal] y portaban 1 in-
tegron [amplicon aprox. 2000 pb (oxa-1- aadAlI)]. ¢): 23 cepas
(una serotipo [4,5,12:1:-] y 22 S. Typhimurium no tipifica-
bles, con patrén de fagotipo no reconocido o pertenecientes a
los fagotipos 104, 104-b y 11302) producian PSE-1 ; todas
ellas presentaban el mismo PR que las cepas OXA-1y 2 in-
tegrones de regiones variables de aprox. 1000 (aadA2) y
1200 pb (pse-1).

Conclusiones: a) Los genes de resistencia oxa-1 y pse-1, al
contrario de lo que sucedi6 con tem-1, siempre se localizaron
en integrones y sélo se identificaron en aislados con el PR
AmpCStrSuTet que, excepto en un caso, pertenecian al sero-
tipo Typhimurium . La coexistencia de este perfil de resis-
tencia y del patrén de integrones que hemos descrito como ti-
pico de las cepas productoras de PSE-1 (1000pb -aadA2- +
1200pb -pse- 1-) no se limit6 a S. Typhimurium DT104, sino
que se constaté en otros fagotipos e incluso en el serotipo
[4,5,12:1:-]. b) La frecuencia de aparicién de integrones entre
cepas que albergaban la flac TEM-1 y, en especial, entre las
del serotipo Enteritidis, fue muy baja.
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MECANISMOS DE DISMINUCION DE SENSIBILIDAD A
FLUOROQUINOLONAS EN MUTANTES DE
SALMONELLA ENTERITIDIS

L. Cebrian, I. Escribano, E. Cascales, M. Ruiz, J.C. Rodriguez
y G. Royo
Servicio de Microbiologia. Hospital General Universitario Elche.

Objetivos: Caracterizar los mecanismos de disminucion de
sensibilidad a fluoroquinolonas en mutantes de S. enteritidis
obtenidas tras exposicion repetida a concentraciones bajas y
constantes de fluoroquinolonas.

Material y métodos: Cepas: Una cepa de S. enteritidis sen-
sible a acido nalidixico y 6 mutantes de dicha cepa.
Generacion de mutantes: En caldo MH, esta cepa se puso en
contacto con concentraciones bajas (1/8 de su CMI) de cipro-
floxacino, ofloxacino, moxifloxacino, sparfloxacino, trovaflo-
xacino y gatifloxacino de forma repetida (media 11,2 pases)
hasta que se consiguié un incremento de su CMI de al menos
dos diluciones (1).

Caracterizacion de las mutaciones del gen gyrA: Se realizé
mediante secuenciacién del fragmento QRDR.
Caracterizacion de los sistemas de transporte activo del fdr-
maco: Mediante la inhibicién de estos sistemas por el com-
puesto MC 207.110

Resultados: Los mutantes generados presentan disminu-
cion de sensibilidad a todas las fluoroquinolonas estudiadas.
La cepa salvaje sensible a nalidixico no presenté mutaciones
en el fragmento QRDR del gen gyrA, mientras que en dos de
las seis mutantes, se detect6 la presencia de una mutacién
Unica en el codon 87 (mutante sparfloxacino: Asp..Tyr y mu-
tante gatifloxacino: Asp..Ala). La comparacién de la CMI a
acido nalidixico y ciprofloxacino de las cepas en presencia y
en ausencia del inhibidor de los sistemas de transporte acti-
vo empleado muestra que las cepas mutantes son capaces de
eliminar una cantidad media de acido nalidixico de 7,49 ve-
ces superior a la cepa salvaje. La cepa salvaje elimina nali-
dixico en escasa cantidad (52,42 ug frente a 7 ug). En cam-
bio, ciprofloxacino no es eliminada por la cepa salvaje, mien-
tras que se observa que las cepas mutantes eliminan 1,66 ug.
Conclusiones: La exposicion repetida a concentraciones su-
binhibitorias de fluoroquinolonas produce una disminucién
de la sensibilidad de S. enteritidis a estos antibiéticos. En es-
ta disminucién de la sensibilidad estdan siempre implicados
los sistemas de transporte activo y en algunos mutantes
también se observa alteraciones del gen gyr A. Aunque los
criterios establecidos por la NCCLS consideran como sensi-
ble a una cepa con CMI a fluoroquinolonas menor de 1 ug/ml,
detectamos la presencia de mecanismos de resistencia en la
bacteria, por lo que consideramos que se debe aplicar el cri-
terio establecido por MENSURA. La generacion de mutantes
con sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas tras exposi-
cién repetida a concentraciones bajas de estos farmacos, su-
gieren la necesidad de controlar el uso de fluoroquinolonas
en veterinaria y como aditivos alimentarios en animales, ya
que existen resistencia cruzadas entre estos compuestos.

1. L. Cebrian et al. Int. J. Antimicrob Agent 2003;22:134-9.
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CARACTERIZACION DE UNA NUEVA ENZIMA AAC(3)I
PRESENTE EN UN INTEGRON CLASE I, EN
SALMONELLAS CAUSANTES DE DIARREA DEL
VIAJERO

R. Cabrera, J. Ruiz, P. Goni, R. Gémez-Lus, M.T. Jiménez de Anta,
J. Gascon y J. Vila

Objetivo: Deteccién de integrones clase I presentes en Sal-
monella enterica causantes de diarrea del viajero y caracte-
rizacién de una nueva enzima codificada por el gen AAC(3)I.
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Materiales y métodos: 16 cepas de Salmonella con resis-
tencia a antibioticos fueron recuperadas de heces de viajeros
de diferentes areas. La presencia de integrones clase I fue
determinada por PCR con cebadores especificos. Los produc-
tos amplificados fueron recuperados y secuenciados con el
objetivo de establecer los genes implicados. Las secuencias
fueron comparadas con las presentes en el GeneBank. El
andlisis de los plasmidos, asi como la conjugacién fue lleva-
da a cabo con todos los aislamientos que presentaban inte-
grones. Adicionalmente la susceptibilidad a gentamicina
Cla, gentamicina C1, sisomicina, neomicin, dibekacina, ka-
namicina, tobramicin, amikacina, netilmicina, apramicina,
dactimicina, espectinomicina, estreptomicina, lividomicina y
butirosina fue determinada en la cepa portadora del gen
AAC(3)I.

Resultados: 4 de las 16 cepas aisladas (25 %) presentaron
al menos un integron clase I y contenian genes de resisten-
cia a antibidticos. Tres de las cepas presentaron un integron
que contenia los genes aadB mas catB3, dfrA17 mas aadAS5,
y aac(3)I-like mas aadA7, mientras que la cepa restante por-
taba dos integrons conteniendo los genes carb2 y aadA2, res-
pectivamente. Solo una cepa portaba plasmidos pero fue ne-
gativa a la conjugacion tanto esta como las demas cepas. La
homologia entre el ADN y la secuencia de aminoacidos de la
enzima AAC(3)I-like y la de la enzima AAC(3) fueron de 59%
y 62%, respectivamente. La susceptibilidad antimicrobiana
a diferentes aminoglicosidos en estas cepas mostré resisten-
cia o susceptibilidad disminuida a gentamicina Cla, genta-
micina C1, dactimicina, y sisomicina, en correspondencia
con la presencia de una AAC(3)I. La resistencia a estrepto-
micina y espectinomicina fue también mostrada, probable-
mente debido a la presencia del gen aadA7.

Conclusiones: Una alta frecuencia de integrones clase I ha
sido detectada en aislamientos de Salmonella causantes de
diarrea del viajero resistentes a antibidticos. Estos integro-
nes presentaron una alta variabilidad de genes de resisten-
cia, principalmente asociada con aminoglicosidos. En esta li-
nea, un nuevo gen que codifica para una enzima AAC(3)I fue
identificado dentro del integron.
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CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS
MOLECULARES DE LA RESISTENCIA

A QUINOLONAS EN CEPAS CLINICAS DE YERSINIA
ENTEROCOLITICA O:3

S. Capilla*, J. Ruiz**, P. Goni*, J. Castillo*, M.C. Rubio*,

M.T. Jiménez de Anta**, R. Gémez-Lus* y J. Vila**
*Departamento Microbiologia, Facultad Medicina, Universidad
Zaragoza, Zaragoza. **Servicio Microbiologia, Institut Clinic
Infeccions i Inmunologia, I.D.I.B.A.P.S, Facultad Medicina,
Universidad Barcelona, Barcelona.

Y. enterocolitica O:3 es un patégeno entérico causante de in-
fecciones gastrointestinales, que se transmite a través de
aguas o alimentos. Aunque en la mayoria de los casos los an-
tibidticos no son necesarios para tratar estas infecciones, su
uso puede requerirse para el tratamiento de infecciones sis-
témicas en pacientes inmunocomprometidos. El objetivo de
este estudio es determinar los mecanismos de resistencia a
quinolonas en una serie de cepas de Y. enterocolitica O:3 re-
sistentes al acido nalidixico (NAL) aisladas en el area de Za-
ragoza.

Material y métodos: Se han estudiado 44 cepas de Y. ente-
rocolitica O:3 aisladas entre los afnos 1996 y 2001 (41 resis-
tentes y 3 sensibles a NAL) y una cepa resistente a NAL
(CIM de 512 mg/L) obtenida in vitro a partir de una cepa
sensible a dicho antibiético (CIM de 8 mg/L). Se han estu-
diado las mutaciones en los genes gyrA y parC mediante
PCR de la region (RDQR). Paralelamente se ha estudiado la
susceptibilidad a NAL y ciprofloxacino (CIP) en presencia y
ausencia de 20 mg/L del inhibidor de bombas de eflujo Phe-
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Arg-B-naphthylamide (PAN) mediante el método de dilucién
en agar.

Resultados: Todas las cepas resistentes a NAL presenta-
ban mutaciones en el gen gyrA afectando al codon Ser 83 (37
cepas) o Asp 87 (3 cepas) y sélo una tenia una doble muta-
cién produciendo cambios de Ser-83 a Ile y Val-85 a Ile. En
ningun caso se ha observado mutacion en el gen parC. La
mutaciéon en Ser 83 ha generado un cambio a Arg en 30 ce-
pas (16 a AGG y 14 a AGA), a Ile (ATC) en 6 cepas y a Cys
(TGC) en una cepa. La mutacién en Asp 87 ha supuesto un
cambio a Gly (GCG) en dos cepas y Asn (AAC) en una cepa.
El mutante obtenido “in vitro” presentaba una mutacién en
la posicién 81 cambiando a Cys (TGT). La presencia del in-
hibidor disminuy6 la CIM de NAL entre dos y seis diluciones
en 37 de las 41 cepas resistentes a NAL. Por otro lado, la
CIM de CIP se vio afectada en tres cepas produciendo un
descenso de 3 diluciones (de 0,25 a 0,03 mg/L; de 0,5 a 0,06
mg/L; y de 2 a 0,5 mg/L). El mutante obtenido “in vitro” ha
sido afectado por el inhibidor disminuyendo la CIM a NAL
en tres diluciones (de 512 a 64 mg/L) mientras que las cepas
sensibles a NAL no han sido afectadas.

Conclusiones: Los resultados muestran que un mecanismo
de resistencia por bomba de eflujo contribuye a incrementar
la resistencia a NAL y el uso del inhibidor PAN no consigue
producir el cambio de resistente a sensible en la mayoria de
los aislados analizados. Los resultados muestran que aun-
que una mutacion en el gen gyrA es la responsable de gene-
rar la resistencia a NAL, en la mayoria de las cepas de Y. en-
terocolitica O:3, la sobreexpresion de bombas de eflujo puede
modular la CIM final de este agente antimicrobiano.

021

CARACTERIZACION MOLECULAR DE UNA NUEVA
B-LACTAMASA AMPC EN UN AISLAMIENTO CLINICO
DE UNA CEPA DE ACINETOBACTER GENOESPECIE 3
A. Beceiro*, X. Moralejo*, L. Dominguez™*, A. Ribera™*, J. Vila**,
R. Villanueva* y G. Bou*

*C.H.U. Juan Canalejo, A Corufia. **H. Clinic, Barcelona.

Introduccion: Se aislé en nuestro hospital una cepa de Aci-
netobacter Genoespecie 3 (AG3) con un patrén de resistencia
que sugeria la presencia de una B-lactamasa de clase C. El
principal objetivo fue la caracterizaciéon molecular de esta -
lactamasa de AG3.

Métodos: Se realizé una identificacién genotipica de la es-
pecie por ARDRA. La presencia de B-lactamasas se estudié
mediante IEF. Se realiz6 CMI por microdilucién y confirma-
cion por E-test, segin criterios NCCLS. Purificacion del cro-
mosoma y pldsmidos mediante técnicas convencionales.
Identificacion del gen ampC mediante PCR, utilizando ini-
ciadores especificos para ampC de A. baumannii (Ab). Pos-
terior clonacién del amplicon en el plasmido pGEM-T (Pro-
mega, USA). Se estudi6 la diseminacion del gen mediante
PCR, en 7 aislamientos genéticamente no relacionados de
AGS3 tipados por REP-PCR. Para estudios microbioldgicos y
bioquimicos se cloné el gen ampC AG3 en los vectores
pBGS18 y pGEX- 6p-1 respectivamente. La inducibilidad del
enzima se estudié mediante ensayos con cefoxitina.
Resultados: El enzima tiene un pI > 8,5. No se pudo obtener
ningun pldsmido de la cepa clinica. Se obtuvo por PCR un
producto génico de 1321 pb, con una homologia de un 95% con
ampC de Ab. La proteina presentaba 9 cambios aminoacidi-
cos con respecto a la AmpC de Ab (entre los que se encuen-
tran Prol67Ser y Asp240Gly, implicados ambos en el au-
mento de CMI a ceftazidima en B-lactamasas CTX-M) y dos
cambios en el promotor, en las regiones —21 y -53. CMIs
(mg/L) del E. coli TG1 portador del gen: ampicilina (AMP):
128; amoxicilina-clavuldanico (XL):12; piperacilina (PP): >
256; cefalotina (CE): > 256; cefoxitina (FX): > 256; ceftazidi-
ma (TZ): 0,5; cefotaxima (CT):1 e imipenem (IP):1. Parame-
tros cinéticos (valor relativo Km/Vmx): AMP: 100, CE: 10605,
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FX: 482, XM: 47. Tasas de hidrdlisis relativas con 100 pM de
cada antibiético: AMP: 100, CE: 6770, FX:26, XM: 15, CT:4,
IP:2. No fue inducible en presencia de cefoxitina. El gen se
encontro en los 7 aislamientos no relacionados de AG3.
Conclusiones: Los cambios de Aa asi como los cambios en
el promotor de los genes de ambas proteinas (AmpC AG3 y
Ab) son posiblemente los causantes de las diferencias en las
CMIs, asi como de las caracteristicas bioquimicas que pre-
sentan. Estudios estructura-funcién con un promotor comin
se estan llevando a cabo, asi como mutagénesis dirigida so-
bre los Aa discordantes entre ambas enzimas. Describimos
la caracterizaciéon molecular de un nuevo gen ampC detecta-
do en una cepa clinica de AG3.
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