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ACTIVIDAD IN VITRO DE TIGECICLINA FRENTE
AISLADOS CLINICOS DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTORES DE BLEES

A. Sorlézano!, J. Gutiérrez!, A. Salmerén?, J.D. Luna?,

F. Martinez!, J. Roméan3, O. Santiago! y G. Piédrola!
Departamentos de Microbiologia® y Bioestadistica®, Universidad
de Granada. Servicios de Microbiologia® y Farmacia?, Hospital
Universitario San Cecilio. Granada.

Introduccién y objetivos: Tigeciclina es una glicilciclina
derivada de la minociclina, con excelente actividad in vitro
frente a un amplio grupo de patégenos: cocos grampositivos
(incluyendo multirresistentes), enterobacterias (incluyendo
las productoras de BLEESs), Acinetobacter spp. y anaerobios,
entre otros. No se ha mostrado eficaz frente a P. aeruginosa,
P. mirabilis o Providencia spp. Entre los microorganismos
productores de BLEEs es frecuente encontrarnos un patrén
de multirresistencia, que limita de forma importante las op-
ciones terapéuticas. El objetivo de este estudio fue describir
la actividad de tigeciclina frente aislados clinicos de E. coli
productores de BLEEs.

Material y métodos: Se evalué la actividad de tigeciclina
en 115 aislados clinicos de E. coli productores de BLEEs
mediante E-test y difusion con discos de 15 pg. 67 aislados
fueron productores de enzimas CTX-M9 y 48 de SHV. Pa-
ra estudiar la relacién entre el valor de CMI obtenido por
E- test y el didmetro del halo de inhibicién, se llevé a cabo
una regresion lineal ponderada, transformando los datos
de CMI por el logaritmo neperiano, y asi se obtuvo la ecua-
cion que ligaba las dos variables. Para medir la fuerza de
la relacién entre ellas, se emple6 el coeficiente de correla-
cién.

Resultados: E1 100% de los aislados se mostraron sensi-
bles, considerando el punto de corte establecido por la FDA
para Enterobacteriaceae (CMI < 2 pg/ml). El rango fue
0,047-1 pg/ml (0,047-0,75 pg/ml para CTX-M9; 0,064-1
pg/ml para SHV). Para los 115 aislados los valores de CMI;,
y CMI,, fueron, respectivamente, 0,125 y 0,38 pg/ml (0,125
y 0,38 pg/ml para CTX-M9; 0,19 y 0,38 ng/ml para SHV). El
rango de los halos de inhibicién en la difusion con discos fue
19-29 mm (media 24,7 mm y desviacién estdndar 2,04). Pa-
ra las enzimas CTX-M9 los resultados fueron: rango 21-29
mm; media 25 mm; desviacién estandar 2,02; y para SHV:
rango 19-29 mm; media 24,4 mm; desviacion estandar 2. La
ecuacién que relaciona los valores de CMI con los didmetros
del halo de inhibicién fue, en términos de exponencial,
CMI=¢*393-0.253xdisc0) ¢ @] coeficiente de correlacion fue r = -
0,834 que muestra una relaciéon importante entre ambas va-
riables (el descenso de CMI conforme aumenta el didmetro
del halo es claramente lineal, asemejandose a un descenso
exponencial).

Conclusion: Tigeciclina muestra una excelente actividad
frente a aislados de E. coli productores de BLEEs, no exis-
tiendo diferencias entre los enzimas CTX-M9 y SHV.
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GENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MLS,
EN STREPTOCOCCUS AGALACTIAE DE DISTINTOS
SEROTIPOS

M.E. Llaneza, C. Seral, E. Durén, F.J. Castillo,

D. Pérez, D. Alvarez, M.C. Rubio, J.A. Sdez-Nieto

vy R. Gémez-Lus

Servicio de Microbiologia, HCU Lozano Blesa (Zaragoza), ISCIIT
(Madrid).

Objetivos: Estudiar los genotipos/fenotipos de resistencia a
antibiéticos MLSy en Streptococcus agalactiae (SA) y su re-
lacién con los distintos serotipos.

Materiales y métodos: Entre mayo de 2002 y abril de 2004
se seleccionaron los SA de frotis vaginales y vaginales/recta-
les de mujeres gestantes y no gestantes, asi como los aisla-
dos de hemocultivos desde 1993 hasta 2004. Se estudiaron
los fenotipos MLS; y las CMIs a eritromicina, josamicina,
clindamicina, linezolid, quinupristina/dalfopristina y telitro-
micina. La caracterizacion genoti—pica se realizé mediante
PCR de los genes de resistencia erm(B), erm(TR) y meflA/E);
para el serotipado se utilizaron antisueros Ia, Ib, II, III, IV y
V. Se estudié la clonalidad de las cepas pertenecientes al V' y
las no tipables mediante PFGE (Smal).

Resultados: Del total de 609 cepas (354 de gestantes, 208
de no gestantes y 47 hemocultivos) la resistencia a antibidti-
cos MLS; fue de 24,29, 36,06 y 6,38% respectivamente, sien-
do el fenotipo MLSzc (79,27, 69,01 y 100%) el predominante
en los tres grupos. El genotipo/fenotipo més frecuente fue
erm(B)/MLSgc (gestantes: 55,38%, no gestantes: 46,94% y
hemocultivos: 75%) y el que presenta CMIs m4s elevadas a
eritromicina y josamicina, seguido de erm(TR)/MLSyc (ges-
tantes: 36,92%, no gestantes: 30,61% y hemocultivos: 25%).
El rango de CMIs y la CMI90 fue: eritromicina (<0,25->128,
>128), josamicina (£0,25->128, >128), clindamicina (<0,12-
>64, >64), quinupristina/dalfopristina (0,12-2, 0,5), linezolid
(0,25-2, 1) y telitromicina(<0,01-1, 1). La distribucién de los
serotipos de 151 cepas estudiadas fue: Ia: 14,6%; Ib: 7,9%; 11:
20,5%; 111: 42,4%; 1IV: 0,7%; V: 8,6% y no tipable: 5,3%. El
gen erm (B) fue el mas frecuente en los serogrupos II, III, y
V y erm (TR) fue predominante serogrupos Ia Ib y IV. Entre
las 12 cepas del serotipo V y las 8 no tipables, encontramos
mediante PFGE 7 y 8 grupos distintos respectivamente (gra-
do de similitud del 80%).

Conclusiones: Los fenotipos/fenotipos mas frecuentes fue-
ron erm (B)/MLSgc y erm (TR)/MLS;c. Los serotipos mas fre-
cuentes fueron III>II>Ia>V>Ib, presentando amplia varie-
dad de fenotipos/genotipos de resistencia. Encontramos una
elevada diversidad genética en las cepas del serotipo V y las
no tipables.
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DETECCION DE CEPAS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA PRODUCTORAS

DE LA CARBAPENEMASA VIM-2

EN CANTABRIA

I. Monteagudo, M. Romo, J. Calvo, J. Agiiero

y L. Martinez Martinez

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, Santander.

Objetivo: Describir tres aislados clinicos de P. aeruginosa
resistentes a carbapenemas y productores de VIM-2, detec-
tados en nuestro hospital.

Material y métodos: Se han estudiado 91 aislados de P.
aeruginosa procedentes de muestras clinicas recogidas en
el periodo 2003-2005, en los que se obtuvo una categoria cli-
nica de intermedio o resistente para imipenem (IP) o mero-
penem (MP) con MicroScan WalkAway (paneles Combo
Neg 1S y Combo Orina 1S). El estudio de sensibilidad se

confirmé mediante la técnica de microdilucién en caldo, si-
guiendo las normas de la CLSI, para los siguientes antibi6-
ticos: IP, MP, carbenicilina (CB), piperacilina/tazobactam
(P/T), ceftazidima (TZ), aztreonam (AT), gentamicina (GM),
tobramicina (TO), amikacina (AK), ciprofloxacino (CP) y co-
listina (CS). La posible presencia de carbapenemasas se es-
tudié mediante microdilucién en caldo con quelantes (ED-
TA 0,4 mM + 1,10-fenantrolina 0,04 mM), difusién en disco
con imipenem e imipenem + EDTA 0,5M y el test de Hod-
ge. La deteccion genética de metalobetalactamasas (MBL)
se realizé por PCR, utilizando cebadores especificos para
enzimas tipo VIM, IMP y SPM. Los amplicones fueron se-
cuenciados y analizados en la base de datos del GeneBank.
La relacién clonal entre las cepas se estableci6 mediante
REP-PCR.

Resultados: Los ensayos realizados para la deteccion fe-
notipica de carbapenemasas sugirieron la presencia de
MBL en tres aislados para los que se obtuvo: test de Hodge
positivo; disminucién de > 64 veces la CMI de imipenem en
presencia de quelantes, e incremento del halo de inhibicién
en > 19 mm con discos de IM + EDTA frente a IM. Los ais-
lados se obtuvieron de muestras de tres pacientes distintos
a partir de exudado de herida (P1), orina (P2) y sangre (P3).
Las CMI (pg / ml) para los tres aislados fueron: P1 (IP 32,
MP 16, CB > 512, P/T 64, TZ 32, AT 8, GM 16, TO 128, AK
64, CP 32, CS 2), P2 (IP 32, MP 32, CB > 512, P/T 64, TZ
32, AT 8, GM 16, TO 128, AK 64, CP 64, CS 2) y P3 (IP 128,
MP > 128, CB > 512, P/T 512, TZ 64, AT 16, GM 32, TO 8,
AK 0.5, CP 8, CS 2). En los tres aislados se obtuvieron am-
plicones con cebadores para enzimas tipo VIM, que por se-
cuenciacién fueron identificados como VIM-2. La REP-PCR
mostré dos patrones distintos, perteneciendo P1 y P2 al
mismo patrén.

Conclusiones: Hemos identificado, por primera vez en
nuestro hospital, cepas de P. aeruginosa, productoras de la
metalobetalactamasa VIM-2.
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VARIACION DE LA CONCENTRACION PREVENTIVA
DE MUTACIONES A FLUOROQUINOLONAS TRAS
EXPOSICION DE SALMONELLA A
FLUOROQUINOLONAS Y BETALACTAMICOS

L. Cebrian, I. Escribano, J.C. Rodriguez, P. Lépez, E. Pastor
y G. Royo

S. Microbiologia. Hospital General Universitario de Elche.
Universidad Miguel Herndndez. Elche, Alicante.

Objetivo: Conocer la modificacion de la concentracién pre-
ventiva de mutaciones (CPM) de cepas de Salmonella tras
ser sometidas experimentalmente a exposicion repetida de
concentraciones subinhibitorias de ciprofloxacino, ofloxacino
gatifloxacino, moxifloxacino, amoxicilina y cefotaxima.
Material y métodos: Cepas: 2 de cada uno de los tres se-
rotipos méds prevalentes en nuestro area (Enteritidis, Ha-
dar y Typhimurium), uno sensible y otro resistente a acido
nalidixico. Generacién de mutantes tempranos: Se genera-
ron tras exposicién repetida a concentraciones suinhibito-
rias de los farmacos (1/8 de la CMI) hasta que aparecieron
mutantes con CMI aumentada en dos diluciones. Genera-
cion de mutantes tardios: Se inocularon en placas con con-
centraciones crecientes de antibiéticos (0,03-256 mg/L).
Este proceso se repitié 60 veces utilizando como iné6culo los
microorganismos que crecian en la mayor concentracién
del pase anterior. Calculo de la CPM: Tras la inoculacion
de un elevado in6culo (10° ufe/ml de microorganismos) en
placas con diluciones seriadas de antibié6ticos, se determi-
né6 la dilucién a la que crecian las subpoblaciones més re-
sistentes.

Resultados: Mutantes generados tras exposicién a fluoro-
quinolonas: Los mutantes generados a partir de cepas re-
sistentes presentan una mayor CPM que los generados a
partir de cepas sensibles (4,6 mg/L frente a 1,6 mg/L).
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Tanto para cepas sensibles como resistentes, los valores
de CPM se incrementan tras exposiciones repetidas a los
antibiéticos (1,46 mg/L y 1,86 mg/L (mutantes precoces)
versus 1,76 mg/L y 7,46 mg/L (mutantes tardios). Mutan-
tes generados tras exposicion a betalactdmicos: La exposi-
cion repetida a betalactamicos también provoca una ele-
vacién de la CPM a fluoroquinolonas. Este incremento es
mayor tras exposicién a amoxicilina (pasa de 0,20 mg/L a
1,04 mg/L) que a cefotaxima (pasa de 0,20 mg/L a 0,62
mg/L).

Conclusiones: Tras la exposicién repetida de farmacos, se
produce una activacion de los sistemas pump efflux que ge-
nera resistencias cruzadas a varias familias de farmacos. Si
comparamos los datos de la CPM con los niveles de los far-
macos en el organismo, se observa que los mutantes genera-
dos a partir de cepas resistentes a acido nalidixico presentan
un cociente AUC/CPM bajo y esto puede ayudar a explicar
los fracasos terapéuticos descrito en el tratamiento con fluo-
roquinolonas de estas cepas.
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HIPERPRODUCCION DE AMPC ASOCIADA

A LA SECUENCIA DE INSERCION ISABAIEN UNA CEPA
DE ACINETOBACTER GENOESPECIE 3 (AG3)

A. Beceiro*!, M. Tomas!, S. Mallo!, F. Ferndndez-Cuenca?,

A. Pascual?, L. Martinez-Martinez?, J. Vila*, J. M. Cisneros®,

J. Rodriguez-Bano®, J. Pachén® G. Bou! y GEIH

ICHU Juan Canalejo, La Corufia; 2 S. Microbiologia

y SU. E. Infecciosas, H. Virgen Macarena, Sevilla; H. Marqués
Valdecilla, Santander; *H. Clinic, Barcelona; °H. Virgen de
Rocio, Sevilla.

Introduccién: Una cepa de AG3 (AJC68081) aislada en
el CHU Juan Canalejo, y productora tinicamente de un en-
zima AmpC codificado cromosémicamente presenté mayor
resistencia a los B-lactdmicos que la mayoria de los aisla-
mientos de esta especie. El objetivo fue caracterizar el me-
canismo responsable de esta elevada resistencia en esta
cepa.

Material y métodos: AJC68081 (CMI ampicilina 512 mg/L)
y 15 cepas no relacionadas de AG3 (CMI,, ampicilina 48
mg/L) fueron estudiadas. CMIs por E-test y microdilucién.
Clonacién de los genes P -lactamasas AmpC cromosémicos y
expresion en E. coli (DH5alfa) segin protocolo previo (Becei-
ro y col. AAC. 2004). Estudios de expresion génica por RT-
PCR y Western Blot. Identificacion de regiones adyacentes
al gen bla,,, . (promotor y 3" no traducido) mediante PCR in-
versa.

Resultados: Los genes de las ampC de la cepa AJC68081 y
8 de los controles fueron clonados bajo un promotor comun y
secuenciados, obteniéndose una identidad aminoacidica de
un (94,3 -96,3) % respecto a la de la cepa estudio AJC68081.
La expresién de estas AmpC en E. coli no mostré diferencias
significativas en las CMIs a los B-lactdmicos entre ellas. Se
observé una mayor expresiéon del gen ampC en la cepa
AJC68081 respecto a los 15 controles AG3. La CMI frente a
ampicilina descendié a 12 mg/L en presencia de cloxacilina
en la cepa AJC68081. Por PCR inversa se observé que la ce-
pa AJC68081 portaba en la zona 5” del gen una secuencia de
insercion denominada IS Abal, la cudl incluye un potente
promotor, que se encontraria reemplazando al promotor gé-
nico ampC original. Por PCR se determiné que esta secuen-
cia ISAbal dnicamente se encontraba en la regién 5” en la
cepa estudio, no encontrandose en los otros 15 aislamientos
de AG3 estudiados.

Conclusiones: 1) La variabilidad genética en la secuencia
de las ampC no se asocié a diferencias en las CMIs a f-lac-
tamicos; 2- La B-lactamasa AmpC se encuentra hiperexpre-
sada en esta cepa de AG3 (AJC68081), dando lugar a mayor
CMIs a los B — lactdmicos debido al cambio en el promotor
por la inclusion de ISAba1 en la zona inmediatamente ante-
rior al gen bla

ampC
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CARACTERIZACION DE ENTEROBACTERIAS
PORTADORAS DE BLEE AISLADAS DE MUESTRAS
INVASIVAS

M.I. Millan, C. Seral, M. Pardos, M.P. Macipe, M.A. Arias,

E. Durén, C. Pitart, M.C. Rubio y F.J. Castillo

Servicio de Microbiologia del H.C.U. Lozano Blesa, Zaragoza.

Objetivos: Determinar la incidencia y caracterizacion de
enterobacterias portadoras de B-lactamasas de espectro ex-
tendido (BLEE) aisladas en nuestro laboratorio de muestras
invasivas (hemocultivos y liquidos biolégicos) durante 4 anos
(2001-2005).

Material y métodos: De enero de 2001 a marzo de 2005 se
estudié la sensibilidad de las enterobacterias procedentes de
hemocultivos y liquidos biolégicos mediante el sistema de
microdilucién Wider®. Las cepas que segun criterios de CLSI
podian ser portadoras de BLEE, se confirmaron mediante
doble difusién con discos de cefotaxima, ceftazidima, ceftria-
xona, aztreonam y amoxicilina/clavuldnico y con tiras de E-
test® CTX- CTX/C, CAZ-CAZ/C. También se estudié la sen-
sibilidad a ertapenem. Las BLEE se caracterizaron median-
te PCR de los genes: blagy,blagyy, blacrsars ¥ blaersario-
Resultados: Se obtuvieron un total de 20 cepas portadoras
de BLEE: 19 E. coli y 1K. oxytoca. Fueron: 13 hemocultivos
(65%), 2 bilis (10%), 3 abscesos (15%), 1 liquido ascitico (5%)
y 1 LCR (56%). Todas las muestras fueron de origen hospita-
lario, de los siguientes servicios: 35% de servicios médicos,
30% quirurgicos, 20% de pediatria y 15% de UCI. Su distri-
bucién segin fenotipos fue: 14 CTXE-CAZS, 4 CTXR-CAZR y 2
CTXS-CAZ'. El rango de CMIs y la CMI®* para estos antibi6-
ticos fue: CTX (1->16 mg/L, >16 mg/L), CAZ (<0,5->32 mg/L,
>32 mg/L). Todas fueron sensibles a ertapenem (rango
0,008-0,5 mg/L, CMI*® 0,047 mg/L). Las B-lactamasas detec-
tadas fueron: TEM (50%), grupo CTX-M-9 (55%), grupo CTX-
M-10 (5%) y SHV (30%). Por especie, encontramos las si-
guientes enzimas: en K. oxytoca: 1 cepa SHV. En E. coli: 6 ce-
pas CTX-M-9; 4 cepas TEM; 1 cepa CTX-M-9+CTX-M-10; 4
cepas TEM+SHV; 1 cepa CTX-M-)+SHV; 1 cepa CTX-M-
9+TEM y 1 cepa CTX-M-9+TEM+SHV. 1 cepa pendiente de
PCR.

Conclusion: Se ha detectado un progresivo aumento de en-
terobacterias portadoras de BLEE en hemocultivos y liqui-
dos biolégicos en nuestro medio. La enterobacteria portado-
ra de BLEE en muestras invasivas predominante era E. co-
li. El grupo CTX-M-9 es la BLEE mas frecuente en
hemocultivos y liquidos biolégicos, coexistiendo en 4 de los
casos con otras enzimas.
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EFECTO INHIBITORIO DE MICROORGANISMOS
PROBIOTICOS Y NO PROBIOTICOS SOBRE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE HELICOBACTER
PYLORI

J. Diaz-Regafién, T. Alarcén, D. Domingo, J.A. Garcia

y M. Lépez-Brea

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario de la Princesa.
Madrid.

Objetivos: Determinar el efecto de 33 microorganismos pro-
biéticos y no probiéticos sobre 40 aislamientos clinicos de He-
licobacter pylori.

Métodos: Se estudiaron 40 cepas de Helicobacter pylori (Hp)
procedentes de biopsias gastricas de pacientes adultos e in-
fantiles sometidos a endoscopia. El procesamiento y la iden-
tificacion se llevaron a cabo segin metodologia habitual. Se
obtuvieron 33 microorganismos probiéticos y no probiéticos
de productos comerciales (leche y yogurt) y de muestras cli-
nicas (hemocultivos, heridas y exudados vaginales). Se pro-
cesaron segun los requerimientos propios de cada microor-
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ganismo y se identificaron mediante tincién de Gram, Mi-
croScan (Dade-Behring), Api (bioMérieux) y AuxaColor (Bio-
Rad) obteniéndose 15 microorganismos probiéticos (3 Lacto-
bacillus spp., 2 Lactococcus spp., 4 Streptococcus spp., 3 En-
terococcus spp., 2 Bacillus spp. y 1 S. cerevisae) y 18 no pro-
biéticos (9 Staphylococcus spp., 2 E. coli, 1 P. aeruginosa, 2
Klebsiella spp., 1 Salmonella spp., 1 A. baumannii, 1 E. clo-
acae y 1 S. maltophilia). Para determinar el posible efecto
inhibitorio de estos microorganismos frente a Hp se realizé
el método de la “gota”. Se inoculé una placa de agar sangre
con el maximo de colonias crecidas de Hp y se deposité una
gota de 10 pl conteniendo al microorganismo (concentracion
0,5 MacFarland). Las placas se incubaron a 37°C en atmoés-
fera microaerofilica durante 3-5 dias. La lectura se realizé
midiendo el halo de inhibicién alrededor de la gota.
Resultados: 2 cepas de Lactobacillus spp. inhibieron el cre-
cimiento de 6 y 9 cepas de Hp respectivamente. 1 cepa de E.
faecium, 1 de E. coli, Bacillus spp., S. cerevisae, E. cloacae y
S. maltophilia inhibieron 1, 1, 11, 7, 9 y 12 cepas respectiva-
mente. Las 9 cepas de Staphylococcus spp. inhibieron a 10,
40,1, 1,4, 7,40, 6 y 40 cepas de Hp. Los halos de inhibicién
oscilaron entre 25 y 30 mm. Por el contrario 1 cepa de Lac-
tobacillus spp., 1 de E. faecium, las 4 cepas de Streptococcus
spp., L. lactis lactis, B. cereus, E. faecalis, P. aeruginosa,
Klebsiella spp. y A. baumannii no inhibieron a ninguna cepa.
Conclusiones: 1) El género Lactobacillus, principal micro-
organismo probiético, ejerce un efecto inhibitorio in vitro so-
bre Helicobacter pylori. 2) En nuestro estudio 1 cepa de S.
auricularis y 2 de S. epidermidis fueron capaces de inhibir
todas las cepas de Helicobacter pylori. 3) Algunos microorga-
nismos gramnegativos y enterobacterias también inhiben el
crecimiento de Helicobacter pylori.
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DISMINUCION EN LA ACTIVIDAD UREASICA

DE HELICOBACTER PYLORI AL ENFRENTARSE

A DIFERENTES MICROORGANISMOS PROBIOTICOS
Y NO PROBIOTICOS

J. Diaz-Regafién, T. Alarcén, D. Domingo y M. Lépez-Brea

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario de la Princesa.
Madrid.

Objetivo: Estudiar el efecto de diferentes microorganismos
probiéticos y no probidticos sobre la actividad ureasica de 3
cepas de Helicobacter pylori.

Métodos: Se estudiaron 3 cepas de H. pylori (A, By C) pro-
cedentes de biopsias gastricas. El procesamiento y la identi-
ficacién se llevaron a cabo segiin metodologia habitual. 21
microorganismos probiéticos y no probiéticos (1-21) se aisla-
ron de productos comerciales (leche y yogurt) y muestras cli-
nicas (hemocultivos, heridas y exudados vaginales). El pro-
cesamiento se realizé segtin los requerimientos propios de
cada microorganismo y se identificaron mediante tincién de
Gram, MicroScan (Dade-Behring), Api (bioMérieux) y Auxa-
Color (Bio-Rad) con el resultado de 3 Lactobacillus spp., 2
Lactococcus spp., 4 Streptococcus spp., 2 Bacillus spp., 1 S.
cerevisae y 9 Staphylococcus spp. El efecto inhibitorio sobre
la actividad ureasica se determin6 mediante el método de ro-
jo fenol modificado. En pocillos de BHI suplementado con
suero fetal bovino y extracto de levadura, se afiadié H. pylo-
ri en suspensién y el microorganismo probiético o no probié-
tico a probar. Se obtuvieron alicuotas de 100 pl de esta sus-
pensién y en los tiempos 0, 3 h., 20 h. y 24 h. se afiadieron
100 pl de buffer ureasa (20% de urea y 0,012% de rojo fenol
diluidos en buffer fosfato con pH final de 6) en una placa mi-
crotiter que se incub6 durante 2 horas a 37°C. La lectura se
realiz6 midiendo la absorbancia a 550 nm. Se consider6
100% de actividad ureasica la absorbancia producida por la
cepa de H. pylori sin microorganismo probiético o no probié-
tico.

Resultados: Al cabo de 24 horas de incubacion la actividad
uredsica de la cepa A de H. pylori disminuy6 en un 22,96 -

99,76% con 20 de los 21 microorganismos probados, la de la
cepa B en un 35,7 - 99,98% con 17 de los 21 microorganismos
probados y la de la cepa C en un 61,54 - 99,85% con 20 de los
21 microorganismos probados. El microorganismo no probié-
tico 1 (S. auricularis) no ejerci6 efecto sobre la actividad ure-
asica de ninguna de las 3 cepas de H. pylori. Los microorga-
nismos identificados como S. warneri, S. hominis y S. cerevi-
sae tampoco fueron capaces de disminuir esta actividad en la
cepa B de H. pylori.

Conclusiones: 1) Microorganismos probiéticos y no consi-
derados probidticos son capaces de inhibir la actividad urea-
sica de H. pylori. 2) Este efecto puede explicar la acciéon co-
adyuvante de estos microorganismos en la terapia anti-H.

pylori.
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SENSIBILIDAD A TIGECICLINA Y OTROS SEIS
ANTIMICROBIANOS FRENTE A CEPAS
HOSPITALARIAS DE ACINETOBACTER BAUMANIT
C. Martin de la Escalera, J.L. Garcia Lépez, S. Bernal,

P. Morales, E. Lépez Oviedo, C. Castro A.I. Martos

y E. Martin Mazuelos

Servicio de Microbiologia H.U. Valme. Sevilla.

Objetivos: Las infecciones por A. baumanii han experimen-
tado un considerable aumento en los pacientes hospitaliza-
dos y ademds su resistencia a antimicrobianos no ha dejado
de aumentar. Nosotros hemos estudiado la actividad de Ti-
geciclina (TG), un nuevo antimicrobiano de la familia de las
Glicilciclinas, frente a A. baumanii comparandola con la de
otros antimicrobianos comtinmente usados en su tratamien-
to.

Material y método: Estudiamos 21 cepas de A. baumanii
procedentes de muestras clinicas de otros tantos pacientes.
Las cepas se identificaron mediante la tarjeta GN de Vitek 2
(bioMerieux). La sensibilidad a TG se realizo con el sistema
E-test® (AB, Biodisk, Solna, Suecia), la de Colistina con dis-
cos delOpg (bio Disc) y la del resto de los antimicrobianos
mediante microdilucién en caldo usando placas de Sensititre
EMIZA9EF (Izasa SL).

Resultados: El 81% de las cepas fueron sensibles a TG
(CMI 2 pg/ml), el 14,3% tuvieron sensibilidad intermedia
(CMI 4 pg/ml) y 4,7% fueron resistentes (CMI >8 pg/ml), pa-
ra Ampicilina/sulbactan (S: 23,8%, I: 33,3%, R: 42,9%); Imi-
penen: (S: 33,3%, R: 66,7%); Gentamicina: (S: 23,8%, I: 4,7%,
R: 71,5%); Tobramicina: (S: 23,8%, I: 9,5%, R: 66,7%); Ami-
kacina: (S: 33,3%, R: 66,7%). Todas las cepas fueron sensi-
bles a Colistina.

Conclusiones: 1) El 81% de las cepas estudiadas fueron
sensibles a Tigeciclina. 2) A. baumanii present6 un alto gra-
do de resistencia a la mayoria de los antimicrobianos usados
habitualmente para su tratamiento. 3) Todas las cepas estu-
diadas fueron sensibles a Colistina.
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RESISTENCIA A CEFEPIMA EN ESCHERICHIA COLI
SENSIBLE A CEFALOSPORINAS DE 3* GENERACION:
DISPERSION CLONAL DE UNA CEPA PRODUCTORA
DE OXA-30

C. Garcia-Estébanez!, S. Miguelanez!, C. Navarro!, V. Bautista!,
B. Aracil!, S. Garcia- Cobos!, E. Cercenado?, J. Oteo! y J.
Campos!

ICentro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III,
Majadahonda. Madrid, >Servicio de Microbiologia. Hospital
Gregorio Maranién. Madrid.

Objetivos: Estudio de las cepas clinicas de Escherichia coli
(ECO) resistentes a cefepima (CFP) pero sensibles a cefota-
xima y ceftazidima aisladas en el Hospital Gregorio Mara-
fion entre enero de 2004 y marzo de 2005.
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Material y métodos: Se recogieron todas las cepas de ECO
(la 1? por paciente) con CMI a CFP > 2 mg/L y con una CMI
a cefotaxima y ceftazidima < 1 mg/L aisladas entre enero/
2004 y marzo/2005 en el Gregorio Marafién. Se estudio la
sensibilidad a antibiéticos por microdilucién. Ademads, la
CMI de CFP y de CFP/4cido clavulédnico se obtuvo por E-test.
Se estudié la epidemiologia molecular por PFGE (enzima
Xbal). Se caracterizaron las posibles B-lactamasas mediante
IEF, amplificacién y secuenciacién con iniciadores especifi-
cos. Se estudi6 la presencia de mecanismos de resistencia a
otros antibiéticos no B-lactamicos.

Resultados: Se aislaron 20 cepas con el patron de resisten-
cia mencionado. La mayoria se aislaron en mujeres (60%),
entre 15 y 64 anos de edad (40%), en ITU (75%), y en infec-
ciones comunitarias (65%). La resistencia a amoxicilina/aci-
do clavuldnico, piperacilina/tazobactam, cefazolina y cefuro-
xima fue del 100%; 100%; 10% y 50%; respectivamente. No
se detect6 resistencia a aztreonam, cefoxitina ni imipenem.
Las CMIs a CFP variaron segun se utilizara microdilucién
(CMI;, > 16 mg/L; CMI,, >16 mg/L; Intervalo: 4->16) o E-test
(CMI;, = 2 mg/L; CMI,, = 8 mg/L; Intervalo: 0,5->16). Todas
las cepas recuperaron la actividad de CFP con acido clavula-
nico. La resistencia a otros antibiéticos fue del 95% a tetra-
ciclina, 40% a cloramfenicol, 25% a cotrimoxazol, 15% a ci-
profloxacino y 5% a gentamicina. Mediante PFGE se demos-
tré que 12 de las cepas pertenecian al mismo clon. El estudio
por IEF y secuenciacién demostré la presencia de una tnica
B-lactamasa, OXA-30. Ademds, se detectaron los siguientes
genes: tetA (en 19 cepas), sull (4), sul2 (3), dhfrl7 (2) y dhfr5
(D).

Conclusiones: 1) Se detect6 la presencia de ECO resistente
a CFP y sensible a cefotaxima y ceftazidima en un hospital
de Madrid, lo que podria tener implicaciones tanto para el
diagnoéstico microbiolégico como para el tratamiento clinico.
2) Se observé la diseminacién clonal de una cepa con este
perfil de sensibilidad a cefalosporinas. 3) En las cepas estu-
diadas, dicho patrén se asocié a la produccién de una OXA-
30.
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CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE
RESISTENCIA A MACROLIDOS EN DIFTEROMORFOS
AISLADOS DE MUESTRAS CLINICAS

R. Fernandez-Roblas?, I. Ferndndez-Natal?, A. Ortiz!,

N. Zamoral, S. Valdezate?, J.A. Sdez- Nieto® y J. Esteban?

!Departamento de Microbiologia Clinica. Fundacién Jiménez
Diaz-UTE. Madrid. ?Departamento de Microbiologia. Hospital
de Leon. (Sacyl). *Laboratorio de Taxonomia Bacteriana.
Servicio de Microbiologia. Centro Nacional de Microbiologia.
IScII.

Objetivo: Estudiar la presencia de genes que confieren re-
sistencia a macrélidos (ermX, ermA, ermB, ermTR y mef A-
E) en aislados clinicos del género Corynebacterium.
Material y métodos: Se analizaron 254 aislados pertene-
cientes a las siguientes especies: C. urealyticum (n = 120), C.
amycolatum (66), C. striatum (20), C. jeikeium (17), C. coyle-
ae (12), C. aurimucosum (11) y C. afermentans (8) clinica-
mente significativos, identificados mediante caracterizacion
bioquimica convencional y técnicas moleculares (RAPD-PCR
y secuenciaciéon 16S rDNA). La deteccién de los genes de re-
sistencia se realiz6 siguiendo el protocolo de Rosato et al. Los
amplicones se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y su peso molecular se calculé mediante el software
PhotoCapt, BioGenes, USA.

Resultados: Noventa de los aislados de C. urealyticum fue-
ron resistentes a macroélidos, en 82 (91%) de los cuales se de-
tect6 el gen ermX y en 2 (2,2%) el gen ermB. En un aislado
de C. urealyticum se detecté simultdneamente los genes
ermX y ermB.

En el resto de las especies, el nimero de aislados resistentes
a macrolidos y el porcentaje de los mismos en los que se de-
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tect6 el gen ermX fue como sigue: C. amycolatum 58 (84,4%),
C. striatum 11 (90,9%), C. jeikeium 13 (76,9%), C. coyleae
10(80%), C. aurimucosum 8(100%) y C. afermentans 8
(87,5%). Los genes ermTR, ermA y mef A-E no se detectaron
en ninguno de los microorganismos analizados. El fenotipo
de resistencia mas habitual fue el MLSB. Siete aislados de
C. amycolatum y 2 de C. afermentans presentaron fenotipo
M.

Conclusiones: El fenotipo predominante de resistencia a
macrolidos en las especies del género Corynebacterium estu-
diadas ha sido el MLSB y ha sido mediada fundamental-
mente por el gen ermX y excepcionalmente por el ermB. En
algunos casos otros determinantes o mecanismos de resis-
tencia a macroélidos pueden estar implicados.

Financiacién: Fondo de Investigaciones Sanitarias (03/0220
y 03/0534). Nieves Zamora es beneficiaria de una beca pre-
doctoral concedida por la Fundacién Conchita Rabago de Ji-
ménez Diaz.
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ADQUISICION Y DIFUSION DEL GEN BLA ;1
MEDIANTE UN PLASMIDO DERIVADO DEL R478-
INCHI2

A. Garcia'?, E. Miré!, L. Villa?, B. Mirelis'?, P. Coll'?,

A. Carattoli® y F. Navarro!'?

1Servicio de Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona. 2Unidad de Microbiologia, Departamento de
Genética y Microbiologia, Universidad Auténoma de Barcelona,
Bellaterra. Departament of Infectious, Parasitic and Immune-
mediated, Instituto Superiore di Sanita, Roma, Italia.

Introduccién: Es sabida la variabilidad del entorno genéti-
co del gen blagry e asi como del tamarfio de los plasmidos
que lo vehiculan. Es por ello que nos planteamos caracteri-
zar estos plasmidos mediante el estudio de los grupos de in-
compatibilidad (inc/rep typing).

Material y métodos: Se han estudiado 12 cepas de Esche-
richia coli y una de Salmonella enterica serovar Virchow
portadoras del gen blay . o ¥ Sus transconjugantes. Las ce-
pas se seleccionaron por presentar diferentes organizaciones
en la estructura relacionada con el integrén In60 o diferen-
tes tamarfios en los plasmidos que lo transportaban. Se utili-
z6 la PCR para la deteccién de los replicones (inc/rep) de los
principales grupos de incompatibilidad relacionados con la
familia Enterobacteriaceae, como son FIA, FIB, FIC, HI1,
HI2, I1-alpha, I1-gamma, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y,
F y FII. Se utilizaron 18 pares de cebadores mediante los
cuales se efectuaron cinco PCR-multiplex y tres simples
(inc/rep typing). Posteriormente, el DNA total de todas las
cepas fue digerido con las enzimas Bgll y S1 transfiriéndose
e hibridando con las sondas HI2, FIB y CTX-M-9. Asi mismo,
se analiz6 la presencia de diferentes genes caracteristicos del
plasmido de referencia R478-IncHI2.

Resultados: Al realizar el inc/rep typing se observé como la
mayoria de cepas (10 de 13) fueron positivas para muiltiples
replicones, como son HI2, FIB y FII. En todas las cepas po-
sitivas para el replicon HI2, la digestién con BglI e hibrida-
cion con la sonda HI2 demostr6 la presencia de un fragmen-
to de aproximadamente 9,5kb, que también se encuentra en
el plasmido R478. La digestion con S1 y posterior hibrida-
cién con las sondas CTX-M-9 y HI2, demostré la presencia
del gen bla oy .o €n un plasmido HI2 en la mayoria de cepas,
con la excepcion de dos, en las que se encontraba situado en
un plasmido FIB y en uno FII. Se observé la presencia de
cointegrados entre los pldsmidos HI2 y FIB dando un plés-
mido de un tamafio superior en una cepa donadora y en cua-
tro cepas transconjugantes. Se observé también la presencia
de los genes arsB y terF, caracteristicos del plasmido de re-
ferencia R478, en los plasmidos HI2 portadores del gen
blacrx s o .
Conclusiones: Si bien el gen bla o Se encuentra situado
mayoritariamente en un pldsmido derivado del R478-In-
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cHI2, el hecho de que en dos cepas se encuentre en otros
pléasmidos corrobora la hipétesis de que este gen se encuen-
tra localizado en un transposén que lo moviliza.
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DOBLE ORIGEN DE LA 3-LACTAMASA DE ESPECTRO
EXTENDIDO CTX-M-14

F. Navarro'?, R.J. Mesa'?, E. Mir6', L. Gémez!, A. Rivera'?,

B. Mirelis!?y P. Coll'?

IServicio de Microbiologia de I’Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona. 2Departamento de Genética y Microbiologia,
Universitat Autonoma de Barcelona.

Objetivo: Describir la existencia de dos secuencias nucleoti-
dicas distintas del gen blay 1, asi como sus respectivas
regiones colindantes.

Material y métodos: Se ha estudiado la presencia de beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) en un total de
2.440 cepas de Escherichia coli aisladas durante el 2003 en
el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. La caracterizacion
de estos enzimas se realizé mediante isoelectroenfoque, PCR
y posterior secuenciacién. Los entornos genéticos de los ge-
nes blagrg o ¥ blacrs i, Se estudiaron mediante PCR.
Resultados: Sesenta y tres de las 2.440 cepas de E. coli
(2,6%) fueron productoras de BLEE. De estas, 47 (74,6%) ex-
presaron una enzima del tipo CTX-M: 36 CTX- M-14,
(57,1%), cuatro CTX-M-15 (6,3%), tres CTX-M-9 (4,7%), dos
CTX-M-32 (3,1%), una CTX-M-3 (1,6%) y una CTX-M-10
(1,6%). Catorce de las 63 cepas productoras de BLEE (22,2%)
expresaron una enzima del tipo SHV: 10 SHV-12 (15,8%) y
cuatro SHV-2 (6,3%). Por ultimo, se han encontrado dos ce-
pas productoras de TEM: TEM-10 y TEM-52. En el anélisis
de la secuencia nucleotidica de las 36 cepas portadoras del
gen blagry \.14 Se han evidenciado dos secuencias distintas.
En 32 de las 36 cepas la secuencia nucleotidica fue 100% ho-
moéloga a la ya descrita para CTX-M-14 (AF252622) y, todas
ellas presentaron como entorno genético las secuencias de
insercion ISEcply IS903, en las regiones colindantes 5’ y 3’
del gen, respectivamente; mientras que, las cuatro cepas res-
tantes mostraron una secuencia nucleotidica idéntica a la
del gen bla .0, €XCepto en un nucleétido, que es el que con-
fiere el cambio aminoacidico que diferencia a CTX-M-9 de
CTX-M-14. En estas cuatro cepas, el entorno genético encon-
trado para blagry .14 €8 €l descrito para blay o, €l integrén
In60.

Conclusion: La secuencia aminoacidica de CTX-M-14 pue-
de provenir de dos genes diferentes, los genes blagrx e ¥

blagry s
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ENTEROCOCCUS SPP. RESISTENTES A
GLUCOPEPTIDOS (GLU) EN UN HOSPITAL DEL
NOROESTE ESPANOL: CARACTERIZACION
MOLECULAR. ESTUDIO DE FACTORES DE RIESGO

E. Torres*!, D. Velasco!, A. Vindel?, S. Pertega?, P. Trincado?,

R. Villanueva' y G. Bou!

Servicio de Microbiologia y Parasitologia clinica’; Unidad de
Epidemiologia clinica? CHU Juan Canalejo, La Corufia; ISC III,
Majadahonda?®, Madrid.

Objetivos: 1. Caracterizacién molecular de las cepas de En-
terococcus spp. resistentes a Glu aisladas durante Mayo 04 -
Dic 05 en nuestro hospital. 2. Implicacién de la antibiotera-
pia previa en el riesgo de colonizacién/infeccién por dichas
cepas.

Material y métodos: 11 cepas de Enterococcus spp. resis-
tentes a Glu. Cepas ATCC control de E. faecalis y E. faecium.
Pares de oligonucleétidos que amplifican el gen Van A, Van
B, Van C1, Van C2/C3 y ddly 4. descritos previamente
(Dutka-Malen y col, 1995) y el gen ddl descrito pre-

E. faecium

viamente (Florence Depardieu y col., 2004). Cepas tipadas
mediante PGFE con Smal. CMIs por E-test®. Estudio de ca-
so- controles, andlisis univariante y de regresion logistica
multiple, para determinar las variables significaticas asocia-
das a colonizacién/infeccién por E. faecium resistentes a Glu.
Los resultados fueron considerados como estadisticamente
significativos para p < 0,05.

Resultados: Todas las cepas fueron positivas para el gen
ddly feeinm- 8 cepas fueron positivas para el gen Van Ay 3 ce-
pas para el gen Van B. El campo pulsado revel6 5 dististos
genotipos de E. faecium resistente (A, B, C, D, y E), siendo el
mayoritario el A. Las cepas portadoras del gen Van A pre-
sentaron CMIs resistentes a vancomicina (Va) y Teicoplani-
na (Te), y las cepas Van B presentaron CMIs resistentes o in-
termedio a Va y sensibles a Te. En el andlisis univariante,
las variables asociadas a colonizacién/infeccion por E. fae-
cium fueron la edad y el tratamiento previo con vancomici-
na, aminoglucoésidos o cefalosporinas (O.R = 17,5, 4.667 y
7.875y C.1.= 1.879-163.013, 0,956-22.792, 1.531-40.514, res-
pectivamente). En el modelo de regresion las variables rele-
vantes para la infeccién/colonizacién por E. faecium resis-
tentes a Glu fue la administracién previa de vancomicina y
aminoglucésidos.

Conclusiones: 1. Las cepas de E. faecium portadoras del
gen Van A, fueron no relacionadas epidemiolégicamente
(predominio del genotipo A). Un paciente present6 2 cepas
con 2 subtipos diferentes (Al y A2), siendo la A2 sensible a
ambos Glu y no portadora de ninguno de los genes de resis-
tencia. 2. En nuestro estudio, el factor de riesgo asociado a la
colonizacién/infeccién por E. faecium resistente a Glu fue la
administracién previa de vancomicina asociada a aminoglu-
cosidos.
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