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Evaluacion de nuevos métodos
0 sistemas diagndsticos y de
determinacion de sensibilidad
a antimicrobianos
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SENSIBILIDAD A NUEVOS ANTIMICROBIANOS DE
MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO RAPIDO

L. Garcia-Agudo', P. Garcia-Martos?, 1. Jests de la Calle!

y M. Rodriguez-Iglesias!

Servicio de Microbiologia, 'Hospital Universitario de Puerto Real
(Cddiz), 2Hospital Universitario Puerta del Mar (Cddiz)

Objetivo: Conocer la sensibilidad a nuevos antimicrobianos
de distintas especies de micobacterias de crecimiento rapido
(MCR).
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Material y métodos: Ensayamos 54 cepas de MCR aisladas
de pacientes atendidos en los Hospitales Universitarios de
Puerto Real y Puerta del Mar (Cadiz) durante los afnos 2000
a 2006. Estas cepas pertenecian a 12 especies diferentes: 23
M. fortuitum, 11 M. chelonae, 10 M. abscessus, 2 M. senega-
lense, y una especie de cada una de las siguientes: M. alvei,
M. brumae, M. mageritense, M. mucogenicum, M. neoaurum,
M. peregrinum, M. septicum y M. smegmatis. La identifica-
cion de las mismas se realiz6 atendiendo a sus caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas, andlisis del polimorfismo de los
fragmentos de restriccién del gen hsp65 (PRA) y secuencia-
cion del gen 16S ARN ribosémico. La sensibilidad se deter-
mind mediante el método E-test frente a nueve antimicrobia-
nos: amikacina, cefoxitina, ciprofloxacino, levofloxacino,
claritromicina, imipenem, linezolid, quinupristina/dalfopris-
tina y tigeciclina.

Resultados: Todas las cepas estudiadas fueron sensibles a
amikacina y tigeciclina. Por el contrario, la sensibilidad a
quinupristina/dalfopristina fue muy escasa. De las especies
mas habituales en clinica, M. fortuitum present6 buena sen-
sibilidad a cefoxitina (74%), ciprofloxacino (87%), levofloxa-
cino (91%), claritromicina (78%) e imipenem (83%); mientras
que M. chelonae s6lo mostré buena sensibilidad frente a li-
nezolid (91%) y M. abscessus frente a claritromicina (80%).
Las demads especies presentaron una sensibilidad muy va-
riable a cefoxitina, ciprofloxacino, levofloxacino, claritromici-
na, imipenem y linezolid.

Conclusiones: El comportamiento de las distintas especies
de MCR frente a los antimicrobianos es desigual. Entre los
antimicrobianos ensayados, amikacina y tigeciclina presen-
tan una excelente actividad frente a todas las especies. M. for-
tuitum es mas sensible al conjunto de antimicrobianos que las
otras especies habituales en clinica. En cuanto al resto de las
especies incluidas en nuestro estudio, M. senegalense, M. ma-
geritense, M. neoaurum, M. peregrinum y M. septicum son las
especies mds sensibles, mientras que M. brumae y M. smeg-
matis son las que presentan mayor espectro de resistencia.
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EVALUACION DEL METODO CROMOGENICO CICA-
BETA-946 TEST PARA LA DETECCION RAPIDA DE
BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE), METALOBETALACTAMASAS (MBL) Y AMPC
DESRREPRIMIDAS

M.I. Morosini, A. Valverde, M. Tato, F. Almaraz, M. Martinez-
Ferrer y R. Cantén

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramadn y
Cajal.

Objetivo: Inferir la presencia de ciertas betalactamasas
(BL) es en ocasiones dificil, sobre todo cuando se producen
varias enzimas a la vez. Se evalug el Cica-B-Test (Kanto Che-
mical Co., Japon, distribuido por Lab. Leti) sistema de de-
teccién rapida que emplea HMRZ-86 (cefalosporina cromo-
génica no hidrolizada por penicilinasas clasicas) en combi-
nacioén con inhibidores, que permite deducir la presencia de
BLEE, MBL o0 AmpC desrreprimida.

Material y métodos: Se estudiaron 80 cepas, 76 de origen
clinico, E. coli (37), K. pneumoniae (17), K. oxytoca (4), E. clo-
acae (6), E. aerogenes (1), C. freundii (2), C. amalonaticus (1)
y S. enterica (1) cuyas BL (TEM-4, 24, 27, 52; SHV-2, 5, 11,
12, 15; CTX-M-1, 2, 9, 10, 14, 15, 32; AmpC desrreprimida;
K1; CdiA; VIM-1 y penicilinasas clasicas (7) se habian ca-
racterizado por métodos moleculares. Otros controles inclui-
dos: 1 E. coli con VIM-1 y las cepas ATCC K. pneumoniae
700603, E. coli 35218 y E. coli 25922. Se empled un cultivo
de 18 h en placa de M H agar con discos de cefotaxima y cef-
tazidima tomando 1 a 3 colonias del borde de los halos de in-
hibicién (o su equivalente cuando no habia halo) y se conti-
nu6 segun las instrucciones del fabricante.

Resultados: Tabla 1. Globalmente, el método presenta una
sensibilidad de 96% y una especificidad de 64,3%. Los valo-
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res predictivo positivo (VPP) y predictivo negativo (VPN) son
93,5% y 75%, respectivamente. En el grupo de las BLEE, la
sensibilidad es de 96,4% con un VPP del 100%.
Conclusiones: Un resultado positivo a las 24 h advierte de
la posible existencia de un aislado multirresistente. Los re-
sultados inequivocos que indiquen la presencia de un tipo de
BL ayudarian a establecer o modificar la terapia antimicro-
biana. Esta prueba es ttil para el cribado de cepas y es un
complemento de los métodos fenotipicos habituales, limitada
por la dificultad de diferenciar BL cuando éstas coexisten en
un mismo aislado.

Tabla 1. Resultados globales obtenidos con el Cica-p-Test

Betalactamasa inferida con Cica-b-Test

Enzimas BLEE MBL AmpC Multiples Penicilinasa ® Sin
caracterizadas actividad ®
BLEE (56) © 54 - - - - 2
MBL (1)1 - 1 - - - -
AmpC

desrreprimida (7) - - 5 1 1
K1 (3) 1 - 2 - -
BLEE + MBL (2) - - - 2
AmpC + MBL (1) - - - 1
CdiA (1) ¢ - - - 1
TEM-1(4),

SHV-1 (4) - - - - 8 8
Control negativo (1) & - - - - - 1

aconfirmadas con Nitrocefin; "frente a HMRZ-86; “incluye K. pneumoniae
ATCC 700603; ‘transconjugante E. coli BM21; ¢C. amalonaticus; fincluye
E. coli ATCC 35218; ¢E. coli ATCC 25922
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METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
DETERMINAR AUTOMATICAMENTE LA
SUSCEPTIBILIDAD DE ASPERGILLUS FUMIGATUS A
LOS INHIBIDORES DE LA BETA-(1,3)-D-GLUCANO
SINTASA.

A. Basilio, F. Vicente, J. Collado, D. Salvachuia, P. Gémez

y F. Peldez

Centro de Investigacion Bdsica (CIBE). Centro de Investigacion
Bdsica, Merck Sharp and Dohme de Esparia, Madrid, Espafia.

Objetivos: La actividad de los inhibidores de la B-(1,3)-D-
glucano sintasa frente a Aspergillus fumigatus es dificil de
medir porque los puntos de corte de las CMIs obtenidas en
ensayo liquido no se correlacionan bien con la actividad “in
vivo” de éstos compuestos. Por lo tanto, en vez de las CMIs
se suelen utilizar las CME (concentracién minima efectiva)
de forma visual o por microscopia. Esta circunstancia repre-
senta un problema a la hora de ensayar productos naturales
a gran escala para el descubrimiento de nuevos agentes an-
tifngicos.

Métodos: Para evaluar el crecimiento de A. fumigatus en
medio liquido, se ha utilizado medio RPMI 1640 modificado.
Las lecturas espectrofotométricas se han realizado a 600 nm,
en un multilector de placas TECAN Ultra Evolution. La va-
lidacién del ensayo se hizo con 5 diferentes inhibidores de
pared celular: caspofungina, compuesto A, compuesto B, as-
costeroside y arundifungina. Estos compuestos fueron di-
sueltos en agua o DMSO para hacer las diluciones seriadas.
Las condiciones 6ptimas del ensayo se obtuvieron evaluando
una serie de variables: sonicacién de la suspensién de espo-
ras, distintas concentraciones de esporas y diferentes tiem-
pos de incubacion.

Resultados: En este trabajo, presentamos un método es-
pectrofotométrico para determinar automéaticamente la
susceptibilidad de A. fumigatus a B-(1,3)-D-glucano sinta-
sa inhibidores usando un ensayo liquido que permite inte-
grarlo en el programa de Productos Naturales con el resto
de ensayos antimicrobianos validados en el mismo forma-
to.
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Las DO600 obtenidas en el ensayo, a distintas concentra-
ciones de DMSO, fueron entre 0,24-0,25 a 40h de incuba-
cién y entre 0,34-0,68 a 64h. La robustez del ensayo se mi-
di6 aplicando el coeficiente Z~, cuyos valores estuvieron en-
tre 0,54 y 0,64. La variacion entre placas fue muy
aceptable, con coeficientes de variacién por debajo de 12%.
E1 DMSO tolerado por el ensayo fue igual 6 menor del 5%.
La sonicacién de la suspension de esporas tuvo un efecto
positivo en reducir la variabilidad intraplaca. El solvente
utilizado para la solucién de los compuestos ha sido tam-
bién fundamental ya que cuando se utiliza agua y no DM-
SO, la concentracién necesaria para obtener un 70% de in-
hibicién es mas alta en todos los compuestos utilizados, ex-
cepto para la caspofungina. Las mejores condiciones del
ensayo fueron observadas a 1 x 10* esporas/ml, 2,5% de
DMSO y 40 h de incubacién a 37°C. Los puntos de corte se
establecieron en el 70% de inhibicién, mostrando una bue-
na correlaciéon con las CME publicadas para los compues-
tos estudiados.

Conclusiones: Para evaluar la susceptibilidad de A. fumi-
gatus a agentes antifingicos incluyendo los inhibidores de la
pared celular, se ha automatizado un método rapido y eco-
némico en medio liquido. La sonicacién de las esporas ha si-
do un factor determinante en la homogeneidad de los resul-
tados.
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EVALUACION DEL METODO E-TEST PARA LA
DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD IN VITRO DE
ASPERGILLUS SPP. FRENTE A ANIDULAFUNGINA
A.L. Martos, A. Gonzalez, M.C. Serrano, A. Romero, J. Peméan',
E. Cantén' y E. Martin-Mazuelos

IServicio de Microbiologia, H.U. La Fe. Valencia.

U.G.C. Microbiologia, H.U. Valme, Sevilla.

Objetivo: Estudiar la utilidad del método E-Test® (ET) pa-
ra determinar la sensibilidad “in vitro” de Aspergillus spp.
frente a anidulafungina (AND), comparédndolo con el método
de referencia: microdiluciéon (MD) en caldo.

Material y métodos: Ensayamos 55 cepas de Aspergillus
spp. aisladas de muestras clinicas: 21 A. fumigatus, 16 A.
flavus, 15 A. terreus, 2 A. niger, 1 A. glaucus. La MD se re-
aliz6 siguiendo las normas del CLSI (documento M38-A),
con un rango de diluciones entre 0,003-16 pg/ml y leimos
las CMEs (concentracion minima efectiva) a las 48 horas de
incubacién. Para el método ET (AB Biodisk, Solna Suecia)
utilizamos medio RPMI 1640 con MOPS y 2% de glucosa,
siendo el rango de concentraciones para AND 0,002-32
pg/ml, incubamos a 35° C e hicimos lecturas de las CMIs
(ignorando las microcolonias crecidas en el interior de la
elipse) a las 24 y 48 horas. Incluimos en el estudio las cepas
patrones: A. fumigatus ATCC 204305, A. flavus ATCC
204304; y cepas control de calidad: C. parapsilosis 22019 y
C. krusei 6258.

Resultados: El rango, CME50 y CME90 mediante MD para
todos los Aspergillus ensayados fue < 0,003 pg/ml (no deter-
minandose CME50, CME90, CMI50 y CMI90 para A. niger
ni A. glaucus por el bajo nimero de cepas). El rango, CMI50
y CMI90 mediante ET a las 24 y 48 horas para todas las es-
pecies fue < 0,002 pg/ml; excepto para 3 cepas (2 A. fumiga-
tus y 1 A. terreus) que a las 48 horas obtuvieron una CMI de
0,003 pg/ml. Tres cepas (5,5%) no crecieron a las 24 horas (1
A. fumigatus 'y 2 A. terreus). La correlacion entre los dos mé-
todos fue del 100% (CMEs y CMIs iguales+ 2 diluciones) tan-
to a las 24 como a las 48 horas.

Conclusiones: 1. El método de E-Test® puede ser una bue-
na alternativa al de referencia para la determinacién de la
sensibilidad “in vitro” de Aspergillus frente a anidulafungi-
na; aunque serian necesarios mds estudios con cepas que
presenten valores altos de CMI a esta equinocandina. 2. La
lectura de ET para la mayoria de cepas puede realizarse a
las 24 horas.
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EFECTO DE TRES ANTIBIOTICOS SOBRE EL
METABOLISMO Y LA VIABILIDAD DE
STAHYLOCOCCUS AUREUS PRODUCTOR DE
BIOPELICULAS

M.T. Martin, P.M. Lépez, N. Fernandez-Hidalgo, J. Gavalda,
X. Gomis y A. Pahissa

Laboratorio de Investigacion, Servicio de Enfermedades
Infecciosas, Hospital Vall d’Hebron, Barcelona.

Introduccion: La formacién de biopeliculas (BP) por
StaphylococcuS. aureus (SA) sobre materiales sintéticos re-
presenta un importante problema. Las bacterias que crecen
en BP son maés resistentes a los antibiéticos; no se conoce con
exactitud su comportamiento frente a los antibiéticos en es-
tas condiciones. Se investigé el efecto in vitro de linezolid
(LNZ), gentamicina (GEN) y ciprofloxacino (CIP) sobre la ac-
tividad metabélica mediante el indicador redox resazurina
(RZ) y sobre la viabilidad mediante recuento de UFC de una
cepa de SA sensible a meticilina productora de BP.
Métodos: Se inocularon baterias de tubos de poliestireno
con 1 mL de una suspensién (10% cel/mL) de SA en caldo
TSB+ 0,5% glucosa y se incubaron 24 h (37°C, atmésfera am-
biente). Las BP generadas se lavaron con PBS y suero fisio-
logico (SF) y se anadié 1 mL de Mueller-Hinton con concen-
traciones (rango 0,125-2048 mg/L) de LNZ, GEN o CIP. Las
baterias incluyeron controles de crecimiento (BP sin antibi6-
tico;-CC-) y esterilidad (sélo medio de cultivo). Tras incubar
(24 h, 37°C, atmésfera ambiente) se lavaron los tubos con
PBS y SF y se rellenaron con 1 mL de TSB+0,0015% RZ.
Tras incubacién (37°C, 165 min) se extrajeron alicuotas de
cada tubo para lectura fluorométrica de la RZ (530/590 nm
excit/emis). Los tubos se lavaron con SF y se sonicaron (50
Hz, 10 min). Se efectuaron diluciones decimales del sonicado
y se sembraron en TSA+5% sangre para recuento de UFC
viables. Se calcul6 el porcentaje de fluorescencia de los tubos
con antibidtico respecto al CC y se calculé el log de las ufc re-
cuperadas de cada tubo. Los resultados se analizaron me-
diante ANOVA. Se consider6 significativa una P < 0,05. Los
experimentos se realizaron por triplicado.

Resultados: Se produjo una reduccion significativa de la ac-
tividad metabdlica/log ufc con respecto al CC con las si-
guientes concentraciones: LNZ 1/128; GEN 1/32; CIP 0,125
/ 0,125. El porcentaje de actividad metabdlica/log ufc se re-
dujo de media en un 83.8 /2.0 (LNZ), 88,9/3.2 (GEN) y 87,2
/ 2.8 (CIP) respecto al CC.

Conclusion: Bajo las condiciones utilizadas, los antibiéticos
estudiados redujeron significativamente la actividad metabé-
lica bacteriana y el ntimero de ufc sin conseguir la erradica-
cién de bacterias viables en la BP. La reduccién de la activi-
dad metabdlica se consigui6 con concentraciones menores que
las necesitadas para lograr una letalidad significativa en el
caso de LNZ y GEN y a la misma concentracién de las estu-
diadas en el caso de CIP. La disminucién de actividad meta-
bélica no fue sinénimo de falta de viabilidad. Son necesarios
més estudios para determinar el alcance de estos resultados.
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LINEZOLID,
VANCOMICINA, GENTAMICINA Y CIPROFLOXACINO
FRENTE A BIOFILMS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
MEDIANTE LOS INDICADORES METABOLICOS XTT Y
RESAZURINA (RZ).

N. Ferndndez-Hidalgo, M.T. Martin, P. Lépez, X. Gomis,

J. Gavalda, B. Almirante y A. Pahissa

Laboratorio de Investigacion, Servicio de Enfermedades
Infecciosas. Hospital Vall d’Hebron, Barcelona.

Introduccién: Los biofilms (BF) de Staphylococcus aureus
(SA) muestran sensibilidad reducida a los antibidticos. Se
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evaluo la actividad de linezolid (LNZ), vancomicina (VAN),
gentamicina (GEN) y ciprofloxacino (CIP) frente a BF de SA
mediante el uso de la sal de tetrazolio XTT y la RZ como in-
dicador de 6xido-reduccion

Métodos: Se estudiaron 10 cepas de SA resistentes a meti-
cilina y quinolonas (SARM) y 7 cepas de SA sensibles a me-
ticilina (SASM) recuperadas de pacientes con bacteriemia de
origen en catéter. Los BF se obtuvieron en filas de placas de
microtitulacién de fondo plano, inoculadas con 108 ufe/mL en
caldo T'SB. Para cada cepa se incluyeron un control de creci-
miento (CC) y un control de esterilidad (CE). Las placas se
incubaron 24h a 37°C y fueron lavadas y rellenadas con cal-
do Mueller-Hinton que contenia las diluciones de LNZ, VAN,
CIP, y GEN con un intervalo de concentraciones de 2048 a
0,125 mg/L. Tras incubacién de 24h a 37°C las placas se la-
varon y se ainadié TSB con 0,2 mg/L: de XTT + menadiona 0,1
M o con 0,0015% de RZ. Las placas se incubaron 2h y 45
min a 37°C, y se ley6 la absorbancia del XTT a 492 nm y la
fluorescencia de la RZ (530/590 nm excitacién/emision). A los
valores obtenidos en los pocillos con BF se les resté el valor
de los CE. Se calcul6 el % de actividad metabodlica (AM) de
los BF expuestos a antibiéticos respecto a sus respectivos
CC. Se consideraron aquellas concentraciones (mg/L) que in-
hibian >75 y >90% (CI75, CI90) de la AM; el test de ANOVA
se us6 para comparar el log;, de CI75 y 90. Los estudios se
hicieron por triplicado.

Resultados: El XTT y la RZ mostraron resultados simila-
res. En los SAMS, la media geométrica de la CI90 fue 4,9
mg/L para VAN, 9 mg/L para GEN, 2.3 mg/L para CIP y 50
mg/L para LNZ. En los SARM, la media geométrica de la
CI90 fue de 8 mg/L para VAN, 157,6 para GEN y 1024 para
LNZ. Solo CIP a 2048 mg/L inhibié al 100% la AM. En SAMS
el log,, CI90 de VAN, GEN y CIP fue significativamente me-
nor que el de LNZ (p <.05). En los SAMR, el log,, CI90 de
VAN fue significativamente menor que el de GEN (p<.01) y
el log;, CI90 de VAN y GEN mostraron diferencia significa-
tiva respecto a LNZ (p<.021).

Conclusion: El XTT y la RZ se comportaron de una mane-
ra similar para detectar la actividad de LNZ, VAN, GEN, y
CIP frente a BF de SA. Para las dos categorias de SA, LNZ
mostré un log;, CI90 significativamente superior a los otros
antibiéticos. La mayor reduccién de AM se consigui6 tras ex-
posicién de los BF a concentraciones elevadas de CIP.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ANFOTERICINA B
(AB) FRENTE A BIOFILMS DE CANDIDA ALBICANS,
CANDIDA PARAPSILOSIS, CANDIDA GLABRATAY |
CANDIDA TROPICALIS MEDIANTE DETERMINACION
FLUOROMETRICA CON CFDA

P.M. Lépez, M.T. Martin, J. Gavalda, N. Fernandez-Hidalgo,

X. Gomis y A. Pahissa

Laboratorio de Investigacion, Servicio de Enfermedades
Infecciosas. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona.

Objetivo: Los biofilms (BF) de Candida suponen un proble-
ma tanto para los estudios de sensibilidad antifingica como
para el tratamiento de infecciones por Candida sobre mate-
riales artificiales. En este estudio se evalu6 la sensibilidad
de biofilms de Candida albicans (CA), C. parapsilosis (CP),
C. albicans (CQ), y C. tropicalis (CT) frente a AB mediante
la fluorescencia de células vivas tefiidas con diacetato (6)-
carboxifluoresceina (CFDA).

Métodos: Se estudiaron cepas de Candida (12 CA, 5 CP, 4
CG y 2 CT) productoras de BF aisladas de pacientes con can-
didemia.

Para producir el BF se inocularon placas de microtitulaciéon
de 96 pocillos de fondo plano con 0,2 mL de una suspension
de levaduras 2 McFarland en Medio Antibiético # 3 (AM3) +
8% Glucosa y se incubaron a 35° C durante 24 h. Para cada
cepa se incluy6 un pocillo de control de esterilidad. Tras la
incubacién los BF se lavaron con PBS y solucién salina fisio-
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logica (SF) estériles y se rellenaron los pocillos con 0,2 mL de
AMS3 que contenian concentraciones de AB de 0,25 a 128
mg/L; para todas las cepas se rellené un pocillo con AMS3 sin
AB (control de vitalidad -CV-). Tras incubarlas (24 h, 35°C)
las placas se lavaron con MOPS pH 3 estéril y a los pocillos
se les anadié 0,2 mL de 50 mg/L. deCFDA en MOPS 3. Las
placas se incubaron 30 min a 35°C, se lavaron y se llenaron
con MOPS 3 y se midi6 la fluorescencia de los pocillos (exci-
tacién/emision 492/520 nm). Se calculé el % de fluorescencia
(%F) de los pocillos con BF expuesto a AB en relacién al CV.
Se consideraron activas las concentraciones que redujeron el
%F > 80%. Los estudios se realizaron por triplicado.
Resultados: La media geométrica (MG) de concentraciones
de AB que consiguieron una reduccién del %F > 80% fueron
para CA, CP, CG, y CT de 2,67, 0,57, 0,59 y 1 mg/L respecti-
vamente. Se consigui6 una reduccién > 99% F de células vi-
vas con concentraciones (MG) de AB de 14,25, 5,28, 1,56 y 8
mg/L para CA, CP, CG, y CT respectivamente.
Conclusion: La determinacién fluorométrica de la vitalidad
de BF de Candida mediante el CFDA es 1til para evaluar la
actividad de AB frente a biofilms. La AB muestra una mayor
actividad frente a los biofilms de CP, CG y CT que frente a
los de CA. Son necesarios nuevos estudios que profundicen
en la utilidad del CFDA y otras técnicas de viabilidad celu-
lar, en los estudios de sensibilidad a los antifingicos de los
BF de Candida.
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LECTURA INTERPRETADA DEL ANTIBIOGRAMA DE
ESCHERICHIA COLI Y KLEBSIELLA PNEUMONIAE
PRODUCTORES DE BETA-LACTAMASAS DE
ESPECTRO EXTENDIDO EL LABORATORIOS
ESPANOLES.

M.C. Conejo?, C. Mata?, F. Navarro?, A. Pascual'?, GEMARA
y Control de Calidad SEIMC.

!Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina.
Universidad de Sevilla. Servicio de Microbiologia, ?Hospital dela
Santa Creu i Sant Pau. Barcelona, *Hospital Universitario
Virgen Macarena. Sevilla

Objetivos: Analizar como se realiza en los laboratorios de
Microbiologia esparioles la lectura interpretada del antibio-
grama en aislados clinicos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productores de beta-lactamasas de espectro ex-
tendido (BLEE).

Material y métodos: Se enviaron 7 cepas productoras de
BLEE bien caracterizadas y dos cepas controles
(ATCC25922 y ATCC35218) a 57 laboratorios repartidos por
toda la geografia nacional. De las 7 cepas productoras de
BLEE, 6 correspondian a aislados clinicos productores de las
BLEE mas prevalentes en nuestro pais (2 CTX-M-10, 1 CTX-
M-9, 1 CTX-M-14, 1 TEM-4 y 1 SHV-12) y la cepa de K.
pneumoniae ATCC 700603 (productora de SHV-18). Se les
pidié que aplicasen los métodos que utilizarian rutinaria-
mente para la identificacion y estudio de sensibilidad anti-
microbiana, considerando las cepas como aislados de hemo-
cultivos. Todos los participantes tenian que suministrar los
resultados de la identificacién y el antibiograma (tanto cuan-
titativos como cualitativos, en categorias clinicas de acuerdo
al valor de CIM o didmetro de halo y categorias clinicas in-
terpretadas en funcion del fenotipo de resistencia detectado).
Los participantes también tenian que suministrar informa-
cién sobre los métodos utilizados (es decir, tipo de sistema
automatico o manual).

Resultados: El1 61% de los centros utilizé sistemas automa-
tizados para la identificacién y estudio de la sensibilidad an-
timicrobiana. El 39% restante utiliz6 sistemas semiautoma-
tizados o manuales. La identificacién bacteriana a nivel de
especie fue correcta en el 99% de los casos. El 91% de los la-
boratorios (52 de los 57) identificé correctamente la produc-
cién de BLEE en todas las cepas enviadas, quedando sélo 5
centros que fallaron al identificar alguna de las cepas pro-
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ductoras de BLEE. La identificacion del fenotipo BLEE se
acompané siempre del cambio de categoria clinica a resis-
tente para todas las cefalosporinas y el aztreonam, excepto
en el caso de un laboratorio que no modificaba la del aztreo-
nam. La identificacién del fenotipo BLEE en muchos casos
llev6 a modificar las categorias clinicas de las combinaciones
de penicilina/inhibidor de beta-lactamasas: Asi, en el caso de
amoxicilina/acido clavulanico el 45% de los centros modificé
la categoria clinica. Por lo que se refiere a piperacilina/tazo-
bactam el 39% de los centros modificé la categoria clinica. La
modificacién mas frecuente fue de sensible a resistente (30%
en el caso de amoxicilina/dcido clavuldnico y 26% en el caso
de piperacilina/tazobactam).

Conclusiones: Los laboratorios de Microbiologia identifican
de forma fiable las BLEEs maés prevalentes en Espana en
aislados clinicos de E. coli y K. pneumoniae yrealizan de for-
ma correcta la lectura interpretada del antibiograma para
las cefalosporinas y el aztreonam. No existen criterios uni-
formes sobre cémo informar las combinaciones de penicili-
na/inhibidor de beta-lactamasas.
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DISENO DE UNA PCR MULTIPLE PARA LA
DETECCION DE CEPAS DE CAMPYLOBACTER SPP.
RESISTENTES A ERITROMICINA

C. Simén-Baamonde, D. Pérez-Boto, J. A. Lépez-Portolés

y M.A. Echeita

Laboratorio de Campylobacter, Yersinia y Vibrio. Servicio de

Bacteriologia. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de
Salud Carlos III. Madrid.

Introduccion: Campylobacter jejuni y C. coli han sido reco-
nocidos en los paises desarrollados como la principal causa
de gastroenteritis bacteriana. En los casos de campilobacte-
riosis severas, la Eritromicina es el tratamiento de eleccion.
El objetivo de este estudio fue disefiar una PCR multiple pa-
ra la deteccién de la principal mutacién (A2059G) presente
en el gen 23S ARNr, que ha sido asociada con altos niveles
de resistencia a Eritromicina en Campylobacter spp.
Material y métodos: Se estudiaron 58 (7,2%) cepas de
Campylobacter spp. resistentes a Eritromicina, del total de
808 cepas recibidas entre 2006 y 2007 en el Laboratorio de
Campylobacter del Centro Nacional de Microbiologia (IS-
CIII), procedentes de diferentes hospitales espafioles. 23 ce-
pas fueron identificadas como C. jejuni y 35 como C. coli. La
CMI de las cepas oscil6 entre 8 y > 256 pg/ml. Se diseié una
PCR muiltiple para la deteccion de la mutaciéon (A2059G) que
amplificaba un fragmento del gen 23S ARNr de 442 pb en to-
das las cepas y otro de 244 pb sélo en aquellas que presenta-
ban la mutacién. Con el fin de confirmar estos resultados, en
una seleccion de cepas sensibles y resistentes, un fragmento
de 850 pb del gen, que incluia la zona de la mutacién, fue
amplificado y posteriormente digerido usando la enzima
Bsal, que reconoce y digiere la secuencia mutada.
Resultados: Un alto porcentaje de las cepas con una CMI >
256 pg/ml a Eritromicina pertenecian a la especie C. coli
(81,8%). Ninguna de las cepas (n = 21) con CMIs entre 8 y
256 pg/ml presentaron la mutacién A2059G y no amplifica-
ron el fragmento de 244 pb en la PCR muiltiple. En la mayo-
ria de las cepas con CMI > 256 png/ml a Eritromicina, se iden-
tificé la mutacion. Esto fue confirmado mediante restriccién
del gen 23S ARNr usando la enzima Bsal.

Conclusiones: Es destacable sefialar que las cepas con altos
niveles de resistencia a Eritromicina, antibiético de eleccion en
las campilobacteriosis severas, pertenecian mayoritariamente
a la especie C. coli y dentro de ésta, unicamente el 22.9% pre-
sentaron resistencia < 256 pg/ml. Como han descrito otros au-
tores, en nuestro estudio se confirmé que la mutacién
(A2059G) en el gen 23S ARNs confiere niveles de resistencia a
Eritromicina superiores a 256 pg/ml. La PCR multiple disefia-
da proporcioné un método sencillo y reproducible para la de-
teccién de dicha mutacién en C. jejuni y C. coli.
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EVALUACION DE UN METODO RAPIDO CICA-BETA-
TEST (KANTO CHEMICAL ®) PARA LA DETECCION DE
BETA-LACTAMASAS DE EXPECTRO EXTENDIDO
(BLEE), METALO-BETA-LACTAMASAS Y AMPC

M.D. Quesada!, M. Giménez!, S. Molinos!, G. Banqué!, E. Miré?,
A. Ramirez!' y V. Ausina!

Servicio de Microbiologia, 'Hospital Universitari Germans Trias
i Pujol, 2Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Objetivo: Evaluacion de un nuevo método, Cica-Beta-Test
(Kanto Chemical Co. Inc, Japan; Mast, UK), para detecciéon
rapida de BLEE, metalo-B-lactamasas y AmpC a partir de
aislamientos de bacilos gramnegativos.

Material y métodos: Se estudiaron una coleccién de 87 ce-
pas aisladas de diversas muestras clinicas, se incluyeron
tanto enterobacterias como P. aeruginosa. Del total de cepas,
62 (71,2%) presentaban alguno de los siguientes mecanismos
de resistencia: BLEE 49 (79%), AmpC 6 (9,6%), metalo-f-lac-
tamasas 3 (4,8%), mecanismo multiple 4 (6,4%), y 25 (28,7%)
no presentaba ninguno. Todas las cepas fueron caracteriza-
das por métodos fenotipicos y el 72% también genotipica-
mente. El antibiograma se realiz6 mediante técnica de disco-
difusion y los resultados se interpretaron segun criterios es-
tablecidos por el CLSI. Todas las cepas fueron retestadas con
el Cica-Beta-Test (método cromogénico con una cefalospori-
na HMRZ-86 de sustrato) a partir de los aislamientos obte-
nidos en la placa de Mueller-Hinton, y siempre alrededor del
halo de inhibicion del disco de una cefalosporina de tercera
generacion. La lectura se realizé a los 15 minutos. Se calcu-
laron los valores de sensibilidad (S) y especificidad (E) to-
mando la caracterizacién fenotipica y/o genotipica como refe-
rencia.

Resultados: Cica-Beta-Test coincidi6 con el método de refe-
rencia en el resultado final de 82 (94,2%) de las cepas, mien-
tras que en 5 (5,8%) el resultado fue discordante. De las 62
cepas que presentaban algin mecanismo de resistencia, el
Cica-Beta-Test dio positivo en 57, y las 25 cepas que no pre-
sentaban ningtin mecanismo de resistencia dieron resultado
negativo. Cica-Beta Test presenta una S de 91,93% y una E
del 100%. De las 5 cepas discordantes, dos eran AmpC ca-
racterizadas genotipicamente y el test dio como resultado
BLEE y mecanismo multiple. Dos cepas productoras dnica-
mente de BLEE (TEM-7 y CTX-M-3), fueron detectadas co-
mo mecanismo multiple en el test y en una cepa con meca-
nismo de resistencia multiple (CTX-M-15 mas VIM-1) solo se
detect6 la BLEE.

Conclusiones: 1. Cica-Beta-Test es un método de screening
sencillo y rapido para detecciéon de beta-lactamasas de es-
pectro extendido. El test es tutil como confirmatorio de la
prueba de sinergia en disco en casos dudosos y para la de-
teccién de BLEE cuando se asocian varios mecanismos de re-
sistencia. 2. La posibilidad de detecciéon de multiples meca-
nismos de resistencia en un solo ensayo es una herramienta
muy util en la rutina diaria del laboratorio.
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EVALUACION DE LA TARJETA AST-P559 VITEK-2
PARA DETECTAR RESISTENCIA A OXACILINA EN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

E. Torres'*, S. Pérez?, R. Villanueva' y G. Bou!

Servicio de Microbiologia, 'Complejo Hospitalario Universitario
Juan Canalejo, La Corufia; 2 Hospital Meixoeiro, Vigo, Spain.

Introduccioén: Las infecciones invasoras por SARM se aso-
cian con mayor mortalidad y coste econémico que las causa-
das por Staphylococcus aureus sensible. En Espafia, diversos
estudios de prevalencia multicéntricos han mostrado au-
mentos en el porcentaje de resistencia a meticilina entre los
aislamientos de S. aureus a lo largo de los afos 90, hasta al-
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canzar cifras superiores al 30% desde principios de la déca-
da actual. La necesidad de una respuesta rapida y especifica
por parte de los laboratorios de Microbiologia, se hace evi-
dente y necesaria, tanto para el aislamiento de los pacientes
infectados/colonizados por MRSA, como para el tratamiento
de los mismos.

Objetivo: Evaluar la nueva tarjeta AST-P559 para Staphy-
lococcus spp en el sistema automatizado VITEK-2 (bioMe-
riuéx) en la deteccién de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA).

Material y métodos: 1) 301 cepas de Staphylococcus au-
reus (51 cepas gen mecA(-) y 250 gen mecA(+)), recogidas de
7 hospitales del noroeste de Espafia. Cepas control de S.
aureus ATCC 29213 y ATCC 29523, sensibles a oxacilina y
gen mecA(-). 2) Tarjetas AST-P559 (bioMeriuex) en las que
la interpretacién final de la oxacilina (OXA) estd basada en
el resultado del screening de cefoxitina (CFX) y la lectura
de la CMI de oxacilina (CMI = 0,25-4pg/ml). La interpreta-
cién del screening con CFX como punto final es a las 4 ho-
ras y la interpretacién final de la tarjeta es a las 12 horas.
3) PCR del gen mecA. 4) Tipado spa y agrupaciéon en com-
plejos clonales.

Resultados: 1) 30 diferentes tipos de spa, siendo los mas
prevalentes: t02: 23.6%, t67: 17,6%, t12: 16.3% y t18: 22%. 2)
51 cepas sensibles a OXA y CFX y mecA(-), fueron clasifica-
das como S. aureus sensibles a meticilina por el sistema eva-
luado, 3) 250 cepas resistentes y mecA(+): 247 cepas fueron
resistentes a OXA y CFX y clasificadas como MRSA por el
sistema evaluado, 4) las 3 cepas discrepantes, tras seleccion
de la poblacién heterorresistente en placas de CROMAGAR
MRSA (Becton & Dickinson) fueron reevaluadas y se recla-
sificaron como MRSA.

El screening de CFX mediante las tarjetas AST-P559 tiene
una sensibilidad (S) = 98,8%, una especificidad (E) = 100% y
un valor predictivo positivo (VPP) = 1 y valor predictivo ne-
gativo (VPN) = 0,94.

Conclusion: Como se ha descrito la CFX es un buen mar-
cador de la resistencia a metilicina. Las tarjetas AST-559
con una lectura para la CFX a las 4 horas, puede conside-
rarse un método rapido y eficaz para la deteccion de MRSA
con un VPP = 1.
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POSACONAZOL: ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE
ORGANISMOS LEVADURIFORMES MEDIANTE DOS
METODOS DE MICRODILUCION

M.J. Linares, F. Solis, M. Causse y M. Casal

Microbiologia, Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba. Esparia.

Objetivos: Se ha detectado la actividad in vitro del posaco-
nazol (POS) por dos métodos de microdilucién: E1 método de
referencia (CLSI, documento M27-A2) (MR) y el método co-
mercializado y colorimétrico Sensititre YeastOne®(SYO)
Material y métodos: Se ensayaron un total de 295 cepas
de las cuales: 124 Candida albicans (69 sensibles a fluco-
nazol (FLZ), 15 sensible dependiente de la dosis y 40 resis-
tentes a FLZ), 82 C. parapsilosis, 25 C. tropicalis, 22 C. al-
bicans , 13 Trichosporon mucoides, 6 C. famata, 6 Crypto-
coccus albidus, 4 C. sake, 3 C. krusei, 2 C. catenulata, 2 C.
lusitaniae, 2 C. rugosa, 2 Rhodotorula glutinis, 1 C. kerfy,
1 Ceotrichum candidum) aisladas de diferentes muestras
clinicas. La sensibilidad al POS se determiné por los dos
métodos antes mencionados. Las CMIs por los dos métodos
fueron determinadas a las 24 horas de incubacién a 35° C.
La CMI para el MR fue definida como la menor concentra-
ciéon de antifingico que produjo una inhibicién del creci-
miento del 80%, para el SYO se siguieron las instrucciones
del fabricante. El rango de concentraciéon ensayadas de
POS fue de 0,008 -16 mg/l. Como control de calidad, en ca-
da ensayo, se utilizaron las cepas C. parapsilosis ATCC
22019 y C. krusei ATCC 6258.
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Resultados: La CMI 50/90 expresado en pg/ml, por el MR
para las especies mas representadas fue: C. albicans Sensi-
ble a FLZ y SDD: 0,03/0,03; Resistente a FLZ: 0,06/0,5; C.
parapsilosis: 0,03/0,06; C. tropicalis: 0,03/0,125; C. albicans
: 2/2; Tr. mucoides: 0,5/0,5; C. sake: 0,03/0,03; C. krusei:
0,25/0,5. La CMI 50/90 expresado en pg/ml, por el SYO pa-
ra las mismas especies fue: C. albicans Sensible a FLZ y
SDD: 0,03/0,06; resistente a FLZ: 0,06/1; C. parapsilosis :
0,03/0,03; C. tropicalis: 0,03/0,5; C. albicans : 1/2; Tr. mu-
coides: 0,25/0,5; C. sake: 0,03/0,03; C. krusei: 0,03/0,06. Los
porcentajes de correlacion: método de referencia/ método
comercializado +2 diluciones oscilaron entre 94 - 100%.
Cuatro cepas de C. tropicalis, tres cepas de C. albicans y
dos de C. albicans manifestaron una CMI > 4 mg/l por los
dos métodos.

Conclusiones: Los resultados demuestran que existe una
elevada concordancia entre los métodos estudiados, la fa-
cilidad en la realizacién y lectura por el método comercia-
lizado, nos podria sugerir la utilidad de este método para
determinar la sensibilidad a posaconazol de los organis-
mos levaduriformes aislados de muestras clinicas. No obs-
tante, se necesitan més estudios con mayor ntimero de ce-
pas resistentes para determinar su capacidad de identifi-
carlas.
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“EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD IN VITRO DE
CANDIDA SPP FRENTE A VORICONAZOL MEDIANTE
LA TARJETA AST-YS01 DEL SISTEMA VITEK-2 VS
METODO DE REFERENCIA M27-A2”

A. Gonzéalez, A. Romero, T. Gonzilez, A.I. Aller, C. Castro,

E. Cantén!, J. Peman'! y E. Martin-Mazuelos

!Hospital La Fe. Valencia, Hospital de Valme. Sevilla.

Objetivos: Comparar la tarjeta AST-YSO01 del sistema co-
mercial automatizado VITEK 2 (bioMerieux S.A.) con el mé-
todo de referencia CLSI M27-A2 (microdilucién) para el es-
tudio de la sensibilidad “in vitro” de Candida spp frente a vo-
riconazol.

Material y métodos: Se estudiaron 182 aislamientos de
Candida spp (97 C. albicans, 27 C. albicans , 15 C. kruset, 21
C. tropicalis, 8 C. parapsilosis,7 C. guilliermondii, 7 C. fa-
mata) por el método de microdiluciéon (MD) y mediante las
tarjetas AST-YSO1 del sistema VITEK 2 (bioMerieux S.A).
Para la MD se prepararon inéculos al 0,5 McFarland segtin
las normas del documento M27- A2 del CLSI, haciendo la
lectura de las CMIs a las 48 horas.

Para la determinacién de las CMIs por el sistema VITEK 2
(bioMerieux S.A.) se siguieron las normas del fabricante.
Los puntos de corte se aplicaron segin documento M27-A2
del CLSI. Se incluyeron como control de calidad las cepas C.
parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258.

Se consideré error muy grave un aislamiento R por la MD
y S por VITEK-2; error grave S por MD y R por VITEK-2
y error leve SDD por uno de los métodos y R 6 S por el
otro.

Para cada especie se calculé el porcentaje de concordancia
(+/- 2 diluciones) de las CMIs obtenidas por ambos métodos
y la correlacion por categoria clinica (CC), asi como el por-
centaje de cepas S, SDD y R y el porcentaje de errores.
Resultados: La concordancia media entre métodos fue del
84,42%; (100% en C. krusei, C. parapsilosis y C. famata;
89,47% en C. albicans; 77,7% C. albicans ; 71,40% en C. gui-
lliermondii y 52,38% en C. tropicalis). La correlacién por CC
fue del 87%, (100% en C. krusei, C. parapsilosis y C. famata;
93,68% en C. albicans; 81,5% C. albicans; 71,4% en C. gui-
lliermondii y 61,9% en C. tropicalis).

La mayoria de los errores observados fueron leves (28,57%
en C. guilliermondii; 11,11% en C. albicans ; 4,76% en C. tro-
picalis y 1% en C. albicans), excepto en C. albicans y C. tro-
picalis con un 7,4 y 33,33% de errores muy graves respecti-
vamente.
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Conclusiones: 1) Existe una buena correlacion entre el sis-
tema VITEK-2 y el método de referencia para la mayoria de
las especies de Candida estudiadas. 2) E1 VITEK-2 no detec-
t6 las 7 cepas resistentes de C. tropicalis y las 2 de C. albi-
cans originando errores muy graves. 3) El sistema automati-
zado VITEK-2 permite determinar MICs en menos de 15 ho-
ras, agilizando el trabajo en el laboratorio y disminuyendo el
tiempo de emision de resultados.
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EVALUACION DEL SISTEMA AUTOMATIZADO COBAS
AMPLIPREP TNAI® EN LA EXTRACCION DE DNA
PARA LA DETECCION DE VPH DE ALTO RIESGO EN
MUESTRAS ENDOCERVICALES

M. Trigo*, P. Alvarez*, A. Pallarés®, M.A. Pascual®*, V. Pulian*,
M. Hernadez*, C. Torres** y M. Garcia-Campello*

*Servicio de Microbiologia**Area de Bioguimica y Biologia
Molecular. Departamento Cultura y Alimentacién. *Complejo
Hospitalario de Pontevedra.**Universidad de La Rioja.

Introduccién: La inclusiéon de PCR en los nuevos proto-
colos de cribado de cancer de cervix conlleva un aumento
considerable en el nimero de muestras a procesar en el
laboratorio de Microbiologia. La laboriosidad y la proba-
bilidad de contaminacién de la extracciéon manual de
DNA en estas muestras, hace necesaria la optimizacién
de dicho proceso mediante sistemas automatizados de ex-
traccién.

Objetivos: Comparar los resultados de extraccion de DNA
en el sistema automatizado COBAS AmpliPrep-TNAI®(Ro-
che) con la extraccién manual de DNA,AMPLICOR Amplilu-
te®(Roche) recomendado para la deteccion HPV-AR con Am-
plicor® HPV Test (Roche) en muestras endocervicales.
Material y métodos: Se estudiaron un total de 119 mues-
tras. En la primera fase del estudio se comparé en 90 mues-
tras la extraccion manual (M) con la automatizada (A). Pa-
ra la extraccion A se utiliz6 COBAS Ampliprep TNAI (Ro-
che) modificando el buffer de elucién. El volumen de
extracto M para la PCR fue de 50 pul como indica el proto-
colo, y se tomaron 20 pl del extracto A (A20) para la PCR.
A la vista de las sensibilidades obtenidas se continué el es-
tudio con una segunda fase en la que se analizaron 57
muestras y de nuevo se compar6 la extraccién M/A, pero to-
mando un volumen de entrada en PCR de 50 ul (A50). Se
consider6 resultado de referencia la presencia de HPV-AR
en DNA extraido manualmente y confirmado con la pre-
sencia de genotipos de AR con el sistema Linear
Array®HPVGenotyping Test (Roche).

Resultados: En la primera fase del estudio (extraccion M vs
extraccién A20), el porcentaje de muestras positivas segin la
técnica de referencia fue del 11,1%. Los resultados fueron los
siguientes: sensibilidad 100% vs 77,7%, especificidad 98,7%
vs 98,7%. Valores DO betaglobina (control interno) superio-
res a 3: > 98%. El porcentaje de muestras positivas en la se-
gunda fase del estudio (extraccion M vs extraccién A50) fue
del 57,4%. Dentro de este grupo se incluyeron las dos mues-
tras discordantes (+ M, - A20) responsables de la disminu-
cion de sensibilidad. Los resultados M vs extraccién auto-
matica 50 ul (A50) fueron los siguientes: sensibilidad 100%
vs 100%, especificidad 86,9% vs 95,8%. Muestras con valores
DO betaglobina (control interno) superiores a 3, 95% (M) y
69,5% (A). Muestras con valores de DO betaglobina inferior
al,4,3%.

Conclusiones: La extraccion automadtica presenta una
buena correlaciéon con la manual cuando el volumen de
DNA de entrada es 50 pl. Como contrapartida se da una
disminucion de eficacia de la PCR constatado por una dis-
minucién generalizada de la DO del control interno. Cuan-
do se estudian muestras con un alto % de positividad (M vs
A50), la especificidad de la extraccién manual es inferior a
la automatica al ser este proceso menos susceptible a con-
taminaciones.
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EVALUACION DE UN NUEVO METODO DE DIFUSION
DISCO PLACA PARA EL ESTUDIO DE LA
SENSIBILIDAD IN VITRO DE HONGOS
FILAMENTOSOS NO ASPERGILLUS A TRES
ANTIFUNGICOS (ANFOTERICINA B, ITRACONAZOL
Y POSACONAZOL)

C. Martin de la Escalera,' E. Lépez-Oviedo!, A. Romero’,

Al Aller,! A.I. Martos?, E. Cantén?, J. Peman?, P. Garcia-
Martos?® y E. Martin Mazuelos!

1Unidad de gestién de Microbiologia Hospital Universitario de
Valme. Sevilla. 2Unidad de gestién de Microbiologia Hospital La
Fe. Valencia. ® Unidad de gestién de Microbologia Hospital
Puerta del Mar. Cddiz.

Objetivo: Ver la actividad in vitro de AnfotericinaB (B), Itra-
conazol(It) y Posaconazol (P) por difusién disco placa(d/p) en
el medio Mueller-Hinton (M-H) en cepas de hongos filamen-
tosos no Aspergillus y compararla con el método de referen-
cia, microdilucién(MD) en caldo (CLSI M38-A).

Material y método: Estudiamos 50 cepas: 20 Dematiaceos
(D) (8 S. apiospermum, 5 S. prolificans, 1 Rhinocladiella
spp, 1 Curvularia spp, 1 H. wernekii, 1 Bipolaris sp, 1 Phia-
lophora spp, 1 Phoma sp, 1 Stachybotrys spp),14 Zigomice-
tos (Z) (5 Rhizopus spp, 3 Mucor spp, 1 M miemalis, 1 M. ra-
mosisimus, 1 C. bertholetiae, 1 Absidia spp, 1 Syncephalas-
trum spp) y 16 Hiphomicetos hialinos (HH) (5 Fusarium
spp, 2 F. solani, 1 F. clamydosporum, 1 F. dimerum 1 F. so-
belutiaris 2 S. fisca, 1 Paecylomices spp, 1 Verticillium spp,
1 Trichoderma spp, 1 Artrografis spp). La sensibilidad por
MD (segin CLSI M38-A) y la lectura de la CMI fue: 24 h pa-
ra Z y 24-48 h el resto. D/p con tabletas de B (10 pg) e It (10
ng) (Neo Sensitabs) y discos de P (5 ng) (Abtck Biologicals
Ltd. Liverpool, U.K.). Leimos el halo de inhibicién (IZ en
mm) a las 24 h Z y 24-48 h el resto, en el punto donde hubo
inhibicién total del crecimiento. Los puntos de corte (PC) ar-
bitrario (Espinel-Ingroff A.J. Clin. Microbiol. 2007;45) para
MD: Sensible (S) < 1 pg/ml, Intermedio(I) = 2 pg/ml y Resis-
tente(R) > 4 pg/ml a todos los antifingicos(AF) y para d/p: S
217mmItyPy=15mm B; I 14-16 mm It y Py 13-14 mm
B,R<13mm It y Py <12 mm B. Calculamos la correlaciéon
(IC) de los métodos para las 50 cepas con los 3AF segun di-
chos PC. Expresamos también los resultados entre los mé-
todos en errores menores: entre S y dosis dependiente
(SDD) 6 SDD y R, errores mayores: MD S y d/p R, errores
muy mayores: MD R y d/p S. Cepas patrones A. fumigatu-
sATCC 204305, A. flavusATCC 204304.

Resultados: tabla.1. IC de los IZ (d/p) con las CMI (MD CL-
SI M38-A) por categorias clinicas (CC); S, I, R para los 50
aislamientos de hongos filamentosos no Aspergillus y los 3
AF estudiados

% correlacién CC % de error
AF S I R Menor Mayor Muy mayor Correlacién %
B 75 4 21 4 14 0 72
MIC 67 3 30
D/p
Itr 73 0 27 4 14 10" 75
MIC 78 4 18
D/p
14 96 0 4 10 22 2" 70
MIC 62 21 17
D/p

* *Paecylomices spp, Trichoderma spp Scopulariosis fisca, Hortae
wernekii. **Paecylomices spp

Conclusiones: 1. El método d/p es facil pero no detecta R en
algunas especies, mas al no existir PC, la relevancia clinica de
estos resultados in vitro estdan por definir. 2. Los errores muy
mayores se vieron en HH, 1D y los azoles. 3. D/p no diferencié
valores S, I y R para algunas combinaciones de AF- hongo.
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