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Sesion 1:
Bases moleculares de la resistencia en enterobacterias

001. BASE MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A CARBAPENEMAS
EN UNA CEPA CLINICA DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE

M.]. Barba, C. Gayoso, M. Poza, R. Villanueva y G. Bou

Servicio Microbiologia. CHU. A Corufia. Red Espariola de Investigacion
Patologia Infecciosa (REIPI). La Corufia.

Introduccion y objetivos: En septiembre de 2008 se aisl6 en un pa-
ciente hospitalizado una cepa de K. pneumoniae multirresistente (K.
pneul) incluyendo resistencia a carbapenemas. El objetivo del traba-
jo es analizar el mecanismo de resistencia antibiética a carbapené-
micos.

Material y métodos: La identificacién bacteriana fue realizada me-
diante Microscan Walk-Away. La sensibilidad antibidtica (CMI) fue
determinada mediante tiras de E-test. Test de Matsuda para la detec-
cién de carbapemenasas. Se realizaron CMI sin y con presencia de
cloxacilina (CLO). Se realizaron experimentos de transformacién
usando como huésped E. coli TG1. Estudios de PCR fueron llevados a
cabo para la caracterizacion de la g-lactamasa. El entorno genético
fue determinado por secuenciacién. Mediante QRT se determiné el
nivel de expresion de los mRNA de las porinas OmpK 35 y OmpK 36.
Resultados: El método de Matsuda dio negativo para carbamepena-
sas. La cepa E. coli-TGI fue transformada con el plasmido de la cepa

K. pneul TG1 (pMB) E.coli-TG1
AC > 256 > 256 1
XL > 256 > 256 2
PP > 256 > 256 05
PTc > 256 > 256 0,75
FX > 256 6 4
CT > 256 > 256 0,064
CT/CTL >16/> 1 >16/0,016 <0,25/< 0,016
TZ > 256 24 0,125
PM > 256 > 256 05
AT > 256 24 0,094
P >32 0,38 0,25
MP 12 0,094 0,064
ETP >32 0,012 0,004
DOR 3 0,016 0,012
GM > 256 4 0,064
I 4 0,032 0,016
TS 1 0,023 0,012

AC: amoxicilina; XL: amoxicilina/acido clavulanico; PP: piperacilina; PTc: piperacili-
na/tazobactam; FX: cefoxitina; CT: cefotaxima; CT/CTL: CT/CT + XL; TZ: ceftazidima;
PM: cefepime; AT: aztreonam; IP: imipenem; MP: meropenem; ETP: ertapenem; DOR:
doripenem; GM: gentamicina; CI: ciprofloxacino; TS: trimetoprim-sulfametoxazol.

clinica (con un tamaifio aproximado de 35 Kpb) obteniéndose la cepa
TGI (pMB) cuyas CMI se muestran en la tabla. Mediante PCR se de-
tecté una BLEE CTX-M grupo 1en la cepa clinica y en el transforman-
te. En presencia de CLO no se produjo ningdn cambio en las CMI.

El andlisis por QRT demostrdé que el nivel de expresién relativa del
mRNA de OmpK 36 en el aislado clinico respecto a una cepa control
disminuye significativamente.

Conclusion: Se ha encontrado una resistencia a carbapenemas en
una cepa clinica de K. pneumoniae productora de BLEE CTX-M del
grupo 1 que tiene un déficit de permeabilidad en su membrana.

002. LA BETA-LACTAMASA OXY EN LOCALIZACION PLASMIDICA

JJ. Gonzalez-Lépez, A. Coelho, M.N. Larrosa, R.M. Bartolomé
y G. Prats

Servicio de Microbiologia. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona.

Klebsiella oxytoca posee una B-lactamasa de clase A (bla,y,) de codi-
ficacién cromosémica que se expresa constitutivamente a niveles
bajos y le confiere resistencia a aminopenicilinas y carboxipenicili-
nas, manteniéndose sensible a las cefalosporinas, los monobactami-
cos y a los inhibidores de las p-lactamasas. La hiperproduccién de
este enzima, debida generalmente a mutaciones en la regién promo-
tora del gen, le confiere resistencia a todas las penicilinas y a la com-
binacién de amoxicilina con acido clavulanico, las cefalosporinas de
primera y segunda generacion, el aztreonam y un nivel variable de
resistencia a la cefotaxima y la ceftriaxona, sin verse afectada la sen-
sibilidad a ceftazidima. Hasta la fecha, se han descrito hasta seis va-
riedades de bla,,, todas ellas localizadas en el cromosoma de K.
oxytoca y nunca en localizacién plasmidica.

En enero de 2008, aislamos tres cepas de K. oxytoca y una cepa de K.
pneumoniae de tres nifios ingresados en la Unidad de Hematologia
del Hospital Vall d’'Hebron de Barcelona que presentaban un patrén
de resistencia a B-lactdmicos compatible con una hiperproduccién
del gen blag,,

Mediante PCR y secuenciacién, se confirmé que tanto las cepas de K.
oxytoca como K. pneumoniae presentaban un gen bla,,, perteneciente
al grupo OXY-1, con una mutacién en la regién -10 de su promotor,
responsable de la hiperproduccién de dicho enzima. La digestién del
ADN total con el enzima de restriccion Xbal y la electroforesis en
campo pulsado reveld que todas las cepas de K. oxytoca compartian
un Gnico patrén de bandas, diferente, obviamente, del patrén de K.
pneumoniae. Mediante digestiéon con la nucleasa S1, transferencia
por Southern e hibridacién con sondas de ADN especificas para blag,
se detect6 la presencia de un plasmido de aproximadamente 95Kb,
portador de esta pB-lactamasa en todas las cepas estudiadas. Este
plasmido no pudo ser movilizado por conjugacién; pero si por elec-
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trotransformacién tanto de las cepas de K. oxytoca como de K. pneu-
moniae a E. coli CSH26, observandose en las cepas transformantes un
patrén de resisténcia a B-lactamicos idéntico al observado en las ce-
pas donadoras. Ademas, la cepa de K. pneumoniae portadora de éste
plasmido fue curada, revirtiendo al fenotipo de resistencia natural de
esta especie.

Este trabajo describe por primera vez la localizacion plasmidica de la
B-lactamasa OXY hecho que podria facilitar la difusién horizontal
entre diferentes bacterias de este mecanismo de resistencia a anti-
bidticos B-lactamicos.

003. BASE MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A CARBAPENEMAS EN
UNA CEPA CLINICA DE ESCHERICHIA COLI

M.]. Barba, C. Gayoso, A. Pérez, R.Villanueva y G. Bou

Servicio de Microbiologia. CHU. A Corufia. Red Espafiola de
Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI). A Corufia.

Introduccién y objetivos: En mayo de 2008 se aislé en una paciente
hospitalizada una cepa de E. coli multirresistente incluyendo resis-
tencia a carbapenemas. El objetivo del trabajo es analizar el mecanis-
mo de resistencia antibiética a carbapenémicos.

Material y métodos: La identificacién bacteriana fue realizada me-
diante Microscan Walk-Away. La sensibilidad antibiética (CMI) fue
determinada mediante tiras de E-test. Se realizaron CMI sin y con
presencia de cloxacilina (CLO). Test de Matsuda para detectar exis-
tencia de carbapemenasas. Se realizaron experimentos de conjuga-
cién usando como huésped la cepa E. coli XL1-Blue. Estudios de PCR
fueron llevados a cabo para la caracterizacién de la -lactamasa se-
gln Pérez et al (JCM 2002). Se analiz6 por QRT el nivel de expresién
de los mRNA de las porinas OmpC y OmpF.

Resultados: El test de Matsuda fue negativo. Las CMI de la cepa cli-
nica E. coli-1 asi como del conjugado XL1-Blue (pMB) y de la cepa
huésped E. coli XL1-Blue se muestran en la tabla adjunta. En presen-
cia de CLO se produjo una disminucién de las CMI de PP, CT, TZ, AT,
IP y MP, lo cual sugiere una g-lactamasa de clase C. El resultado de la
PCR mostré que la B-lactamasa pertenecia al grupo CIT, y la secuen-
ciacién del plasmido revel6 la presencia del gen cmy-2 en un plasmi-
do de aproximadamente 45Kpb. Su entorno genético mostré una alta
identidad con el plasmido PTN38148 aislado previamente en E. coli.
El andlisis por QRT demostré que el nivel de expresion relativa del
mRNA de OmpC en el aislado clinico respecto al control disminuye
significativamente.

Conclusion: La resistencia a carbapenemas en una cepa clinica E. coli
se debe a la produccién de CMY-2 y a un déficit de la permeabilidad
de su membrana.

E. coli-1 XL1-Blue (pMB) E. coli XL1-Blue
AC > 256 >256 4
XL > 256 >256 4
PP > 256 > 256 0,38
PTc > 256 > 256 1
FX > 256 > 256 2
CcT > 256 >256 0,02
CT/CTL >16/>1 > 16/>1 <0,25/0,02
TZ > 256 > 256 0,06
PM > 256 256 0,02
AT 96 96 0,03
IP >32 0,75 0,12
MP 8 0,094 0,064
ETP >32 0,125 0,08
DOR 1 0,047 0,016
GM 2 0,75 0,19
TS >32 0,012 0,016

AC: amoxicilina; XL: amoxicilina/acido clavulanico; PP: piperacilina; PTc: piperacilina/
tazobactam; FX: cefoxitina; CT: cefotaxima; CT/CTL: CT/CT + XL; TZ: ceftazidima; PM:
cefepime; AT: aztreonam; IP: imipenem; MP: meropenem; ETP: ertapenem; DOR: do-
ripenem; GM: gentamicina; TS: trimetoprim-sulfametoxazol.

004. CARACTERIZACION GENETICA DE UN AISLADO
DE ESCHERICHIA COLI MULTIRRESISTENTE PORTADOR
DE LOS GENES BLACTX-M-15, QEPA1 Y AAC(6’)-IB-CR EN MEXICO

R. del C. Rocha', E. Ruiz?, S. Romero?, P. Lozano!, S. Somalo?,
J.M. Palacios?, P. Caballero® y C. Torres?

Unstituto de Ciencias. Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbiolégicas. Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP).
Puebla. México. 2Area Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad de
La Rioja. Logrofio. Espafia. 3Biomedicina. BUAP. Puebla, México.
“Hospital Universitario, BUAP. Puebla. México. °Laboratorio de Andlisis
Clinicos Ehrlich. Puebla. México.

Introduccion: Existen tres mecanismos de tipo plasmidico implica-
dos en la resistencia a quinolonas y que estan mediados por los genes
qnr, aac (6’)-Ib-cr y gepA. El objetivo del trabajo fue realizar la carac-
terizacién de los mecanismos de resistencia a quinolonas y a otros
antibiéticos en una cepa de E. coli con fenotipo multirresistente.
Material y métodos: E. coli C1550 fue aislada en una muestra de
heces, con caracteristicas normales, de una paciente ambulatoria de
50 afios en Puebla (México), con sintomatologia de inflamacién ab-
dominal, y con diagnéstico de probable colitis o infeccién gastroin-
testinal. Dicha cepa present6 resistencia a ampicilina, amoxicilina-
clavulanico, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, acido nalidixico
(NAL), ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LEV), trimethoprim/sulfa-
metoxazol, y tobramicina. Las CMIs para NAL, CIP y LEV fueron de >
1024, > 128 y 32 pg/ml, respectivamente. Se observé la produccién
de beta-lactamasas de espectro-extendido mediante el test del doble
disco. Se estudié la presencia de los genes blay , blag,, blagy,, blag,,
gepA, qnrA, qnrB, gnrS, aac(6’)-Ib-cr, aac(3)-11, dfr2d y rmtB, asi como
los posibles cambios aminoacidicos en GyrA y ParC, mediante PCR y
secuenciacion. Se analizé la presencia de integrones de clase 1y de
clase 2 y sus genes cassettes de resistencia, mediante PCR y secuen-
ciacion. Se estudi6 el grupo filogenético por PCR y el tipado molecu-
lar mediante MLST.

Resultados: E. coli C1550 contenia los genes gepAl, aac(6’)-Ib-cr,
blay 15 blargy 1,y @ac(3)-11'y dfi2d, estando los dos primeros asocia-
dos con la resistencia plasmidica a quinolonas. Esta cepa pertenece
al grupo filogenético D y al tipo ST205. En el estudio de integrones se
ha detectado el gen intl1 aunque la cepa carece de la region qacEA-
sull propia de la regién conservada 3’de integrones de clase 1. Asi-
mismo contiene un integrén de clase 2 con los genes cassettes dfrAl,
sat2 y aadAl. Se detectaron mutaciones en las posiciones +22, +26,
+27 y +32 del promotor de ampC.

Conclusiones: Las cepas fecales de E. coli constituyen un reservorio
de genes de resistencia para multiples antibidticos, en algunos casos
incluidos en integrones, destacando en la cepa estudiada la coexis-
tencia de los genes bla.y .15, g€PA, aac(6’)-1b-cr y aac(3)-11, relacio-
nados con la resistencia a cefalosporinas de amplio espectro, quino-
lonas y aminoglucésidos Esta es la primera vez que se detecta el gen
gepA en México y también en Latinoamérica.

005. ENTORNO GENETICO DE LOS GENES SUL EN CEPAS
DE ESCHERICHIA COLI DE HEMOCULTIVOS

L. Vinué 1, Y. Sdenz?, S. Somalo', B. Rojo-Bezares?, M. Zarazaga',
F. Ruiz-Larrea' y C. Torres'

1Area de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad de La Rioja.
2Unidad Microbiologia Molecular. Centro de Investigacién Biomédica
de La Rioja (CIBIR). Logrofio.

Introduccién: Los genes implicados en la resistencia a sulfamidas
(SULR) pueden ser transferidos por integrones, transposones o plas-
midos, facilitando su diseminacién entre bacterias. El objetivo fue
determinar la prevalencia de SULR y la distribucién de los genes sul
en cepas de E. coli de origen hospitalario.
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Material y métodos: 135 aislados de E. coli de hemocultivos de dife-
rentes pacientes del Hospital San Pedro, Logrofio, fueron recogidos
durante 2007. Se estudio la sensibilidad a 16 antimicrobianos por el
método de disco-placa. Se determind por PCR la presencia de genes
sull, sul2 y sul3 en las cepas SULR y sus entornos genéticos mediante
PCR y secuenciacion.

Resultados: Los porcentajes de resistencia a antimicrobianos encon-
trados fueron los siguientes (%): ampicilina (55), cefotaxima (8),
amoxicilina-acido clavulanico (7), ceftazidima (3), cefoxitina (2), az-
treonam (5), imipenem (0), acido nalidixico (40), ciprofloxacina (29),
sulfamidas (53), gentamicina (15), kanamicina (14), estreptomicina
(47), tetraciclina (36), trimetoprim-sulfametoxazol (36) y cloranfeni-
col (11). De las 71 cepas SULR, 22 presentaban el gen sull, 17 sull+sul2,
3 sull+sul3, 17 sul2, 1 sul2+sul3 y 3 sul3. En 36 cepas sul1-positivas, se
detect6 dicho gen asociado a integrones de clase 1 con las siguientes
organizaciones (n.° cepas): dfrA12-orfF-aadA2 (1), aadB-aadA1-cmlA
(1), dfrA17-aadA5 (10), dfrA1-aadA1 (5), dfrA15-aadA1 (1), aadB-aadA1l
(1), dfrA17-aadA5 /aadA (1), dfrA17 (2), dfrA7 (1), dfrA5 (1), aadA (9) y
desconocidas (3). En 5 de las 7 cepas sul3-positivas, este gen se asocié
a integrones de clase 1 no clasicos con estructuras: dfrA12-orfF-
aadA2-cmlA-aadA1-qacH-1S440-sul3 (2), estX-psp-aadA2-cmlA-aadAl-
qacH-1S440-sul3 (2), dfrA12-orfF-aadA2-cmlA-aadA1-qacH-1S440-1S10-
sul3 (1), esta dltima incluida en el GenBank con el niimero de acceso
FJ587511. Veintiocho de las 35 cepas sul2-positivas presentaron di-
cho gen asociado con genes de resistencia a estreptomicina, encon-
trando los siguientes entornos: repC-sul2-strA-strB-IS26A-ISCR2 (10),
repC-sul2-strA-strB-1S26 (3), repC-sul2-strA-strB (5), sul2-strA-strB-
IS26A-ISCR2 (2), sul2-strA-strB (7), sul2-strA-strBAA-IS150-AstrB-
ISCR2A-IS26 incluida en el GenBank con el nimero FJ705354.
Conclusiones: Se ha observado importante prevalencia de genes sul,
encontrandose sull como parte de la regién conservada del integréon
de clase 1, sul2 con genes de resistencia a estreptomicina y sul3 en la
estructura de integrones no clasicos.

006. FENOTIPO DE MULTIRRESISTENCIA EN UNA CEPA DE
ESCHERICHIA COLI ASOCIADO CON UNA MUTACION EN SOXR
QUE CONLLEVA A UNA FORMA TRUNCADA DE LA PROTEINA

A. Fabrega', ].L. Rosner?, R.G. Martin?, M.M. Tavio® y ]. Vila'

1Servicio de Microbiologia. Hospital Clinic. 2NIDDK. NIH.
3Departamento de Ciencias Clinicas. Microbiologia. Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria.

Introduccion: La multirresistencia en cepas de Escherichia coli puede
estar asociada con la adquisicion de distintos genes que codifican
determinantes de resistencia o con la sobreexpresién de bombas de
expulsion activa, siendo AcrAB/TolC la principal bomba detectada.
Altos niveles de MarA o SoxS (factores de transcripcion activadores)
o la reducida expresion de AcrR (represor local) suelen detectarse
como causa de su sobreproduccion.

El principal objetivo de este estudio fue la caracterizacion de los me-
canismos moleculares responsables del fenotipo de multirresisten-
cia en una cepa de E. coli.

Material y métodos: Una cepa multiresistente de E. coli se seleccio-
no in vitro mediante pases sucesivos a concentraciones crecientes de
norfloxacina a partir de un aislado clinico sensible al antibiético. Se
realizé un estudio comparativo de la expresién génica mediante ana-
lisis de microarrays de ADNc entre ambas cepas. Los niveles de sen-
sibilidad a norfloxacina, tetraciclina, cloranfenicol y ampicilina fue-
ron evaluados mediante E-tests. La sobreexpresion de las proteinas
AcrB y TolC se determiné utilizando anticuerpos especificos median-
te un ensayo de Western Blot. Finalmente, se secuenci6 y analiz6 el
fragmento soxRS en busca de mutaciones.

Resultados: Los estudios de sensibilidad en la cepa mutante reve-
laron la adquisicion de niveles de resistencia frente a los agentes

antibacterianos evaluados. Los resultados obtenidos mediante mi-
croarrays indicaron una sobreproduccién de SoxS en la cepa resis-
tente ocho veces superior a la de la cepa sensible, ademas de un
incremento en la expresion de AcrA y AcrB. Los resultados del Wes-
tern Blot confirmaron la sobreproduccién de AcrB y TolC en la cepa
resistente. La secuenciacion de la region soxRS revel6 una insercién
de dos adeninas en la posicién 402 del gen soxR en la cepa resisten-
te, lo que conlleva a la alteracion de la pauta de lectura y a la apari-
cién de un cod6én STOP prematuro. La proteina truncada resultante
carece de los tdltimos 21 aminoacidos del extremo carboxiter-
minal.

Conclusiones: Previos trabajos han relacionado mutaciones en
SoxR que conllevan a una proteina truncada pero permanentemen-
te activa con la sobreexpresion de SoxS. En este caso, la sobrepro-
duccién de AcrAB/TolC en una cepa multirresistente aparece como
resultado de una mutacién en SoxR; sin embargo, éste seria el pri-
mer caso en el que una mutacién de este tipo conlleva a la pérdida
de tantos aminoacidos terminales y permite que la proteina siga
siendo activa.

007. MECANISMOS MOLECULARES DE RESISTENCIA A LA
RIFAXIMINA “IN VITRO” EN MUTANTES DE ESCHERICHIA COLI
ENTEROTOXIGENICAS Y ENTEROAGREGATIVAS

M.J. Pons!, L. Mensa!, ]. Vila?, ]. Gascon® y J. Ruiz'

ICentre de Salut Internacional (CRESIB). *Servei de Microbiologia.
3Medicina Tropical. Hospital Clinic de Barcelona. Barcelona.

Introduccion: Uno de los problemas mads habituales a la hora de tra-
tar una diarrea del viajero es la elevada tasa de resistencia a antimi-
crobianos que presentan las cepas, y la poca variedad de estos anti-
biéticos. Por eso se ve la necesidad de buscar nuevas alternativas
terapéuticas, como podria ser la rifaximina (Rfx).

Objetivo: El objetivo principal del estudio era analizar la implicacién
de las bombas de expulsién y las mutaciones puntuales en el gen
rpoB en la aparicién de Escherichia coli resistentes a rifaximina
(Rfx).

Material y métodos: Las cepas parentales de E.coli del estudio fue-
ron aisladas en pacientes con diarrea del viajero en la unidad de Me-
dicina tropical del Hospital Clinic de Barcelona. Concretamente 2
enterotoxigenicas y 2 enteroagregativas. Se seleccionaron quince
mutantes resistentes a rifaximina mediante siembra en medio que
contenia Rfx. 1. bombas de expulsién- La susceptibilidad a la Rfx fue
determinada por medio de dilucién en agar, en presencia y ausencia
de Phe-Arg-g-naphthylamide (PABN), un inhibidor de bombas de
expulsion. 2. La presencia de mutaciones en el gen rpoB fueron deter-
minadas por técnica de PCR, amplificando un fragmento de 848pb,
usando los primers y condiciones siguientes “5’ -AAG CTC ATC GAT
ATC CGT AAC G-3'y “5'- GCT TAT CAG CAC GCA GAG TCG GAA-3",
30 ciclos a 94 °C durante 30", 60 °C durante 30” y 72 °C durante 30",
con una elongacion final a 72 °C durante 10’). El producto de la PCR
se purificé y secuenci6 siendo analizado con herramientas bioinfor-
maticas con el fin de observar la existencia de mutaciones.
Resultados: Los resultados obtenidos muestran que los dos meca-
nismos (bombas de expulsién y mutaciones en el gen rpoB) estan
implicados en la resistencia adquirida a la Rfx en las cepas del estu-
dio. Substituciones aminoacidicas en las posiciones 516 y 526 de la
subunidad g de la RNA polimerasa, descritas previamente en resis-
tencia a la rifampicina, son las sustituciones obtenidas en mayor nd-
mero. Ademads, se han encontrado nuevos puntos de mutaciéon no
descritos anteriormente en las posiciones 512, 525 y 574. A pesar de
ello, los resultados sugieren que algunas de ellas (512 y 525) no jue-
gan un rol relevante en la adquisicion de resistencia a la Rfx.
Excepto en 4 cepas, la presencia de PABN muestra un efecto inhibi-
torio, observando descensos en los valores de CMI a la Rfx de 4 a 16
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Cepas CMI inicial Efecto inhibidor  Posici6n Cambio Genes Productoras del BLEE No productoras de BLEE
aminodcido aminoacido (MSA/MC) (MSA/MC)

23.233 parental 16 Sobreexpresados 886 (8,81%) 438 (4,35%)

19.769 parental 16 Sobreexpresados SLR = 2 25 (0,24%) 9 (0,08%)

19.768 parental 32 Reprimidos 1.361 (13,53%) 628 (6,24%)

21.835 parental 4 Reprimidos SLR = 2 108 (1,07%) 29 (0,28%)

19.768-32 128 8X Sin cambios 7.805 (77,64%) 8.986 (89,39%)

19.768-64* >128 = 16X 526 H-N N 10.052 10.052

19.768-128* >128 516 DN

19.769-16* >128 = 16X 525 T-R

19.769-64* >128 516 DN .

19.769-32* > 128 > 8X 525 T>R Conclusiones: En las cepas productoras de BLEE se sobreexpresan o

19.769-128* >128 > 16X 512 S—F reprimen mas genes que las cepas no productoras de este enzima

21.835-16" >128 =8X (143 genes frente a 38), lo que puede estar relacionado con la puesta

B >128 = 4X 574 S—Y en marcha de sistemas diferentes para que la bacteria pueda sobre-

;}'ggg:?;s* :gg g;% 335 vivir en presencia de ciprofloxacino. Con objeto de conocer mejor

23233-16* >128 - ax 516 DG estos sistemas, hay que caracterizar los genes implicados y confir-

23.233-32* > 128 = 4X 516 DG mar su importancia mediante el estudio de mas cepas y mediante la

23.233-64* > 128 = 4X 516 DN utilizacién de RT-PCR.

23.233-128* >128 =4X 516 D-G

*Concentracion del aminacido donde se aislaron las cepas

X. En 6 mutantes la implicacién de las bombas de expulsion podria
explicar la resistencia total a la Rfx, mientras en 4 cepas esta se aso-
ciaria a la presencia de mutaciones en el gen rpoB. En el resto de las
cepas se detectaron los dos mecanismos de manera simdltanea.
Conclusiones: La totalidad de las cepas presentan al menos un me-
canismo de resistencia a la Rfx, mutaciones en el gen rpoB y bombas
de expulsion inhibibles por PABN, contribuyen a la resistencia de Rfx
(ya sea de forma concomitante o no). El posible rol de otros mecanis-
mos implicados que confieran resistencia a la Rfx, como por ejemplo
la alteracién en los niveles de expresion de las porinas, podria jugar
un rol importante.

008. ANALISIS MEDIANTE MICROARRAYS DE LOS GENES
IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A CIPROFLOXACINO EN
ESCHERICHIA COLI: DIFERENCIA ENTRE CEPAS PRODUCTORAS
Y NO PRODUCTORAS DE BLEE

0. Noguera’, S. Belda?, ].C. Rodriguez?, M. Candela?, N. Lopez?,
M. Ruiz?, L. Alvarez?, R. Cremades?, R. Ferrari?, E. Lépez?,
P. Lopez? y G. Royo?

1Servicio de Microbiologia. Hospital Vega Baja. Orihuela. Alicante.
2Servicio de Microbiologia. Universidad Miguel Herndndez. Hospital
General Universitario de Elche. Elche. Alicante.

Objetivos: Se ha descrito que el porcentaje de cepas resistentes a
ciprofloxacino en aislados clinicos de Escherichia coli productoras
de BLEE es mucho mayor que en no productoras de esta enzima.
Pretendemos caracterizar genéticamente este fenémeno mediante
el andlisis de la expresién del genoma completo de este microorga-
nismo

Material y métodos: 1. Se analizaron dos cepas de Escherichia coli
resistentes a ciprofloxacino, una de ellas productora de BLEE (CTX-
9). 2. Extraccion del RNA y realizacién de los microarrays: Cada cepa
se cultivé en un medio con antibidticos y otro con 1 ug/ml de cipro-
floxacino. Tras incubacién de 8 h, se centrifugaron los tubos y las
bacterias recogidas en el sedimento se introdujeron en nitrégeno li-
quido para preservar el RNA sintetizado por las bacterias en cada
situacion. Tras la extraccién del RNA, se puso en contacto con mi-
croarrays que presentan sondas representativas de todo el genoma
de este microorganismo (Affymetrix, USA).

Resultados: Se consider6 que habia una variacién significativa en la
expresion génica si el signal-low-ratio (SLR) era = a 2 en valores ab-
solutos, o sea, que el gen se sobreexpresa o reprime 4 veces. Los re-
sultados se muestran en la siguiente tabla:

009. PRODUCCION DE BETALACTAMASAS TIPO AMPC EN CEPAS
DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTORAS DE BETALACTAMASA DE
ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE) RESISTENTES A CEFOXITINA

J. Calvo!, MLE. Cano', ]. Agiiero?, A. Galar® y L. Martinez-Martinez'?

1Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. 2Departamento Microbiologia Molecular. Universidad de
Cantabria. 3Servicio de Microbiologia. Clinica Universidad de Navarra.

Introduccidn: Las cepas de E. coli productoras de BLEE son sensibles
a cefoxitina (FOX) cuando no existen otros mecanismos de resisten-
cia, entre los que se incluyen la hiperproduccién de la AmpC cromo-
sémica y la produccién de una cefamicinasa plasmidica (pAmpC). El
papel de las porinas y de las bombas de expulsién activa en esta re-
sistencia no esta suficientemente aclarado. El objetivo de este estu-
dio fue evaluar la importancia de la produccién de pAmpC para ex-
plicar el fenotipo de cepas de E. coli productoras de BLEE resistentes
a FOX (FOX-R).

Material y métodos: Se han estudiado las cepas de E. coli producto-
ras de BLEE y FOX-R aisladas en nuestro centro entre Junio 2005 y
Enero 2008. La identificacién de E. coli y la determinacién de la resis-
tencia a FOX y de la produccién de BLEE se realizaron inicialmente
con el sistema WalkAway (MicroScan; Siemens); la producciéon de
BLEE se confirmé mediante lectura interpretada del antibiograma y
difusién con disco [normas CLSI, mas discos (Oxoid) de cefepima con
o sin dcido clavulanico]. Se determiné la CMI de FOX y cefotetan
(CTT) por Etest en Mueller-Hinton sin suplementar o suplementado
con cloxacilina (CLOX, 250 mg/1) o con acido fenil-borénico (AphB,
300 mg/1). Se identificaron las BLEEs mediante amplificacién por PCR
de genes que codifican enzimas TEM, SHV y CTX-M y secuenciacién
de los amplicones. La presencia de pAmpC se determiné mediante
PCR multiplex. La relacién clonal de las cepas se establecié por Rep-
PCR.

Resultados: Durante el periodo de estudio se identificaron 25 cepas
de E. coli BLEE FOX-R (CMI: 32-> 256 mg/l), correspondientes a 14
patrones Rep-PCR. Los discos de CTX, CAZ y FEP con/sin acido clavu-
lanico permitieron inferir la produccién de BLEE (aumento del dia-
metro del halo en al menos 5 mm cuando contienen el inhibidor) en
15, 5y 18 de las 25 cepas. Las BLEEs producidas fueron: CTX-M del
grupo 9 (n = 18), CTX-M del grupo 1 (n = 3), SHV-12 (n=3)y 1 SHV-
2 (n = 1). Sélo se identificaron pAmpC en 5 cepas, que producian
pAmpC del grupo CIT (de ellas 4 con CTX-M-Grupo 9; 1 con SHV-12).
Las CMIs (mg/l) de CTT fueron: < =16 (n = 20); 32 (n=2) 6 >=64 (n
= 3). En presencia de CLOX las CMIs de FOX y de CTT se redujeron 8
6 mas veces en 19 y 18 aislados, respectivamente. En presencia de
AphB las CMIs de FOX y de CTT se redujeron al menos 8 vecesen 9y
en 15 aislados.
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Conclusiones: La resistencia a FOX dificulta el reconocimiento de la
produccién de BLEEs en E. coli mediante difusion con disco, resultan-
do para ello mas ttiles los discos de FEP con/sin acido clavulanico
que los recomendados por el CLSL En este estudio, la resistencia a
FOX frecuentemente no se ha acompafiado de resistencia a CTT. Aun-
que la disminucién de las CMIs de FOX o de CTT en presencia de
CLOX en 19 cepas sugiere la presencia de un enzima AmpC, sélo se
ha detectado una variante plasmidica del enzima (grupo CIT) en una
minoria de cepas.

010. PREVALENCIA DEL CLON 025B:H4-ST131 ENTRE E. COLI
PRODUCTOR DE BLEE EN CUATRO HOSPITALES DE GALICIA

M.P. Alonso'?, M. Blanco', A. Mora', R. Mamani', C. Lépez',
G. Dahbi!, J.E. Blanco!, B. Puentes’, A. Herrera', F. Garcia-Garrote?,
B. Fernandez?, J.A. Agulla®, G. Bou® y J. Blanco'

Laboratorio de Referencia de E. coli. Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Facultade de Veterinaria. Universidade de Santiago de
Compostela. Lugo. *Unidad de Microbiologia Clinica. Complexo
Hospitalario Xeral-Calde de Lugo. *Unidad de Microbiologia Clinica.
Complexo Hospitalario de Ourense. 4 Unidad de Microbiologia Clinica.
Complexo Hospitalario Arquitecto Marcide-Prof. Novoa Santos de

El Ferrol. *Unidad de Microbiologia Clinica. Complexo Universitario
Juan Canalejo. A Corufia.

Introduccion: Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son
enzimas capaces de hidrolizar las cefalosporinas de amplio espectro
y los monobactams, pero no a las cefamicinas o los carbapenemes.
En las decadas de los afios 80 y 90 del siglo pasado predominaban las
BLEEs de los tipo SHV y TEM, pero en la actualidad las mas prevalen-
tes son las de la familia CTX-M. Hasta hace poco se creia que las ce-
pas productoras de BLEEs generalmente no estaban relacionadas
clonalmente y que los plasmidos con los genes bla estaban presentes
en un amplio abanico de cepas huésped pertenecientes a clones no
relacionados. No obstante, recientemente se ha identificado el clon
025b:H4-ST131 productor de CTX-M-15 que tiene una amplia difu-
si6én a nivel mundial.

Objetivos: Como hemos observado que el clon 025b:H4-ST131 pro-
ductor de CTX-M-15 estaba ampliamente introducido en el Com-
plexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo (2006-2007), decidimos es-
tudiar su prevalencia en otros 3 hospitales de Galicia para ver si
también estaban afectados y comparar las caracteristicas de las ce-
pas aisladas en los distintos hospitales.

Materiales y métodos: Se estudiaron 318 aislados de E. coli produc-
tores de BLEEs obtenidos en el afio 2008 de pacientes internos y ex-
ternos del Complejo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo (n = 76), Com-
plexo Hospitalario de Ourense (n = 100), Complexo Hospitalario
Arquitecto Marcide-Prof. Novoa Santos de Ferrol (n = 79), y Com-
plexo Universitario Juan Canalejo de A Corufia (n = 63). La mayoria
de las cepas procedian de urocultivos. La deteccién del clon 025b:
H4-ST131 productor de CTX-M-15 se realizé por una PCR miltiple
desarrollada por el LREC y basada en la deteccién de los genes: rf-
b025b, blaCTX-M-15 gene 3’end y operon afa FM955459. El tipo de
BLEE producido se determiné por PCR y secuenciacién del genoma
amplificado. También por PCR se determinaron los grupos filogené-
ticos (A, B1, B2 y D) y los genes de virulencia (papC, sfa/focDE, afa/
draBC, hlyA, cnf1, iucD, neuC, ibeA). El tipado molecular se realizé
por la técnica de electroforesis en campos pulsantes (PFGE) con el
enzima Xbal y los perfiles obtenidos se compararon con el programa
BioNumerics. Se emple6 la técnica de Multi-locus sequence typing
(MLST) para el tipado de los siete genes altamente conservados: adk,
fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA. Los MLST tipos se obtuvieron en
la pagina MLST Databases at the ERI, University College Cork (http://
mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli).

Resultados: Un total de 50 (16%) de los 318 aislados estudiados per-
teneci6 al clon 025b:H4-ST131. La prevalencia varié mucho entre los
cuatro hospitales estudiados, siendo mucho mas alta en Lugo (33%)
y Ourense (17%) que en Ferrol (6%) y A Corufia (5%). La mayoria de
los aislados del clon fueron productores de CTX-M-15, pero también
se encontraron aislados CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-32.
Casi todas las cepas CTX-M-15 positivas presentaron el operon afa
FM955459 y se englobaron dentro del mismo PFGE-cluster (> 85% de
identidad).

Conclusiones: El clon 025b:H4-ST131 productor de CTX-M-15 se ha
detectado en los 4 hospitales gallegos examinados. No obstante, su
prevalencia varia significativamente entre los distintos hospitales.

011. IDENTIFICACION DEL CLON DE E. COLI 020-ST354
PRODUCTOR DE CTX-M-14

A. Mora!, M. Blanco', C. Lépez!, R. Mamani’, ].E. Blanco’, G. Dahbi’,
B. Puentes’, A. Herrera', A. Cordero’, F. Garcia-Garrote?, J.M. Pita?,
A. Coira?, M.P. Alonso'? y ]. Blanco’

'Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC). Departamento de
Microbioloxia e Parasitoloxia. Facultade de Veterinaria. Universidade
de Santiago de Compostela. Lugo. *Unidade de Microbioloxia Clinica.
Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo (SERGAS).

Introduccion: La aparicién de las betalactamasas de espectro exten-
dido (BLEE) ha dificultado enormemente el tratamiento de numero-
sas infecciones. Inicialmente se ha producido una rapida expansion
de las BLEE de los tipos SHV y TEM, pero en la actualidad predomi-
nan las CTX-M. Los primeros estudios indicaban una usencia de clo-
nalidad entre las cepas productoras de los distintos tipos de BLEE,
pero recientemente se ha identificado el clon 025b:H4-ST131 pro-
ductor de CTX-M-15 que tiene una amplia difusion a nivel mundial.
Ademas, se han identificado dos clones (025b:H4-ST131 y 086:H18-
ST38) productores de CTX-M-14 expandidos por varias regiones de
Japén.

Objetivos: Como en el Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo
predomina entre los aislados productores de BLEEs el enzima CTX-
M-14, hemos decidido estudiar la clonalidad de las cepas que produ-
cen este enzima con el objetivo de identificar la posible existencia de
nuevos clones.

Materiales y métodos: Se estudiaron 325 aislados de E. coli produc-
tores de BLEEs obtenidos entre los afios 2006 y 2008 de pacientes
internos y externos del Complejo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo.
La mayoria de las cepas procedian de urocultivos. El tipo de BLEE
producido se determiné por PCR y secuenciacion del genoma ampli-
ficado. También por PCR se determinaron los grupos filogenéticos (A,
B1, B2 y D) y los genes de virulencia (papC, sfa/focDE, afa/draBC,
hlyA, cnfl, iucD, neuC, ibeA). El tipado molecular se realizé por la
técnica de electroforesis en campos pulsantes (PFGE) con el enzima
Xbal y los perfiles obtenidos se compararon con el programa Bio-
Numerics. Se emple6 la técnica de multi-locus sequence typing (MLST)
para el tipado de los siete genes altamente conservados: adk, fumc,
gyrB, icd, mdh, purA y recA. Los MLST tipos se obtuvieron en la pagi-
na MLST Databases at the ERI, University College Cork (http://mlst.
ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). El serotipado de las cepas se realiz6 emplean-
do todos los antisueros O (01 a 0185) y H (H1 a H56).

Resultados: Los aislados de E. coli productores de CTX-M-14 perte-
necieron a una amplisima gama de serotipos O:H diferentes. Por
PFGE se comprob6 que presentan una enorme diversidad genética y
que la mayoria de las cepas no estaban clonalmente relacionadas.
No obstante, se han identificado varios clones que poseen genes de
virulencia de E. coli patégenos extraintestinales (EXPEC) que por el
momento no estan ampliamente difundidos en nuestro hospital. En
esta comunicacién mostramos los resultados de la caracterizacién
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del clon 020-ST354 perteneciente al grupo filogenético D y con los
genes de virulencia ibeA e iucD. Los 9 aislados detectados se englo-
baron por PFGE en dos clusters (IA y IB) con un 77% de identidad. En
el cluster IA (80% identidad) se englobaron 6 aislados del serotipo
020:H34, mientras que en el cluster IB (96% identidad) se engloba-
ron 3 cepas 020:HNM (no méviles). Los 9 aislados del clon 020-
ST354 productores de CTX-M-14 presentaron Gnicamente un 49%
de identidad con dos aislados del clon 020:HNM-ST156 productores
de TEM y CTX-M-1 que poseian Gnicamente el gen de virulencia
iucD.

Conclusiones: Seglin nuestro conocimiento se identifica por prime-
ra vez a nivel mundial el clon de EXPEC 020-ST354 productor de
CTX-M-14.

012. IDENTIFICACION DE DOS CLONES DE E. COLI 01-D
PRODUCTORES DE CTX-M-14

C. Loépez!, M. Blanco!, A. Mora', R. Mamani’, G. Dahbil, ].E. Blanco!,
B. Puentes’, A. Herrera', M.P. Alonso'?, F. Garcia-Garrote?,
B. Fernandez?, ].A. Agulla?, G. Bou® y J. Blanco!

'Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC). Departamento de
Microbiologia y Parasitologia. Facultade de Veterinaria. Universidade
de Santiago de Compostela. Lugo. Unidad de Microbiologia Clinica.
Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo. *Unidad de Microbiologia
Clinica. Complexo Hospitalario de Ourense. “Unidad de Microbiologia
Clinica. Complexo Hospitalario Arquitecto Marcide-Prof. Novoa Santos
de El Ferrol. ®> Unidad de Microbiologia Clinica. Complexo Universitario
Juan Canalejo. A Corufia.

Introduccién: La aparicién de las betalactamasas de espectro exten-
dido (BLEE) ha dificultado enormemente el tratamiento de numero-
sas infecciones. Inicialmente se ha producido una rapida expansién
de las BLEE de los tipos SHV y TEM, pero en la actualidad predomi-
nan las CTX-M. Los primeros estudios indicaban una usencia de clo-
nalidad entre las cepas productoras de los distintos tipos de BLEE,
pero recientemente se ha identificado el clon 025b:H4-ST131 pro-
ductor de CTX-M-15 que tiene una amplia difusién a nivel mundial.
Ademas, se han identificado dos clones (025b:H4-ST131 y 086:H18-
ST38) productores de CTX-M-14 expandidos por varias regiones de
Japon.

Objetivos: Como entre los aislados de E. coli productores de BLEE
obtenidos en los hospitales de Galicia predomina el enzima CTX-M-
14, hemos decidido estudiar la clonalidad de las cepas que producen
este enzima con el objetivo de identificar la posible existencia de
nuevos clones.

Materiales y métodos: El tipo de BLEE producido se determind por
PCR y secuenciacién del genoma amplificado. También por PCR se
determinaron los grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) y los genes de
virulencia (papC, sfa/focDE, afa/draBC, hlyA, cnf1, iucD, neuC, ibeA).
El tipado molecular se realiz6 por la técnica de electroforesis en cam-
pos pulsantes (PFGE) con el enzima Xbal y los perfiles obtenidos se
compararon con el programa BioNumerics. Se emple6 la técnica de
multi-locus sequence typing (MLST) para el tipado de los 7 genes
altamente conservados: adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA. Los
MLST tipos los obtenemos en la pagina MLST Databases at the ERI,
University College Cork (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). El seroti-
pado de las cepas se realizé empleando todos los antisueros O (01 a
0185) y H (H1 a H56).

Resultados: Los aislados de E. coli productores de CTX-M-14 perte-
necieron a una amplisima gama de serotipos O:H diferentes. Por
PFGE se comprob6 que presentan una enorme diversidad genética
y que la mayoria de las cepas no estaban clonalmente relacionadas.
No obstante, se han identificado varios clones que poseen genes de
virulencia de E. coli patégenos extraintestinales (EXPEC) que por el
momento no estan ampliamente difundidos. En esta comunicacion

mostramos los resultados de la caracterizacién 14 aislados produc-
tores de CTX-M-14 pertenecientes al serogrupo O1 y al grupo filo-
genético D. Los 14 aislados se englobaron en cuatro clusters por
PFGE. Tres de los clusters (IA, IB, IC) presentaron un 76% de identi-
dad entre ellos y Gnicamente un 57% con el cluster II. Los 11 aisla-
dos englobados en los clusters IA, IB y IC presentaron el serotipo
O1:HNM y los genes de virulencia papC, neuC-K1 e iucD. En contras-
te, los 3 aislados del cluster II tenian el serotipo O1:H34 y los genes
iucD e ibeA. En el momento de redactar este resumen estamos pen-
dientes de los resultados del tipo de MLST de los aislados que se
presentaran en el congreso. Los aislados de los clusters IA, IB y IC se
encontraron en los cuatro hospitales participantes, mientras que
los del cluster II Gnicamente se encontraron en el Hospital de A
Coruna.

Conclusiones: Seglin nuestro conocimiento se identifica por prime-
ra vez a nivel mundial dos clones de EXPEC del serogrupo 01 y del
grupo filogenético D productores de CTX-M-14.

013. IDENTIFICACION DEL CLON DE E. COLI ONT-B1 PRODUCTOR
DE CTX-M-14

R. Mamani!, M. Blanco', A. Mora’, C. Lépez, ].E. Blanco!, G. Dahbi!,
B. Puentes’, A. Herrera', A. Cordero’, F. Garcia-Garrote?, J.M. Pita?,
A. Coira?, M.P. Alonso'?y ]. Blanco!

'Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC). Departamento de
Microbioloxia e Parasitoloxia. Facultade de Veterinaria. Universidade
de Santiago de Compostela. Lugo. *Unidade de Microbioloxia Clinica.
Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo (SERGAS).

Introduccién: La aparicion de las betalactamasas de espectro exten-
dido (BLEE) ha dificultado enormemente el tratamiento de numero-
sas infecciones. Inicialmente se ha producido una rapida expansién
de las BLEEs de los tipos SHV y TEM, pero en la actualidad predomi-
nan las CTX-M. Los primeros estudios indicaban una usencia de clo-
nalidad entre las cepas productoras de los distintos tipos de BLEEs,
pero recientemente se ha identificado el clon 025b:H4-ST131 pro-
ductor de CTX-M-15 que tiene una amplia difusién a nivel mundial.
Ademas, se han identificado dos clones (025b:H4-ST131 y 086:H18-
ST38) productores de CTX-M-14 expandidos por varias regiones de
Japon.

Objetivos: Como en el Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo
predomina entre los aislados productores de BLEE el enzima CTX-M-
14, hemos decidido estudiar la clonalidad de las cepas que producen
este enzima con el objetivo de identificar la posible existencia de
nuevos clones.

Materiales y métodos: Se estudiaron 325 aislados de E. coli pro-
ductores de BLEE obtenidos entre los afios 2006 y 2008 de pacien-
tes internos y externos del Complejo Hospitalario Xeral-Calde de
Lugo. La mayoria de las cepas procedian de urocultivos. El tipo de
BLEE producido se determind por PCR y secuenciaciéon del genoma
amplificado. También por PCR se determinaron los grupos filogené-
ticos (A, B1, B2 y D) y los genes de virulencia (papC, sfa/focDE, afa/
draBC, hlyA, cnf1, iucD, neuC, ibeA). El tipado molecular se realizé
por la técnica de electroforesis en campos pulsantes (PFGE) con el
enzima Xbal y los perfiles obtenidos se compararon con el progra-
ma BioNumerics. Se emple6 la técnica de multi-locus sequence ty-
ping (MLST) para el tipado de los 7 genes altamente conservados:
adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA. Los MLST tipos se obtuvie-
ron en la pagina MLST Databases at the ERI, University College Cork
(http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). El serotipado de las cepas se
realiz6 empleando todos los antisueros O (O1 a 0185) y H (H1 a
H56).

Resultados: Los aislados de E. coli productores de CTX-M-14 perte-
necieron a una amplisima gama de serotipos O:H diferentes. Por
PFGE se comprob6 que presentan una enorme diversidad genética



XIII Reunién de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) 7

y que la mayoria de las cepas no estaban clonalmente relacionadas.
No obstante, se han identificado varios clones que poseen genes de
virulencia de E. coli patégenos extraintestinales (EXPEC) que por el
momento no estan ampliamente difundidos en nuestro hospital.
En esta comunicacién mostramos los resultados de la caracteriza-
cién del clon ONT del grupo filogenético B1 y con los genes de vi-
rulencia papC'y sfa/focDE. Los 6 aislados detectados se englobaron
por PFGE dentro del mismo cluster (> 85% de identidad). En el mo-
mento de redactar este resumen estamos pendientes de los resul-
tados del tipo de MLST de los aislados que se presentaran en el
congreso.

Conclusiones: Segiin nuestro conocimiento se identifica por prime-
ra vez a nivel mundial el clon de EXPEC ONT-B1 productor de CTX-
M-14.

014. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CARACTERISTICAS CLINICO-
EPIDEMIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR E. COLI
PRODUCTORA DE BLEE DE LOS GRUPOS CTX-M-9, CTX-M-1Y SHV
(ESTUDIO GEIH-BLEE 2006)

M. Diaz'?, J.R. Hernandez'*?, . Calvo?3, L. Martinez-Martinez?3,
J. Rodriguez-Bafio'* y A. Pascual'?>

"Hospital Universitario Virgen Macarena. Sevilla. Hospital Marqués de
Valdecilla. Santander.3Servicio de Microbiologia. “Unidad de
Enfermedades Infecciosas. *Departamento de Microbiologia.
Universidad de Sevilla.

Introduccién: Las infecciones debidas a Escherichia coli productor de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son un problema emer-
gente. Las enzimas que se observan con mas frecuencia pertenecen a
la familia CTX-M seguidas de SHV. La epidemiologia de estas infec-
ciones es compleja.

Objetivos: Comparar las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de
pacientes con infeccién por E. coli BLEE en funcién de que contengan
enzimas de los grupos CTX-M-9, CTX-M-1 o SHV.

Material y método: Se seleccionaron 249 aislamientos de E. coli pro-
ductoras de BLEE de los grupos CTX-M-9, CTX-M-1 y SHV de un es-
tudio nacional en el que participaron 44 centros espafioles en el afio
2006 (Estudio GEIH-BLEE 2006). La caracterizacion de las BLEE se
realizé por PCRy posterior secuenciacion. Se recogieron datos demo-
graficos, existencia de enfermedad de base, antibioterapia previa,
presencia de sonda urinaria, localizacion de la infeccién, lugar de ad-
quisicién, relacién con la asistencia sanitaria y necesidad de ingreso
hospitalario, y se compararon en funcién de los distintos grupos de
BLEE. Los datos se analizaron mediante el programa estadistico
SPSS.

Resultados: De los 249 aislados productores de BLEE seleccionados,
131 (52,6%) producian enzimas del grupo CTX-M-9, 55 (22,0%) del
grupo CTX-M-1y 63 (25,4%) del grupo SHV. El niimero total de datos
analizados de cada grupo fue similar, descartando un sesgo de selec-
cién. Entre los datos comparados no se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas, salvo las siguientes: el 67% de los pacien-
tes con infeccion por E. coli BLEE del grupo CTX-M-9 fueron mujeres
frente al 51% de los infectados por E. coli productor de CTX-M-1 (p <
0,05); el 24% y el 39% (p < 0,05) de los pacientes del grupo CTX-M-9
y CTX-M-1, respectivamente, eran portadores de sonda urinaria; el
9% de los pacientes con infeccién por cepas del grupo SHV eran me-
nores de un afio frente al 0% (p < 0,05) de los infectados por E. coli
productor de CTX-M-9; el 25% de los pacientes con infeccién por E.
coli BLEE tipo CTX-M-9 tenian diabetes frente al 9% de los del grupo
SHV (p < 0,05).

Conclusiones: Se han encontrado escasas diferencias estadistica-
mente significativas en las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de
las infecciones causadas por E. coli BLEE del grupo CTX-M-9 compa-

radas con las infecciones causadas por las del grupo SHV. Las infec-
ciones producidas por cepas del grupo CTX-M-1 se asocian con ma-
yor frecuencia que las del grupo CTX-M-9 al sexo masculino y
presencia de sonda urinaria.

015. CARACTERIZACION GENETICA DE LOS MECANISMOS DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN CEPAS CLINICAS DE
SALMONELLA ENTERICA CON RESISTENCIA A AMOXICILINA-
ACIDO CLAVULANICO O A CEFALOSPORINAS DE TERCERA
GENERACION

M. de Toro'?, Y. Saenz ', B. Rojo-Bezares!, I. Riafio?, E. Undabeitia®,
M. Garcia-Campello?, M. Lantero®, C. Aspiroz® y C. Torres'?
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Introduccion: Salmonella enterica es un patégeno zoondtico implica-
do en infecciones gastrointestinales en humanos. En los tltimos afios
se observa la emergencia de cepas con resistencia a beta-lactamicos
(entre ellos, amoxicilina-acido clavulanico (AMC) y cefalosporinas de
tercera generacion), asi como de estructuras genéticas de tipo inte-
grones.

Material y métodos: Se estudiaron 28 cepas de S. enterica [serovares
typhimurium (24), enteritidis (1) y Salmonella spp. (3)] resistentes o
con resistencia intermedia a AMC (AMC'R, 25 cepas) o a cefalospori-
nas de tercera generacion (C3GR, 3 cepas), obtenidas de muestras
fecales de pacientes de cuatro hospitales espafioles. Se estudié la
sensibilidad a 19 antimicrobianos por difusiéon en agar y la produc-
cion de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante el
test de doble disco. La presencia de los genes blacy , blagy, blacyy,
blag,,, bla,g, bla,, , y los entornos genéticos del gen bla, ,,, asi como
la deteccién y caracterizacion de integrones tipo 1, 2 y 3 se analiza-
ron mediante PCR y secuenciacién.

Resultados: Las 3 cepas C3G! exhibieron un fenotipo BLEE-positivo
detectandose en dos de ellas los genes blacy .15 V blagy y en una
cepa se observd la presencia de los genes bla,y, ,, tet(A) y un integrén
de tipo 1 (regi6n variable, RV, 2000pb). El gen blacy .5 S€ encontrd
en el entorno genético de ISEcp1 y orf477 en ambas cepas. En la ter-
cera S. enterica productora de BLEE se detect6 el gen blag,, ,,y la pre-
sencia de un integrén de tipo 1 (RV, 1000pb). Las 25 cepas AMC®
presentaron un fenotipo BLEE-negativo y albergaban los genes bla,g;
(14 cepas), blayy, (7), bla,, (5), y blay,, (2). Se detecté integrasa de
tipo 1 en 22 cepas AMC'® (88%), destacando que las 14 cepas bla,g-
positivas incluian este gen en su region variable asociado, a su vez, a
otro integrén con el gen aadA, estructura caracteristica de la isla ge-
némica SGI1. Se observé que una de las cepas C3GR (33%) y 22 de las
AMC'R (88%) presentaban fenotipo de multirresistencia (al menos a
cuatro familias de antimicrobianos).

Conclusiones: La produccion de BLEE es un mecanismo emergente
en S. enterica y es de destacar la deteccion de CTX-M-15 en dos de las
cepas. Diferentes beta-lactamasas pueden estar involucradas en el
fenotipo AMC'R, destacando la frecuente deteccion de la enzima PSE
entre nuestras cepas.



