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Sesién 12:
Mecanismos de resistencia en bacilos gramnegativos no fermentadores

166. DETECCION DE LA NUEVA BETALACTAMASA DE ESPECTRO
EXTENDIDO 0XA-143 EN UNA CEPA MULTIRRESISTENTE DE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

X. Mulet', C. Juan'?, L. Zamorano', S. Alberti'?, ].L. Pérez’
y A. Oliver'?

1Servicio de Microbiologia. Hospital Son Dureta. ?Area de
Microbiologia. Universitat de les Illes Balears (UIB). Institut
Universitari en Ciéncies de la Salut (IUNICS). Palma de Mallorca.

Objetivo: Caracterizar una nueva variante de g-lactamasa de Espec-
tro Extendido (BLEE) tipo OXA en dos aislados de P. aeruginosa con
resistencia de alto nivel a ceftazidima (CAZ) y imipenem (IMP), resis-
tencia moderada a cefepima (FEP), aztreonam (ATM) y piperacilina
(PIP), y sensibilidad a piperacilina-tazobactam (PIP-TZ), detectados
en la UCI pediatrica de un hospital de Mallorca entre junio y julio de
2008.

Material y métodos: Se utilizé el ensayo de sinergia de doble disco
como técnica de cribado para la deteccién de BLEE. Se llevaron a
cabo PCR y secuenciacién con cebadores especificos para los grupos
mas comunes de BLEE: OXA, PER, CTX-M, SHV, y TEM. Se estudié la
relacién clonal mediante electroforesis de campo pulsante (ECP).
Para evaluar la codificacién plasmidica se realizaron ensayos de
electroporacién en PAO1. Para determinar la presencia de la BLEE en
un integroén se llevaron a cabo PCR especificas seguidas de secuen-
ciacion para el gen de la integrasa (intl1), definitoria de los integro-
nes de clase I.

Resultados: Los aislados productores de BLEE se obtuvieron de una
biopsia pulmonar y de un exudado cutdneo (entrada de gastrosto-
mia), procedentes de dos pacientes ingresados en la UCI pediatrica
en el mismo periodo. Ambos aislados presentaron el mismo patrén
de multirresistencia, siendo ademads resistentes a todos los amino-
glucésidos (gentamicina, tobramicina y amikacina), y mostraron
idéntico patrén de ECP, perteneciendo por tanto al mismo clon. Los
resultados de la secuenciacién mostraron la presencia de una nueva
variante (Asn148Asp) de OXA-2, designada OXA-143. El gen blagy, 43,
asi como el patrén de resistencia a g-lactdmicos (con la excepcién
del IMP) y aminoglucésidos, pudo ser transferido a PAO1 mediante
electroporacién, demostrando su codificacién plasmidica. Asimismo,
se demostré por PCR la presencia del gen bla,, ,,; €n un integron de
clase L.

Conclusion: A falta de estudios bioquimicos, la OXA-143 aparente-
mente confiere resistencia de alto nivel a CAZ y resistencia modera-
da a PIP, FEP, y ATM. La codificacién plasmidica de estas BLEE tipo
OXA, junto con determinantes de resistencia a aminoglucésidos, su-
pone una importante amenaza clinico-epidemiol6gica emergente en
Espafia que debe ser vigilada activamente.

167. BROTE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA BLAVIM-2 EN
BARCELONA. EFICACIA DE IMI/IMI-EDTA EN DISCO PLACA PARA
SU DETECCION

M. Lowak, A. Bas, N. Loaiza, S. Lavilla, ].J. Gonzalez-Lépez,
M.N. Larrosa y R.M. Bartolomé

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

La colonizaciéon o infeccion por Paeruginosa productora de meta-
lobetalactamasa (MBL) positiva conlleva un alto riesgo de morbili-
dad afiadida para el paciente debido a la alta virulencia del microor-
ganismo y a las limitaciones del tratamiento antibi6tico. En los
altimos cuatro afios se han publicado a nivel mundial 6 brotes hos-

pitalarios producidos por P.aeruginosa productoras de MBL, uno de
ellos en Espafia.

Objetivo: Determinar la presencia de MBL en las cepas de P.aerugi-
nosa aisladas en el Hospital Vall d’Hebron de Barcelona entre 16
Agosto 2004 y 03 Enero 2007 y evaluar el rendimiento de la técnica
de disco-difusién mediante los discos IMI/IMI-EDTA (Rosco).
Material y métodos: En todos los aislados en cuyo antibiograma se
observé una disminucién del halo de inhibicién frente al imipenem
y/o meropenem, una alteracién en el borde de dichos halos y/o dis-
minucién de la sensibilidad a las cefalosporinas de 3.2 generacién con
la actividad del aztreonam conservada. Se realiz6 el cribaje fenotipi-
co y considerandose positivo en aquellos casos en que existia una
diferencia > = a 5 mm entre el halo del disco de IMI y el de IMI +
EDTA(Rosco). El estudio genotipico se realiz6 mediante PCR conven-
cional y PCR en tiempo real. En caso de positividad a bla,,, se llevé a
cabo la secuenciacién del amplificado. También se estudio la clonali-
dad de las cepas positivas mediante PFGE.

Resultados: Entre Agosto 2004 y Enero 2007 se detectaron 274 ce-
pas de Paeruginosa fenotipicamente compatibles con MBL de las
cuales 20 mostraron por secuenciacién la presencia de blay,, ,. Me-
diante PFGE de detect6 un clon compuesto por 7 aislados de 5 pa-
cientes que habia causado un brote en la UCI entre Abril y Octubre
de 2006. El estudio genotipico de las cepas con una diferencia signi-
ficativa en el test IMI/IMI + EDTA fue positivo en tan solo 7,3% cepas
estudiadas (20/274).

Conclusiones: El estudio fenotipico con IMI/IMI + EDTA es poco efi-
caz para discriminar MBL. Este pequefio brote se descubri6 a poste-
riori en el estudio retrospectivo de las cepas. La evolucién de los
pacientes fue buena. Es necesario mantener una monitorizacién ac-
tiva con del fin de poner de manifiesto posibles brotes ocultos.

168. EFECTO DE LA EXPRESION DE METALO-BETALACTAMASAS
(MBL) EN LA SENSIBILIDAD A IMIPENEM Y MEROPENEM DE
CEPAS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA DEFICIENTES EN LA
PORINA OPRD O EN LA BETA-LACTAMASA AMPC

M.C. Rodriguez, C. Rodriguez-Mirones y L. Martinez-Martinez
Servicio Microbiologia. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

Introduccidén: La resistencia de P. aeruginosa a carbapenemas de-
pende de la produccién de beta-lactamasas, de la expresién de la
porina OprD y de la actividad de sistemas de expulsién activa. AmpC
tiene una débil capacidad hidrolitica sobre las carbapenemas, a dife-
rencia de lo que ocurre con las metalo-beta-lactamasas. En este es-
tudio se analizé la sensibilidad a dos carbapenemas y dos cefalospo-
rinas de amplio espectro en las cepas de P. aeruginosa PAO1
deficientes en ampC o en OprD que expresan o no diferentes MBL.
Métodos: Se han utilizado las mutantes de la cepa PAO1 ampC (-) y
oprD (-) de la coleccién de la Universidad de Washington. Los genes
que codifican las MBL VIM-1, VIM-7, IMP-1, IMP-2, SIM-1, SPM-1 y
GIM-1 se han clonado en el vector de amplio espectro de huésped
pBBR1MCS-5 (Gm-R), empleando la cepa Escherichia coli S17.1. A
partir de esta, las construcciones se han introducido por conjugacién
en las cepas PAO1, PAOlampC (-) y PAO1oprD (-). Las CMIs de imi-
penem (IMP), meropenem (MPM), ceftazidima (CAZ) y cefepima
(FEP) se determinaron mediante microdilucién en caldo (normas
CLSI).

Resultados: Las CMIs (mg/1) de IMP, MPM, CAZ y FEP frente a PAO1
fueron de 1, 1, 1 y 2. Estos valores, para PAO1oprD (-) fueron de 16,
4,1y 2y para PAO1ampC (-) de 0,25, 0,5 1 y 2. La expresion de las
MBL en las tres cepas (PAO1 y sus dos mutantes) incrementé los va-
lores de CMI, con respecto a la correspondiente cepa parental, entre
2 y > =64 veces. Al comparar las CMIs frente a las cepas derivadas de
PAO1 con las distintas MBL y las correspondientes construcciones en
PAO1oprD (-) se observé un incremento de las CMIs de IMP o MPM
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entre > = 2 y > = 64 veces, pero no se observ variacién para CAZ o
FEP. Al realizar la misma comparacién con PAO1ampC (-), no se ob-
servaron diferencias de CMI para CAZ, FEP o MPM, pero se obtuvo
una disminucién en la CMI de IMP de entre 2 y 16 veces.
Conclusiones: El sistema desarrollado en este estudio permite eva-
luar la interaccién entre genes cromosémicos y plasmidicos en la
resistencia de P. aeruginosa a los antimicrobianos. Se ha confirmado
la contribucién de OprD a la resistencia a IMP y MPM, pero no a CAZ
o FEP. AmpC contribuye a la resistencia IMP y su accién se potencia
en presencia de MBL.

169. DETECCION DE METALO-BETA-LACTAMASAS EN
AISLAMIENTOS CLINICOS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
RESISTENTES A CARBAPENEMES EN LA CLINICA UNIVERSIDAD
DE NAVARRA (2004-2008)

M. iﬁigol, M. Fernandez-Alonso’, M.E. Portillo’, I. Razquin?,
G. Martinez de Tejada? y J Leiva!

1Servicio de Microbiologia. 2Departamento de Microbiologia. Clinica
Universidad de Navarra.

Introduccion y objetivos: El empleo de antimicrobianos asi como
los tratamientos antibidticos prolongados ha conducido a un consi-
derable aumento del ntimero de aislamientos de Pseudomonas aeru-
ginosa resistentes a carbapenemes. Son muchos los mecanismos de
resistencia implicados, destacando la presencia Metalo-beta-lacta-
masas (MBL) que confieren un amplio espectro de resistencia. El ob-
jetivo de este estudio fue detectar la presencia de MBL en aislamien-
tos de P. aeruginosa en nuestro hospital.

Material y métodos: Se estudiaron 72 cepas de P. aeruginosa resis-
tentes o con sensibilidad intermedia a Imipenem (IMP) y/o Merope-
nem (MPM) en el periodo Enero 2004 y Diciembre 2008. La identifi-
cacion y estudios de sensibilidad preliminares se realizaron con el
sistema automatizado VITEK-2 (BioMérieux). Para la deteccion feno-
tipica de la produccién de MBL se emplearon técnicas de E-test (IMP/
IMP-EDTA) y microdilucién, que permite comparar las CMIs de IMP
y MPM solos y en combinacién con una mezcla de EDTA 0.4mM y
1,10-fenantrolina 0,04 mM (EDTA.Ph). Se considerd positivo un co-
ciente de CMIs de IMP/IMP+EDTA.Ph (0 MPM/MPM + EDTA.Ph) igual
o superior a 8. Los genes que codifican para Mg L fueron detectados
mediante PCR mdltiple (Mendes R. Et al, JCM 2007) y secuenciacién
de los productos de amplificacién.

Resultados: Las técnicas de deteccion fenotipica indicaron la presen-
cia de MBL en 3 aislamientos (CN3, CN52 y CN71). Sin embargo,
usando PCR multiple y secuenciacién se detecté el gen biay,, en 3
aislamientos no relacionados clonalmente (CN3, CN5 y CN52) y el
gen bla,,, en un aislamiento (CN71). La presencia del gen bla,,, en
CN5 fue detectado utilizando tanto PCR muiiltiple como PCR simple
con los iniciadores especificos para el gen bla,,,. Los cocientes obte-
nidos en el método de microdilucion para las cepas CN3, CN5, CN52
y CN71 fueron respectivamente 64 (128/2), 1(64/64), 128 (256/2) y
128 (128/1) para el IMI, y 32 (64/2), 1 (32/32), 128 (256/2) y 64
(256/4) para el MPM.

Conclusiones: Durante estos 4 afios de estudio se detect6 la presen-
cia de MBL en 4 aislamientos clinicos P. aeruginosa. Los métodos fe-
notipicos y genotipicos presentaron una adecuada concordancia de
resultados, a excepcion de la cepa CN5 en la que se ha demostrado
que la resistencia a los carbapenemes es debida a otros mecanismos.
Asi, un 5,6% de las cepas resistentes a carbapenemes aisladas tenian
gen codificante para enzimas MBL; sin embargo sélo un 4,2% lo ex-
presa.

170. CARACTERIZACION GENETICA DE LOS MECANISMOS
RESPONSABLES DEL PATRON DE MULTIRRESISTENCIA EN UNA
CEPA EPIDEMICA DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

L. Zamorano’, C. Juan'?, E. Viedma Moreno?, ]. Acosta Barriga®,
J.R. Otero?, F. Chaves?, y A. Oliver'?

1Servicio de Microbiologia. Hospital Son Dureta. 2Area de
Microbiologia. Universitat de les Illes Balears. Palma de Mallorca.
3Servicio de Microbiologia. Hospital 12 de Octubre. Madrid.

Objetivo: Caracterizacion genética de los mecanismos responsables
del patrén de multirresistencia (Gnicamente sensible a colistina) en
una cepa epidémica de P. aeruginosa ampliamente diseminada en un
hospital de Madrid.

Material y métodos: Se estudiaron 3 aislados representativos, obte-
nidos en distintos periodos (de abril 2007 a junio 2008), de un clon
epidémico resistente a penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas,
fluoroquinolonas y aminoglucésidos.Para caracterizar los mecanis-
mos de resistencia cromosémicos se realizé PCR y secuenciacién de
oprD, gyrA, gyrB, parCy parE, y se cuantificé la expresién, por RT-PCR
en tiempo real, de mexB, mexD, mexY, y ampC. Para detectar y carac-
terizar las posibles B-lactamasas adquiridas se realizaron ensayos
fenotipicos (Etest-MBL, y test de sinergia de doble disco), se determi-
naron los pl mediante isoelectroenfoque, y se realizé PCR, seguida de
secuenciacion, de los genes de las B-lactamasas mas frecuentes (PSE,
OXA, PER, TEM, CTX-M, y SHV). Asimismo, se evalud la presencia de
integrones de clase 1, portadores de determinantes de resistencia
horizontal, mediante PCR especificas seguidas de secuenciacion.
Resultados: Los ensayos fenotipicos y genotipicos de produccién de
metalo-g-lactamasas (MBL) fueron negativos, siendo el mecanismo
responsable de la resistencia a carbapenemas, en los 3 aislados, la
interrupcion de oprD por una secuencia de insercion (IS1001). La re-
sistencia de alto nivel a fluoroquinolonas se debié a las mutaciones
Thr83Ile en GyrA y Ser87Leu en ParC. No se detecté modificacién de
la expresion de AmpC ni de MexCD-OprJ, aunque los 3 aislados pre-
sentaron cierta hiperexpresién de las bombas de expulsiéon MexAB-
OprM (1,8-2,4 veces) y MexXY-OprM (5,4-6,6 veces) respecto a la
cepa de referencia PAO1.Mediante el isoelectroenfoque se detecta-
ron 2 B-lactamasas adquiridas, una de pl = 8,6 y otra de pl = 6. La -
lactamasa de pl = 8,6 se correspondi6 con la OXA-2, presente en un
integrén de clase 1 junto con determinantes de resistencia a amino-
glucésidos, mientras que la de pl = 6 no pudo ser identificada con la
bateria de PCR utilizada.

Conclusion: La multirresistencia extrema (Ginicamente sensible a
colistina) del clon epidémico de P. aeruginosa ampliamente disemi-
nado en un hospital de Madrid se debe a la combinacién de mdltiples
mecanismos de resistencia mutacionales y transferibles. La disemi-
nacién de este tipo de clones supone un problema epidemioldgico
notable, que debe ser controlado estrictamente.

171. MULTIRRESISTENCIA EN CEPAS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA PRODUCTORAS DE METALO-BETA-LACTAMASAS
(MBL): COMBINACION DE MECANISMOS TRANSFERIBLES Y
MUTACIONALES

C.Juan'?, L. Zamorano', A. Mena', S. Alberti?, ].L. Pérez' y A. Oliver?

1Servicio de Microbiologia. Hospital Son Dureta. ?Area de
Microbiologia. Universitat de les Illes Balears. Institut Universitari en
Ciéncies de la Salut (IUNICS). Palma de Mallorca.

Objetivo: Estudiar la epidemiologia molecular de P. aeruginosa produc-
tora de MBL en un hospital de Mallorca durante un periodo de 4 afios
(2005-2008). Determinar la contribucion de los mecanismos de resis-
tencia mutacionales y transferibles al patrén de multirresistencia.

Material y métodos: Se utiliz6 el Etest MBL como técnica de cribado
para la deteccién de aislados productores de MBL. La relacién clonal
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se estudid por electroforesis de campo pulsante (ECP). Para caracte-
rizar los mecanismos de resistencia cromosémicos se realizé PCR y
secuenciacién de oprD, gyrA, gyrB, parC y parE, y se cuantificé la ex-
presion, por RT-PCR en tiempo real, de mexB, mexD, mexY, y ampC. La
composicion de los integrones portadores de los genes MBL se deter-
min6 mediante PCR especificas seguidas de secuenciacion. La codifi-
cacién plasmidica o cromosémica se evalué mediante Southern blot
con la sonda bla,,, correspondiente.

Resultados: En el periodo de estudio se registraron 13 casos de in-
feccion por P. aeruginosa productora de MBL (0,35%del total de infec-
ciones por P. aeruginosa). El ECP reveld la existencia de 1 clon porta-
dor de VIM-13 (PAV13, en 2 pacientes), y 2 clones portadores de
VIM-2 (PAV2-1, en 2 pacientes, y PAV2-2, en 9 pacientes). El clon
PAV13 mostré hiperexpresion de MexXY-OprM, y los 9 aislados de
PAV2-2, distintos grados de hiperexpresion de MexAB-OprM y
MexXY-OprM. Uno de los aislados de PAV2-2 mostré, ademas, hiper-
producciéon de AmpC, y en otro de ellos se detecté un OprD inactiva-
do por un codon stop prematuro. Todos los aislados de los 3 clones
menos 1 de PAV2-2 presentaron las mutaciones de resistencia a qui-
nolonas Thr83Ile en GyrA y Ser87Leu en ParC. En los 3 clones se de-
mostrd la codificacién de los genes bla,,, en integrones de clase 1.En
el integron de VIM-13 se detectd un variante del gen aacA4 a conti-
nuacion del gen de la MBL, mientras que los integrones de VIM-2
mostraron la presencia del mismo gen aacA4, pero en este caso pre-
cediendo a blay,,, ,. La localizacién de los genes MBL fue cromosémica
en todos los casos, aunque un aislado de PAV2-2 mostré ademads una
copia de localizacién plasmidica.

Conclusion: Los clones de P. aeruginosa productora de MBL presen-
tan un patrén de multirresistencia extrema (tinicamente sensibles a
amikacina y/o colistina), debido a la combinacién de los determinan-
tes cotransferidos en los integrones con multiples mutaciones cro-
mosdémicas de resistencia. La diseminacion de este tipo de clones
supone un problema epidemiol6gico notable, que debe ser controla-
do estrictamente.

172. ESTUDIO DE BOMBAS DE EXPULSION ACTIVA Y DE SUS
REGULADORES EN CEPAS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA CON
MENOR SENSIBILIDAD A CEFEPIMA QUE A CEFTAZIDIMA

A.B. Campo-Esquisabel, M.C. Rodriguez, C. Rodriguez
y L. Martinez-Martinez

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

Introduccion: La menor sensibilidad de P. aeruginosa a cefepima (FEP)
que a ceftazidima (CAZ) se ha relacionado con la sobreexpresién de
bombas de expulsion activa, que puede ocurrir por mutaciones en ge-
nes reguladores. En este estudio hemos analizado los sistemas MexAB-
OprM, MexCD-Opr] y MexXY-OprM y los reguladores: mexR, nalC,
nalD (MexAB-OprM), nfxB (MexCD-Opr]) y mexZ (MexXY-OprM).
Material y métodos: Se estudiaron ocho aislados clinicos de P. aeru-
ginosa con menor sensibilidad a FEP que a CAZ, de diferentes pacien-
tes. La identificacion de los aislados se realiz6 con el sistema MicroS-
can. La CIM de FEP y CAZ se determiné por microdilucién en caldo
(CLSI), y la relacién clonal mediante REP-PCR. Se utilizé la PCR en
tiempo real para estudiar el nivel de expresién de mexB, mexD y
mexY. Se consideré que existia sobreexpresion cuando los valores de
expresion de estos genes fueron al menos 4 veces superiores a los de
la cepa PAO1. Se secuenciaron los genes reguladores mexR, nalC,
nalD, nfxB y mexZ. Mediante PCR se determin la presencia de oxaci-
linasas (grupos I, Il y IlI) y de la penicilinasa PSE-1.

Resultados: Las CIMs (mg/1) de CAZ fueron: 1 (n=1 cepas), 2 (n = 2),
4(n=2),8(n=2)y16mg/L(n=1),ylasdeFEP:4 (n=2),8(n=1),
16 (n =4)y 64 mg/L (n = 1). Los aislamientos no estaban clonalmen-
te relacionados. En todos los casos se observé sobreexpresion de

mexY (18,3 a 186,8 veces respecto a PAO1). Tres cepas también so-
breexpresaron mexD (4, 18,1 y 150,5) y otras 2, mexB (5,41 y 5,64).
No se observé correlacion entre la CIM de FEP y el grado de sobreex-
presion de los genes estudiados. Una de las 2 cepas que sobreexpre-
san MexAB-OprM present6 una mutacién puntual en la regién “he-
lix-turn-helix”, tanto de la proteina PA3721 (nalC) como de PA3574
(nalD). En una cepa sobreproductora de MexCD-Opr] se encontrd
una mutacion en el gen nfxB que implicé un cambio de fase en el
marco de lectura a partir de Asn180. En 6 aislamientos, mexZ estaba
mutado: regién amino-terminal deleccionada (n = 3), insercion de 24
aminodacidos a partir Leu106 (n = 1), mutaciones puntuales (n=1)y
cambios que afectaban al extremo carboxilo (n = 2); no se consiguié
amplificacién de mexZ en un aislamiento. No se detectaron oxacili-
nasas en ninguna cepa. Se detecté PSE-1 en los 2 aislados que sobre-
expresan mexB (CIM de FEP 4 y 16 mg/], respectivamente).
Conclusiones: En las ocho cepas de P. aeruginosa con menor sensibi-
lidad a FEP que a CAZ analizadas se ha observado una sobreexpresién
de MexXY-OprM que en seis casos coincide con una mutacién en el
represor mexZ. También se ha observado sobreexpresién de MexCD-
Opr] en tres cepas y de MexAB-OprM en dos. Las mutaciones en los
genes reguladores no se correlacionaron con el nivel de sobreexpre-
sién de las bombas ni con los valores de CIMs de FEP, lo que apoya la
hipétesis de la existencia de otros mecanismos implicados en el fe-
notipo estudiado.

173. AMPC CEFALOSPORINASAS CON ESPECTRO DE HIDROLISIS
EXTENDIDO HACIA CEFEPIME Y CARBAPENEMAS EN
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

J.M. Rodriguez-Martinez, L. Poirel y P. Nordmann

Service de Bactériologie-Virologie, INSERM U914. Hépital de Bicétre.
Paris. Francia.

Objetivos: Beta-lactamasas de tipo AmpC con espectro extendido
(ESAC) que contribuyen a reducir la sensibilidad a imipenem se han
descrito recientemente en Enterobacteriaceae. El propésito de este
estudio fue evaluar el posible papel y contribucién de las beta-lacta-
masas de tipo AmpC cromosdmicas de Pseudomonas aeruginosa en la
resistencia a cefalosporinas de cuarta generacién y carbapenemas.
Material y métodos: Treinta y dos aislados clinicos no repetitivos de
P. aeruginosa recuperados del hospital de Bicetre en 2007 se incluye-
ron en este estudio, siendo la mayoria de ellos multirresistentes. El
criterio de seleccion fue sensibilidad intermedia o resistencia a cef-
tazidima y sensibilidad intermedia o resistencia a imipenem. Los
valores de CMI se determinaron tanto por dilucién en agar como me-
diante el uso de tiras Etest. El nivel de expresién de AmpC se evalué
mediante ensayos de actividad especifica. Mediante PCR, secuencia-
cién y clonacién se caracterizaron los genes bla,,,.. Las ESACs iden-
tificadas se purificaron y los valores K, y k., se determinaron me-
diante espectrofotometria. Por dltimo, se evaluaron mecanismos
adicionales de resistencia a carbapenemas.

Resultados: Usando placas con cloxacilina (inhibidor de AmpC), la
sensibilidad a ceftazidima se recuperé en 25 de los 32 aislados sugi-
riendo super-produccién de la AmpC cromosémica. Ademas, en pre-
sencia de cloxacilina, los valores de CMI se redujeron para ceftazidi-
me, cefepime e imipenem en 21 de estos 25 aislados. Diez variantes
diferentes de AmpC se encontraron entre estos 32 aislados. Plasmi-
dos recombinantes que expresan estas AmpCs se transformaron en
P. aeruginosa y se observé sensibilidad reducida a cefepime e imipe-
nem s6lo en el caso de las variantes que presentaron un residuo de
Alanina en la posicién 105. La eficiencia catalitica (k_/K,,) de las va-
riantes AmpC con esta sustitucion incrementaron frente a oxyimino-
cefalosporinas e imipenem. En el 65% de los aislados se detect6 al
mismo tiempo ESACs y pérdida de la porina OprD, siendo todos ellos
resistentes a imipenem.
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Conclusiones: Las AmpCs beta-lactamasas de P. aeruginosa con acti-
vidad extendida hacia carbapenemas puede contribuir, como un me-
canismo adicional, a la resistencia frente a este grupo de antimicro-
bianos.

174. ESTUDIO DE NUEVAS ViAS MOLECULARES IMPLICADAS EN
LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE ACINETOBACTER BAUMANNII
PANRESISTENTE EN CELULAS EPITELIALES PULMONARES
HUMANAS

Y. Smani, F. Docobo y ]. Pachén

Servicio de Enfermedades Infecciosas. Instituto de Biomedicina de
Sevilla. Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla.

Acinetobacter baumannii (Ab), es un patégeno nosocomial implicado
en infecciones graves como neumonia, bacteriemia y meningitis.
Aunque existe controversia sobre su virulencia, pocos estudios de
interacciones patégeno-huésped se han realizado. Recientemente, se
ha mostrado la muerte de células epiteliales (Cep) humanas inducida
por Ab, pero esto nunca se ha estudiado con cepas panresistentes.
Nuestro objetivo fue determinar las vias moleculares caspasa-de-
pendiente e independiente implicadas en la actividad citotéxica de
una cepa panresistente de Ab sobre Cep humanas.

Se han utilizado dos cepas de Ab: una cepa clinica panresistente
(113-16) y otra estandar ATCC 19606. Sus actividades citotéxicas se
han investigado en una linea de Cep A549 utilizando dos ensayos: a)
MTT, que caracteriza el porcentaje de células viables valorando la
actividad mitocondrial; b) Live/Dead, que permite la determinacién
simultanea de la viabilidad y la muerte celular. El tipo de muerte
celular se ha evaluado con la existencia de apoptosis usando el DAPI
y el ensayo de necrosis que mide la liberacién celular de lactato des-
hidrogenasa (LDH). Ademas, se ha estudiado la implicaciéon de dos
vias caspasa-dependiente e independiente en la actividad citotdxica
de Ab panresistente. En la primera via, se ha estudiado el impacto de
la liberaciéon de diferentes agentes: las citocinas (TNF-a y IL-6) por
ELISA, el anién superéxido (O,~) por reduccién de ferricitocromo-c y,
posteriormente, la activacién de caspasa-3 por Western blot (WB). En
la segunda via, se ha estudiado la liberacion del calcio intracelular
(Ca?) por el Fura-2 y, posteriormente, la activacién de calpaina por
WB.

El cultivo de A549 incubado 24 h con ATCC 19606 6 113-16 (108 ufc/
mL) ha mostrado, respectivamente, una disminucion de la viabilidad
celular relativa al control de 29,42 y 60,5%. Usando el kit Live/Dead se
ha demostrado que A549 incubadas con estas cepas han sido marca-
das con homodimero-1 de etidio, indicador de la muerte celular. Esta
muerte celular es de tipo apoptético con condensacion de la croma-
tina y de tipo necrético con una elevada liberacién de LDH. Ademas,
la incubacién de A549 con ATCC 19606 6 113-16 durante 6 y 24 h ha
mostrado un aumento significativo de la liberacién de IL-6 y del O, a
24 h, mientras el aumento de TNF-« ha sido solo a 6 h. El uso de ta-
lidomida (100 wg/mL), inhibidor de la liberacién de TNF-a, el
PD098059 (20 pg/mL), inhibidor de la liberacién de IL-6, y el Trolox
(1 mM), antioxidante, redujeron la muerte celular inducida por las
dos cepas de Ab. El andlisis de la expresion proteica de caspasa-3,
mostré su activacién en A549 incubadas con ATCC 19606 6 113-16.
También, estas dos cepas de Ab aumentaron la liberacién del Ca*,y
la activacion de calpaina.

De estos datos, se extrae, por primera vez, que una cepa de Ab pan-
resistente induce la muerte celular, estando implicadas dos vias cas-
pasa-dependiente e independiente.

175. ASOCIACION ENTRE RESISTENCIA FENOT{PICA
HETEROGENEA A CARBAPENEMS Y PRODUCCION DE
OXACILINASAS, SECUENCIAS DE INSERCION TIPO ISABA Y
PORINAS CARO Y OPRD-LIKE EN AISLADOS CLINICOS DE
ACINETOBACTER BAUMANNII

M. Carmen Gémez*!, F. Fernandez-Cuenca’, J. Vila?, G. Bow?,
L. Martinez-Martinez* y A. Pascual’

1Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Virgen Macarena.
Universidad de Sevilla. 2Hospital Clinic. Barcelona. Servei de
Microbiologia. 3Servicio de Microbiologia-Unidad de Investigacion.
Complejo Hospitalario Universitario Juan Canalejo. La Corufia.
“Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. Santander.

Objetivo: Conocer si la resistencia fenotipica heterogénea (RFH) a
imipenem (IMP) y meropenem (MPM) en Acinetobacter baumannii se
asocia con produccién de oxacilinasas, secuencias de insercién de
tipo ISAba y las porinas CarO y OprD-like.

Material y métodos: Se seleccionaron 44 aislados de Ab representa-
tivos de todos los clones del proyecto GEIH-Ab-2001 y con valores de
CMI de IMP y/o MPM de 2, 4, 8, 16 0 32 mg/L. La deteccién de RFH se
realiz6 mediante difusiéon en agar con discos de IMP y MPM. La de-
teccién de genes de oxacilinasas (subgrupos blagy, 53, blagy, 24 blaoys s,
y blagy, ;) se realiz6 mediante PCR mdltiple con cebadores especifi-
cos de cada subgrupo y visualizacién en gel de agarosa. La deteccién
de ISAba1, ISAba2, ISAba3, ISAba4 y de los genes de las porinas carO y
oprD-like se realiz6 mediante PCR con cebadores especificos de cada
gen. Las diferencias entre porcentajes se analizaron mediante el test
de la Chi cuadrado o el test exacto de Fisher. Se consideraron estadis-
ticamente significativas las diferencias con valores de p < = 0,05.
Resultados: El 43% de los aislados present6 RFH aIMP y el 61% a MPM
(p = 0,01). La distribucién de las CMIs de IMP fue la siguiente: < = 2
(5%),4 (5%), 8 (21%), 16 (47%) y 32 mg/L (21%) en los aislados con RFH
alMP; <=2 (68%), 4 (28%)y 8 mg/[L (4%) en los aislados sin RFH a IMP.
En los aislados con RFH a MPM las CMIs de MPM fueron 4 (4%), 8
(48%), 16 (41%) y 32 mg/L (7%), mientras que en los aislados sin RFH
a MPM fueron < = 2 (76%) y 4 mg/L (24%). En todos los aislados se
detectd blay, ;, ISAbal y carO, mientras que bldgy, ,;, blayy, ,,€ ISAba4
no se detect6 en ningdn aislado. En el 56% de los aislados con RFH a
MPM vy el 6% de los aislados sin RFH a MPM se detect6 blagy, 5 (p =
0,001). En cambio, en el 84% de los aislados con RFH a IMP y el 0% de
los aislados sin RFH a IMP se detect6 blagy, 55 (p < = 0,0001). ISAba3 se
detect6 en el 84% de los aislados con RFH a IMP y el 0% de los aislados
sin RFH a IMP (p < = 0,0001); el 56% de los aislados con RFH a MPM y
el 6% (un aislado) de los aislados sin RFH a MPM (p = 0,001). ISAba2
se detecté en el 89% de los aislados con RFH a IMP y el 24% de los
aislados sin RFH a IMP (p < = 0,0001); el 62% de los aislados con RFH
a MPM y el 35% de los aislados sin RFH a MPM (p = 0,085). oprD-like
se detect6 en el 100% de los aislados con RFH a IMP y el 67% de los
aislados sin RFH a IMP (p = 0,005); el 96% de los aislados con RFH a
MPM vy el 56% de los aislados sin RFH a MPM (p = 0,001).
Conclusiones: La RFH a IMP se asocia con la produccién de blagy, <,
ISAba3, 1SAba2 y oprD-like, mientras que el RFH a MPM se asoci6 con las
mismas variables que el RFH a IMP, excepto la presencia de ISAba2.

176. CARACTERIZACION DE LA BOMBA DE EXPULSION MDFA EN
ACINETOBACTER BAUMANNII

P. Espinal’, S. Marti', . Roca® 2, I. Gibert? y ]. Vila'

1Servicio de Microbiologia. Centro de Diagndstico Biomédico. Hospital
Clinic. Barcelona. 2Institut de Biotecnologia i de Biomedicina.
Universitat Autonoma de Barcelona.

Introduccion: Acinetobacter baumannii es un patégeno asociado a
brotes epidémicos entre los pacientes de la unidades de cuidado in-
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tensivo debido al elevado grado de multirresistencia que presentan
la mayoria de cepas de este microorganismo. Se considera que A.
baumannii posee una resistencia intrinseca a una amplia variedad de
antibidticos gracias a la baja permeabilidad de su membrana exter-
na. La expresion constitutiva de sistemas de expresion activa contri-
buye a la resistencia antibidtica y en A. baumannii se han descrito
varias bombas de expulsién pertenecientes a las familias RND (AdeA-
BC, AdelJK) y MFS (TetA, TetB). El objetivo de este trabajo fue carac-
terizar una nueva bomba de expulsion de la familia MFS en A. bau-
mannii y determinar su especificidad de sustrato.

Material y métodos: El gen mdfA fue identificado y secuenciado en
la cepa ATCC 19606 por PCR y se utilizé6 una “nested” PCR en dos
etapas para generar un fragmento del gen mdfA interrumpido con el
gen de resistencia a kanamicina. Este fragmento de DNA se clond en
un plasmido movilizable no replicativo en A. baumannii y se transfi-
ri6 por conjugacion biparental. Los transconjugantes se selecciona-
ron en placas con kanamicina y se analiz6 su sensibilidad frente a
distintos antimicrobianos. Posteriormente se complement6 la muta-
cién mdfA con un plasmido replicativo en A. baumannii que contenia
el gen mdfA intacto.

Resultados: En este trabajo se ha identificado en A. baumannii ATCC
19606 un ortélogo (42,7%) del gen mdfA descrito en enterobacterias
y que codifica un bomba de expulsion activa de la familia MFS.

Se ha construido un mutante knock-out del gen mdfA en esta cepa 'y
se ha analizado su susceptibilidad a varios antibiéticos, observando-
se una dramatica reduccién en la resistencia frente a cloramfenicol
en la cepa mutante (CMI > 256 wg ml' en la cepa ATCC 19606 frente
a3 pg ml' en la cepa MdfA-). La transformacién de la cepa MdfA- con
un plasmido que contenia el gen mdfA intacto bajo control de su pro-
pio promotor restauraba parcialmente los niveles de resistencia de la
cepa salvaje (CMI 192 pg ml).

Conclusion: Nuestros resultados indican que el gen mdfA de A. bau-
mannii podria constituir una bomba de expulsién activa capaz de
transportar cloramfenicol a través de la membrana. A. baumannii
presenta resistencia intrinseca frente a cloramfenicol y es probable
que dicha resistencia tenga su origen en la expresion constitutiva del
gen mdfA, aunque es necesario realizar estudios adicionales para
confirmarlo.

177. EVOLUCION DE LOS MARCADORES DE MULTIRRESISTENCIA
EN EL REGISTRO ENVIN-UCI. DATOS 2005-2008

F. Alvarez Lerma’, M. Palomar?, P. Olaechea?, JJ. Otal4, M.J. Lépez
Pueyo?, ]. Insaustif, M.P. Gracia Arnillas' y Grupo ENVIN-UCI

1Servicio de Medicina Intensiva. Hospital del Mar. Barcelona. ?Servicio
de Medicina Intensiva. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona. 3Servicio de
Medicina Intensiva. Hospital de Galdakao. Vizcaya. “Servicio de
Medicina Preventiva. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona. >Servicio de
Medicina Intensiva. Hospital Yagiie. Burgos. Servicio de Medicina
Intensiva. Hospital de Navarra. Pamplona.

Objetivo: Presentar la evolucion de los marcadores de multirresis-
tencia (MMR) en las infecciones adquiridas en UCI, entre los afios
2005-2008.

Material y métodos: Estudio de incidencia, prospectivo y multicén-
trico. Se han incluido los pacientes ingresados en las UCIs participan-
tes en los afios 2005-2008. El seguimiento se ha realizado hasta el
alta de UCI o hasta un maximo de 30 dias. Las infecciones monitori-
zadas han sido: neumonias relacionadas con VM (N-VM), infeccién
urinaria relacionada con SU (IU-SU), y bacteriemias primarias (BP).
Los MMR identificados han sido definidos por el CDC (1). La recogida
de datos se ha realizado utilizando un programa propio, desarrollado
con la base Acces 97. Las tasas de resistencias se expresan como el %
de aislamientos resistentes a los antibi6ticos seleccionados, respecto
al total de aislamientos de cada patégeno evaluado.

2005 2006 2007 2008

Staphylococcus aureus R a meticilina 371 422 24,4 25

Staphylococcus aureus R vancomicina 0,6 0 0 0

Staphylococcus epidermidis R meticilina 85,2 83,6 80,9 84,1
Staphylococcus epidermidis R vancomicina 0 0 0,7 1,9
Escherichia coli R ciprofloxacino 321 34,4 34,4 324
Escherichia coli R cefotaxima 10 13,1 16,8 13,2
Acinetobacter spp R a imipenem 58,3 54,6 76,4 66,3
Pseudomonas aeruginosa R amikacina 11,4 13 12,9 17,7
Pseudomonas aeruginosa R ceftazidima 29 27,9 27,2 26,3
Pseudomonas aeruginosa R ciprofloxacino 30,2 331 35,2 38.0
Pseudomonas aeruginosa R imipenem 28,6 36,3 32 34,6
Pseudomonas aeruginosa R pipera/tazob. 22,4 18,7 18,9 14,5
Enterococcus spp R vancomicina 1 0 0 0

Resultados: Se han incluido 46.930 pacientes en las UCI participan-
tes, de los que 4.300 (9,2%) han presentado 6.245 infecciones (13,3%)
durante su estancia en UCI en las que se han identificado 6.559 mi-
croorganismos patégenos, de los que 3.606 (55,0%) eran BGN, 2.189
(33,4%) CGP, 722 (11,0%) hongos y 42 (0,6%) de otras familias. La evo-
lucién de los MMR se incluye en la siguiente tabla:

En el afio 2008 se han identificado dos cepas de P. aeruginosa y tres
cepas de A. baumannii R a colistina.

Conclusiones: Disminucién de las cepas SARM. por segundo afio
consecutivo. Estabilizacion de las cepas de E coli resistentes a cefa-
losporina y ciprofloxacino. Persistencia elevada de cepas de Acineto-
bacter baumannii resistentes a imipenem. Aumento de las cepas de P
aeruginosa resistentes a ciprofloxacino. Ausencia de cepas de CGP
resistentes a vancomicina.

Center for Infectious Diseases Control. Am | Infect Control
1999;27:27.

178. CARACTERIZACION DE BLADIM-1, UNA NUEVA BETA-
LACTAMASA DE CLASE B LOCALIZADA EN UN INTEGRON DE
CLASE 1 EN UN AISLADO CLINICO MULTIRESISTENTE DE
PSEUDOMONAS STUTZERI

J.M. Rodriguez-Martinez!, L. Poirel’, N. Al Naiemi?,
Y. Debets-Ossenkopp? y P. Nordmann'

1Service de Bactériologie-Virologie. INSERM U914. Hopital de Bicétre,
Paris. Francia. 2Department of Medical Microbiology and Infection
Control Comunicacién. VU University Medical Center. Amsterdam.
Holanda.

Objetivos: Caracterizacion de los mecanismos implicados en la resis-
tencia a carbapenemas en un aislado de Pseudomonas stutzeri, la cual
es poco frecuente en esta especie, desde un paciente de un hospital
de Holanda con osteomielitis crénica de tibia. Esta cepa fue resisten-
te a ticarcilina, piperacilina-tazobactam, imipenem y meropenem, y
present6 sensibilidad intermedia a ceftazidima y cefepime, y fue
sensible a aztreonam. Por dltimo, el aislado fue resistente a fluoro-
quinolonas.

Material y métodos: La determinacién de produccién de metalo-
beta-lactamasas (MBL) se realizd utilizando tiras de E-test combi-
nando imipenem e imipenem-EDTA. El gen responsable de la resis-
tencia a carbapenemas se cloné, a partir de ADN genémico de la cepa
de P. stutzeri, en el vector pBK-CMV usando el enzima de restriccién
Xbal y la cepa receptora Escherichia coli TOP10. La seleccién se reali-
zo sobre placas con kanamicina y amoxicilina. La nueva MBL se ca-
racteriz6 bioquimicamente.

Resultados: Los clones recombinantes E. coli TOP10 (pDIM-1) obte-
nidos manifestaron resistencia a penicilinas y ceftazidima, sensibili-
dad reducida a cefepime, imipenem y meropenem, y sensibilidad
total a aztreonam. El andlisis de las secuencias identific6 una nueva
beta-lactamasa de clase B de acuerdo a la clasificacion de Ambler que
se denominé DIM-1 (“Dutch IMipenemase”) (pl 6.1) la cual no mos-
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tré alta homologia con el resto de MBLs descritas. DIM-1 compartié
el 52% de identidad amino acidica con GIM-1, siendo la MBL mas
préxima, y el 45 y 30% de identidad con los subgrupos IMP y VIM,
respectivamente. DIM-1 hidroliza muy eficientemente imipenem y
meropenem, cefalosporinas de espectro extendido, pero no aztreo-
nam. El gen blay,, , se encontré en la primera posicién de un integrén
de clase 1 fusionado, debido a la perdida de su elemento de 59pb, al
gen aadB el cual codifica una adeniltransferasa.

Conclusiones: Una nueva MBL ha sido identificada en P. stutzeri. Es-
tos resultados muestran nuevos datos sobre i) la diversidad de genes
que codifican MBLs adquiridos horizontalmente, especialmente en-
tre microorganismos no fermentadores, ii) que Pseudomonas sp. pue-
de ser reservorio de estos genes v iii) la posibilidad de diseminacién
de estos determinantes en la parte norte de Europa.

179. RESISTENCIAS ANTIBIOTICAS DE BACILOS GRAMNEGATIVOS
NO FERMENTADORES AISLADOS DEL TRACTO RESPIRATORIO
INFERIOR EN EL AREA DE REUS

M. Barreda, 1. Pujol, C. Maestre-Martinez, S.B. Ali, O. Villuendas, L.
Rus, V. Palau y F. Ballester

Laboratorio de Microbiologia. Hospital Universitari Sant Joan de Reus.
Tarragona.

Introduccion: Los bacilos gramnegativos no fermentadores (BGN-
NF) se relacionan frecuentemente con infecciones del tracto respira-
torio inferior, especialmente en pacientes criticos o con alguna en-
fermedad de base (EPOC, fibrosis quistica, etc.). Dichos
microorganismos tienen una elevada capacidad para desarrollar
multirresistencia y precisan a menudo asociacién de distintos anti-
bidticos para su tratamiento. Nuestro objetivo es analizar la resisten-
cia (R) in vitro a los antibi6éticos mas utilizados en el tratamiento de
los BGNNF aislados de muestras respiratorias.

Material y métodos: Se realiz6 un andlisis retrospectivo de todos los
BGNNF aislados de muestras respiratorias en nuestro laboratorio du-
rante dos afios, 2007 y 2008. La R a amicacina (AK), cefepima (CEP),
ceftazidima (CAZ), piperacilina-tazobactam (PTZ), imipenem (IMP),
levofloxacino (LEV) y colistina (CL) se determiné mediante el método
de disco-difusion (Becton Dickinson®) de acuerdo con el CLSI 2007.
Resultados: De un total de 1.123 microorganismos aislados, el 30,1%
(338 cepas) se clasificaron como BGNNF. Un 67,2% se identific como
Pseudomonas aeruginosa (PA) y el resto (32,8%) como otros no fer-
mentadores (ONF) tales como Burkholderia cepacia, Stenotrophomo-
nas maltophilia, Acinetobacter spp., etc. La R global a los antibiéticos
ensayados fue del 15,4% para AK, 19,3% para CEP y PTZ, 18,3% para
CAZ, 34,4% para IMP, 39,0% para LEV y 6,8% para CL. En general, el
grupo de ONF mostré mayor R que el grupo de PA para todos los
antibidticos ensayados, excepto para LEV e IMP que fue similar en los
dos grupos (tabla).

El total de multirresistencia (resistencia a 2 o mas grupos distintos
de antibidticos) fue de 41,7% para todo el conjunto de BGNNF, obser-
vandose mayor multirresistencia en el grupo de ONF que en el grupo
de PA (58,5 y 33,5%, respectivamente).

Conclusiones: El alto nivel de R detectado tanto en PA como en ONF,
especialmente frente a IMP y LEV, junto con la alta posibilidad de

Resistencia (%)

Antibiéticos Ps.aeruginosa Otros no fermentadores
AK 1,8 433
CEP 6,6 459
CAZ 11,9 34,5
PTZ 14,2 31,8
IMP 33,2 36,9
LEV 39,8 38,0
CL 0,4 19,8

multirresistencia y limitada disponibilidad de antibi6ticos activos
hace indispensable la vigilancia microbiolégica en infecciones por
este tipo de microorganismos.

180. EVOLUCION DE LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA
DE DETERMINADAS BACTERIAS DE INTERES ESPECIAL

M.C. Dominguez y N. Chueca
Unidad de Microbiologia. Hospital de la Merced. Osuna. Sevilla.

Introduccion: Dado los cambios que se observan en la sensibilidad
de determinadas bacterias a los agentes antimicrobianos, se hace ne-
cesaria una revision periddica de dicha susceptibilidad en cada Cen-
tro Hospitalario, con la finalidad de conocer y poder realizar reco-
mendaciones de tratamiento empirico mas ajustadas a la realidad de
cada laboratorio.

Objetivos: Evidenciar si ha habido cambios en la sensibilidad antimi-
crobiana de determinadas bacterias aisladas en nuestro laboratorio
en el afio 2008, respecto de las aisladas en 2005.

Material y métodos: Se estudié por microdilucién en caldo (panel
PC 22 de MicroScan, Siemens) la sensibilidad de Staphylococcus au-
reus a la cloxacilina y a los glucopéptidos (vancomicina y teicoplani-
na); el porcentaje de Enterobacterias productoras de beta-lactama-
sas de espectro extendido (BLEE), utilizando para ello los paneles NC
36 y de confirmacién de BLEE de MicroScan (Siemens) y la sensibili-
dad de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii a Imipe-
nem, empleando los paneles de No Fermentadores (NC 38) de la
misma casa comercial, durante los afios 2005 y 2008.

Resultados: El porcentaje de cepas de S.aureus resistentes a Cloxaci-
lina en los dos afios estudiados fue de 21% en 2005 y de 18% en 2008;
no se aislé ni en 2005 ni en 2008 ningdn S.aureus resistente a los
glucopéptidos. El porcentaje de Escherichia coli productoras de BLEE
si ascendi6 de 2% en 2005 a 6% en 2008 y el de Klebsiella pneumoniae
de 0% a 2% respectivamente. En cuanto a Imipenem, el 13% de las
cepas de Paeruginosa aisladas en 2005 fueron resistentes a este an-
timicrobiano y el 9% en 2008. A.baumanii mostré un porcentaje de
resistencias a Imipenem del 11% en 2005 y del 38% en 2008.
Conclusion: En vista de la elevacién en el porcentaje de resistencias
de las bacterias anteriormente sefialadas, se hace necesaria una vigi-
lancia y bisqueda activa de las mismas, con la finalidad de prevenir
su transmisién nosocomial, principalmente de las Enterobacterias
productoras de BLEE y de los aislamientos de A.baumannii.

181. ESTUDIO DE CLONALIDAD DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
MULTIRRESISTENTE DE ORIGEN INTRAHOSPITALRIO EN UN
HOSPITAL DE TERCER NIVEL

R. Rodriguez!, L. Mora?, A. Gutiérrez?, M.V. Garcia?, A. Vindel?,
A. Infantes?, M.M. Gallardo?, F. Ropero? y A. Pinedo?

Departamenteo de Microbiologia (Bioclinic, General Lab). Hospital
Xanit Benalmddena. Mdlaga. *Servicio de Microbiologia. Hospital
Universitario Virgen de la Victoria de Mdlaga. 3Laboratorio de
Intrahospitalarias. CMVIS del ISCIIl Mjadahonda. Madrid.

Introduccion: Del 10 al 30% de las Infecciones nosocomiales son
producidas por Pseudomonas aeruginosa con unas tasas de morbi-
mortalidad que pueden ser superiores al 20%. A esto hay que afiadir-
le la preocupante aparicién cada vez mas frecuentes de cepas multi-
rresistente.

Objetivos: Conocer la relacién clonal de la cepas de P. aeruginosa
multirresistente (PAMR) intrahospitalarias, asi como la importancia
de de las técnicas de tipificacion molecular.

Material y métodos: Disefiamos un estudio longitudinal retrospec-
tivo desde octubre de 2002 a diciembre de 2004 a partir de los aisla-
mientos de PAMR intrahospitalarios. La identificacién y sensibilidad
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se realiz6 mediante sistema automatizado MicroScan (Siemens®) y
E-test (BioMerieux®) segiin las normas de la CLSI. La tipificacién se
realiz6 mediante serotipia y fagotipia y como método definitivo se
utilizé PFGE (Bio rad®).

Resultados: Se aislaron 2.336 P. aeruginosa, siendo 843 de origen in-
trahospitalarias y 81 con un patrén de PAMR, estas pertenecian a 67
pacientes. La UCI fue el servicio de procedencia mas frecuente, y la
neumonia nosocomial el cuadro clinico mas relevante. La serotipia
las agrupd en 8 serogrupos siendo el O: 4 el mas frecuente (23,5%).
seguido del O: 3 y O: 12 (22,2%). Los mayores niveles de resistencia
estaban asociados al serotipo O: 12 (75%). Con la fagotipia amplia-
mos hasta 55 tipos distintos de PAMR, siendo el O: 12 el que mayor
relacién epidemioldgica tenia. Tras la realizacién del PFGE obtuvi-
mos 49 pulsotipos (PT), encontrando 5 clones mayoritarios con uno
predominante (clon A) que incluia a 13 pacientes, ingresados en UCI,
la mayoria varones, con una edad media de 61 afios que habian sido
sometidos a procedimientos invasivos y a antibioterapia de amplio
espectro. El resto de los aislamientos tenian cada uno un PT diferen-
te. La mayoria de las cepas presentaban una distancia genética ma-
yor del 80% (40-80%). En 10 pacientes se aislaron PAMR con fenotipo
de resistencia distinta entre ellas, que tras el andlisis del PFGE, en 6
enfermos se traté de la misma cepa. Ademas en 12 pacientes, previo
al aislamientos de las cepas PAMR, se obtuvieron otras sensibles que
en todos los casos menos en una se trataba de la misma cepa.
Conclusiones: Existe una gran heterogeneidad (CS: < 80%) de los ais-
lamientos de PAMR en nuestro hospital lo que revela que no tene-
mos ninguna cepa acantonada. Las cepas panresistentes presentaban
una mayor homogeneidad, la mayoria asociadas al serogrupo O: 12.
La antibiotipia, es poco fiable pues hasta en un 80% de los pacientes
con asilamientos repetidos de PAMR con diferente fenotipo, se trata-
ba de la misma cepa. El PFGE es importante en la deteccion de brotes
epidémicos, pues fue capaz de encontrar 5 brotes que habian pasado
desapercibido en un primer momento.

182. COMBINACIONES DE TIGECICLINA E IMIPENEM FRENTE A
CEPAS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA CON DIFERENTES
MECANISMOS DE RESISTENCIA A BETALACTAMICOS

J. Gébmez-Garcés™, Y. Gil, A. Burillo y F. Lopez-Fabal

Servicio de Microbiologia Clinica. Hospital Universitario de Mostoles.
Méstoles. Madrid.

Introduccién y objetivos: Pseudomonas aeruginosa es un patégeno
habitual en infecciones nosocomiales graves que ademds puede
afectar a pacientes inmunocomprometidos. Este microorganismo
acumula frecuentemente distintos mecanismos que le confieren un
amplio patrén de resistencia.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el posible efecto aditivo de
la combinacién de tigeciclina (TGC) con imipenem (IMP) frente a ce-
pas de Pseudomonas aeruginosa con mecanismos de resistencia a be-
talactdmicos previamente conocidos.

Material y métodos: Se eligieron 7 cepas de P. aeruginosa cuyos me-
canismos de resistencia a betalactimicos se habian caracterizado
molecularmente: produccién de metalobetalactamasa (MBL), hiper-
produccién de AmpC, pérdida de la porina OprD y/o presencia de
bombas de expulsion MexEF-OprN. Se determiné la CMI a imipenem
por microdilucién en caldo. El posible efecto bactericida y la posible
sinergia se determinaron mediante curvas de muerte a una concen-
tracion fija de 2 mcg/ml de TGC y a la correspondiente a la CMI de
IMP de cada una de las cepas.

Resultados: En 2 cepas productoras de MBL la combinacién de IMP
a 64 mcg/mly TGC a 2 mcg/ml present6 un efecto sinérgico o restau-
rador de la actividad del betalactamico. En 3 cepas cuyo mecanismo
de resistencia predominante fue la pérdida o alteracién de la porina
OprD y/o la sobreexpresion de la bomba de expulsiéon MexEF-OprN,

la actividad del carbapenem en solitario a concentraciones similares
a su CMI present6 efecto bactericida. La actividad de la combinacién
con TGC a 2 mcg/ml no resulté antagénica. En 2 cepas con hiperex-
presion de AmpC no se alcanzé actividad bactericida con IMP en so-
litario, ni en combinacién con TGC.

Conclusiones: 1. La combinacién de tigeciclina e imipenem podria
restaurar la actividad de este dltimo frente a cepas de P. aeruginosa
productoras de metalobetalactamasas. 2. En cepas con otros meca-
nismos de resistencia diferentes, la asociacion es indiferente o lige-
ramente aditiva.

Sesién13:
SARM: actividad in vitro y tratamiento

183. ACTIVIDAD IN VITRO DE DAPTOMICINA (D) Y SUS
COMBINACIONES CON RIFAMPICINA (R) Y LINEZOLID (L) FRENTE
A STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A METICILINA (SARM)

C. Garrigés', 0. Murillo', G. Eubal, R. Verdaguer?, F. Tubau?,
C. Cabellos', ]. Lifiares? y ]. Ariza’

'Laboratorio de Infeccion Experimental. Servicios de Enfermedades
Infecciosas y de *Microbiologia. DIBELL. Hospital Universitari de
Bellvitge. Barcelona.

Introduccién/Objetivos: SARM supone un importante problema cli-
nico con limitadas alternativas terapéuticas; entre ellas D despierta
un interés creciente en los Gltimos afios. D es un antibidtico bacteri-
cida que por su estructura de lipopéptido catiénico permeabiliza la
membrana bacteriana y podria facilitar la entrada de otros antibi6ti-
cos con dianas intracelulares. Nuestro objetivo fue estudiar la activi-
dad de D en combinacién con R y L frente a SARM en distintas con-
diciones in vitro.

Material y métodos: Se utiliz6 la cepa SARM HUSA 304 con CMIs
(ng/ml) (D 1, R 0,03, L 2). Se realizaron curvas de letalidad en fase
exponencial, con in6culos de 10° (FX5) y 108 UFC/ml (FX8), y en fase
estacionaria (FE). Las concentraciones de antibiéticos estudiadas in-
cluyeron los rangos 32-1/2X MIC (D); 256-1/2X MIC (R), y 8-1/2 X
MIC (L). La actividad final se considerd bactericida si lograba una re-
duccién = 3 log UFC/ml del in6culo inicial. En los estudios de las
combinaciones se definié6 como sinergia el aumento =2 log UFC/ml,
antagonismo el descenso =2 log UFC/ml e indiferencia al cambio
(aumento o descenso) < 2 log UFC/ml en la letalidad de la combina-
cién respecto del antibiético mas activo en solitario.

Resultados: CMBs (pg/ml) en FX5, FX8 y FE fueron 4, 16, 32 (D); 0,5,
> 8, > 8 (R); > 16, > 16, > 16 (L). La combinacién D + R no presentd
nunca antagonismo ampliando el rango de concentraciones (1-3 di-
luciones) de D con efecto bactericida, especialmente en FE. Se obtuvo
incluso sinergia en algunas combinaciones D2X-1/2X+R. No se ob-
servo recrecimiento por resistencia a R en ninguna situacién con
concentraciones mayores de D1X. D + L en ambas fases no mostrd
antagonismo y obtuvo mayoritariamente un efecto indiferente; la
combinacién mejoré la actividad de D en las concentraciones entre
su MIC y MBC sélo con L8X.

Conclusiones: Daptomicina fue bactericida en todas las situaciones
requiriendo CMBs mas altas al aumentar el inéculo y en FE. Dapto-
micina con Rifampicina mejoré el rango de concentraciones de Dap-
tomicina con efecto bactericida en ambas fases. Con Daptomicina
asociada a Linezolid se obtuvo un efecto indiferente. Las combinacio-
nes de Daptomicina con Rifampicina y Linezolid podrian ser conside-
radas alternativas validas para ser estudiadas in vivo.



