XII Congreso de la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)

Sesion 17

Epidemiologia de la resistencia
a antimicrobianos. Estudios de
vigilancia de la resistencia (III)

253

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE
CEPAS DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTORAS DE
BETALACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)
L. Calatayud, F. Tubau, M. A. Dominguez, C. Ardanuy, J. Ayats,
C. Peiia, J. Linares y R. Martin

Servicios de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas. Hospital
Universitari de Bellvitge. Universitat de Barcelona. IDIBELL.

Objetivos: Determinar la prevalencia de infeccién/coloniza-
cion por cepas de E. coli- BLEE (EC-BLEE) en pacientes aten-
didos en nuestro hospital. Estudio de la sensibilidad antibi6-
tica, caracterizacion fenotipica y genotipica de estas cepas.
Meétodos: Se estudiaron las cepas de EC-BLEE aisladas en
pacientes atendidos en el Hospital Universitari de Bellvitge
(2000-2005). Sélo se incluyé una cepa por paciente. El cribado
de la produccién de BLEE se realizé por la técnica de sinergia
de doble disco. La identificacion de especie y la determinacion
de la sensibilidad antibiética se realizaron por el sistema Mi-
croScan. Las BLEESs se caracterizaron por isoelectroenfoque y
PCR. Los microorganismos se genotiparon por electroforesis
en campo pulsatil (ECP) tras restriccion con Xbal.
Resultados: Se aislo EC-BLEE de muestras clinicas de 362
pacientes. El porcentaje global de EC-BLEE entre las cepas
de E. coli aisladas en 2000-2005 fue del 2,2%, observandose
un aumento progresivo de EC-BLEE del 1,1% en 2000 al
3,5% en 2005 (p < 0,05). El origen de las muestras fue el si-
guiente: 59% orina, 14% sangre, 8% herida, 5% respiratorio y
14% otros origenes. La distribucién de los pacientes por ser-
vicios fue: 118 (32%) estuvieron ingresados en Unidades Mé-
dicas, 109 (30%) en Unidades Quirtrgicas, 100 (28%) en Ur-
gencias y 35 (10%) en UCI. Entre las 230 cepas seleccionadas
para la caracterizacién de BLEESs, se detect6 el gen bla g o
en 157 (68%) cepas, el gen blagy, en 22 (10%) cepas, ambos
genes (blagryo Y Olagyy) en 4 (2%) cepas y el gen blag, en
las 47 (20%) cepas restantes. Se identificaron 187 genotipos
diferentes entre 190 cepas estudiadas por ECP. Sélo 6 cepas
se agruparon en tres genotipos (con dos cepas cada uno).
Conclusiones: El aislamiento de cepas E. coli-BLEE en el
Hospital Universitari de Bellvitge ha aumentado de forma
significativa durante el periodo de estudio. CTX-M-9 es la fa-
milia de BLEE maés frecuentemente identificada en EC-
BLEE. La infeccién/colonizacién urinaria de adquisicién co-

munitaria es el origen més frecuente de EC-BLEE. Existe
una gran diversidad clonal entre las cepas de EC- BLEE ais-
ladas en nuestra area geogréfica.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE UN NUEVO
CLON DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE
A METICILINA (SARM) EN EL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE BELLVITGE (HUB)

E. Cardefiosa, M.A. Dominguez, C. Borraz, F. Tubau, A. Garcia,
J. Linares y R. Martin

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario de Bellvitge.
Universitat de Barcelona. IDIBELL.

Introduccién: Las cepas de SARM han ido experimentado
cambios en la expresion de la resistencia a diferentes grupos
de antibiéticos en el HUB. Durante los afios 1990-95 las ce-
pas intrahospitalarias se caracterizaron por presentar resis-
tencia a multiples grupos antibiéticos. Desde 1996 a 2003 se
observé una disminucién progresiva de estos clones multirre-
sistentes, siendo reemplazados por cepas sensibles a un ma-
yor nimero de antibiéticos. Sin embargo, en 2004 se detecta-
ron cepas con un nuevo perfil de resistencia (PR) antibi6tica
multiple, que se han diseminado rapidamente en el HUB.
Objetivos: Analizar la frecuencia con la que se aislan estas
nuevas cepas multirresistentes durante 2004-2005, realizar
la caracterizacién molecular de las mismas y comparar su
perfil genético con clones endémicos contemporaneos e his-
toricos en el HUB.

Métodos: La identificacién de las cepas se llevé a cabo me-
diante aglutinacién en latex (Pastorex®, BioRad) y deteccién
de DNAsa. La sensibilidad antibiética se estudié6 mediante
disco-difusién en todas las cepas SARM aisladas. La carac-
terizacién molecular de las cepas con nuevo PR se hizo me-
diante: 1) electroforesis en campo pulsatil (ECP); 2) estudio
del SCCmec (staphylococcal chromosomal cassette mec), me-
diante amplificacién por PCR de los elementos descritos en
la regién cromosémica correspondiente y 3) deteccién de
Leucocidina de Panton-Valentine por PCR.

Resultados: Durante 2004 y 2005, el 25% y el 22% de los S.
aureus fueron resistentes a meticilina, respectivamente. En
2004 se detect6 un nuevo PR (resistente a eritromicina, clin-
damicina, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacino y rifampi-
cina) que represent6 el 25% de las cepas de SARM aisladas en
HUB (71/282) y en 2005 ascendi6 al 33% (79/238). La mayoria
de las nuevas cepas SARM se caracterizaban por presentar
una aglutinacién incompleta o negativa en la prueba de detec-
cion de clumping factor. Por ECP se estudiaron 101 cepas de
este nuevo perfil de resistencia, todas fueron idénticas entre si
y diferian de cualquier otro clon endémico contemporaneo 6
histérico; presentaban un SCCmec tipo I y no producian LPV.
Conclusiones: Apariciéon de un nuevo clon de SARM multi-
rresistente que se ha diseminado de forma muy efectiva en
nuestro hospital entre pacientes infectados, colonizados y
portadores sanitarios sanos. Se trata de un clon nuevo, dis-
tinto por ECP de los clones hospitalarios endémicos clasicos.
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TlPlFICACI()N MEDIANTE ELECTROFORESIS DE
CAMPO PULSATIL DE CEPAS DE ENTEROCOCCUS
FAECIUM AISLADAS EN MUESTRAS CLINICAS (2000-2004)
J. Ayats, C. Ardanuy, E. Pérez, F. Tubau, L. Calatayud,

J. Linares y R. Martin

Servicio de Microbiologia del Hospital Universitari de Bellvitge.
Universitat de Barcelona. IDIBELL.

Objetivo: Estudio de la sensibilidad antibiética y caracteri-
zaciéon molecular de las cepas de Enterococcus faecium
(EFM) aisladas en el Hospital Universitari de Bellvitge.
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Metodologia: La identificacién y el estudio de la sensibili-
dad antibidtica se realizé6 mediante el método automatizado
MicroScan. La tipificacién molecular se realizé por electrofo-
resis en campo pulsatil (ECP) tras restriccién con Smal.
Resultados: Durante el periodo del estudio (2000-2004), se
aislaron 365 cepas de EFM (una por paciente). E1 90% de los
aislamientos procedian de pacientes hospitalizados, el 29%
de éstos se encontraban en Servicios Quirirgicos y el 20%
en UCI. El origen de las muestras fue: orina 35%, muestras
abdominales 18%, sangre 16%, herida 14% y misceldnea
17%. Los porcentajes de resistencia antibiética fueron los si-
guientes: 60% a ampicilina (AMP), 59% a ciprofloxacino,
0,5% a vancomicina (VAN) y 0,5% a teicoplanina (TEI)
0,5%. En estas 2 cepas resistentes a VAN y TEI, se detecto
la presencia del gen vanA mediante PCR. El 55% de las ce-
pas presentaron alto nivel de resistencia a la estreptomici-
na (ARE) y el 8% alto nivel de resistencia a la gentamicina.
Se seleccionaron 247 cepas para realizar la ECP y se identi-
ficaron 165 patrones distintos. Aunque un genotipo mayori-
tario (EFM-1) agrup6 al 29% de las cepas estudiadas, 155
(63%) diferentes patrones de ECP se asociaron a 155 cepas
distintas. El genotipo mayoritario (EFM-1) resistente a
AMP se encontré en el 16% de las cepas aisladas en el peri-
odo 2000-02 frente al 42% de las cepas aisladas en el perio-
do 2003-04 (p < 0,001). El 66% de los aislamientos pertene-
cientes al genotipo EFM-1 procedian de muestras de pa-
cientes ingresados en la UCI, Cirugia General, Digestivo y
Urologia.

Conclusion: La mayoria de las cepas de Enterococcus fae-
cium fueron resistentes a AMP y presentaron ARE. Entre
las cepas sensibles a AMP se observé una gran diversidad de
patrones de EPC, mientras que una tercera parte de las ce-
pas resistentes a AMP pertenecieron al mismo genotipo
(EFM-1). La prevalencia de este genotipo resistente se ha
triplicado en el dltimo periodo del estudio, sugiriendo una di-
seminacion clonal de Enterococcus faecium en nuestro hospi-
tal. La resistencia a glicopéptidos es muy rara en nuestro
medio y est4d mediada por el gen vanA.
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CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE
CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE PRODUCTORAS
DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE)

L. Calatayud, C. Ardanuy, F. Tubau, J. Ayats, M.A. Dominguez,
C. Pena, M. Pujol, J. Liniares y R. Martin

Servicios de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas. Hospital
Universitart de Bellvitge. Universitat de Barcelona. IDIBELL.

Objetivos: Determinar la prevalencia de infeccién/coloniza-
cién por cepas de K. pneumoniae-BLEE (Kpn-BLEE) en pa-
cientes atendidos en nuestro hospital. Estudio de la sensibi-
lidad antibiética, caracterizacién fenotipica y genotipica de
estas cepas.

Material y métodos: Se estudiaron las cepas de Kpn-
BLEE aisladas de pacientes atendidos en el Hospital Uni-
versitario de Bellvitge desde Enero de 2000 a Diciembre de
2005. Sdlo se incluy6 una cepa por paciente. El cribado de la
produccién de BLEE se realiz6 por la técnica de sinergia de
doble disco. La identificacion de especie y la determinacion
de la sensibilidad antibiética se realizaron por el sistema
MicroScan. Las BLEEs se caracterizaron por isoelectroenfo-
que, PCR y secuenciacién. Los microorganismos se genoti-
paron por electroforesis en campo pulsatil (ECP) tras res-
triccién con Xbal.

Resultados: Se aisl6 Kpn-BLEE en muestras clinicas de
121 (5,2%) pacientes del total de 2330 infectados/colonizados
por K. pneumoniae durante el periodo de estudio, observan-
dose una disminucién progresiva del 9,8% en 2000 al 3,9% en
2005 (p < 0,05). La distribucion de estos pacientes por servi-
cios fue la siguiente: 42% en UCI, 28% en Unidades Médicas,
23% en Unidades Quirurgicas y 7% en Urgencias. La carac-
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terizacién molecular de las BLEES se realiz6 en 75 cepas se-
leccionadas: 70 (93%) produjeron una BLEE de la familia
SHYV, 2 (3%) cepas una BLEE de la familia CTX-M-9 y 3 (4%)
cepas produjeron BLEEs de ambas familias. Por ECP se
identificaron 38 genotipos diferentes entre las 75 cepas es-
tudiadas. Se encontr6 una cepa epidémica (genotipo K12)
productora de una BLEE de tipo SHV-2, que agrupé al 45%
de las cepas estudiadas y que presentaba resistencia a gen-
tamicina, tobramicina y ciprofloxacino. El 62% de los aisla-
mientos de este genotipo se aislaron de pacientes ingresados
en la UCI. Dos cepas pertenecieron a un mismo genotipo
(K4) y se aislaron de pacientes ingresados en el servicio de
Cirugia Digestiva. El resto de las cepas pertenecieron a ge-
notipos no relacionados.

Conclusiones: La prevalencia de K. pneumoniae-BLEE ha
disminuido de forma progresiva en los dltimos afnos en nues-
tro hospital. A lo largo del periodo de estudio se detecté la
presencia de un clon epidémico productor de SHV-2, respon-
sable de infeccién/colonizacién en pacientes ingresados en
UCI, lo que sugiere una diseminaciéon nosocomial de este
clon por transmisién cruzada.
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ENTEROCOCCUS FAECALIS Y ENTEROCOCCUS
FAECIUM: SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA' Y
TIPIFICACION MOLECULAR DE LAS CEPAS
CAUSANTES DE BACTERIEMIA EN EL PERIODO
2002-2004

J. Ayats, C. Ardanuy, E. Pérez, M. Cisnal, F. Tubau,

L. Calatayud, J. Linares y R. Martin

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitari de Bellvitge.
Universitat de Barcelona. IDIBELL.

Objetivos: Estudio de la sensibilidad antibiética y caracte-
rizacién molecular de las cepas de E. faecalis y E. faecium
aisladas en hemocultivos.

Metodologia: La identificacion y el estudio de sensibilidad
se realizaron por el sistema MicroScan. La deteccién de B-
lactamasa de realizé mediante el disco de nitrocefina. La ti-
pificacion molecular se realiz6 mediante electroforesis en
campo pulsatil (ECP) tras restriccion con Smal. Las cepas
con resistencia a vancomicina se estudiaron mediante PCR
para la deteccién de los genes vanA y vanB.

Resultados: Durante el periodo de 2002-2004 se aislaron
212 cepas de E. faecalis (EF) y 34 cepas de E. faecium
(EFM) en hemocultivos (una cepa por paciente). La mayo-
ria de los enterococos se aislaron en pacientes ingresados
en UCI (51% de los EF y 41% de los EFM). Los porcentajes
de resistencia a los antibidticos fueron los siguientes: am-
picilina (EF 0% y EFM 68%), vancomicina (EF 0% y EFM
3% con gen vanA positivo), ciprofloxacina (EF 24% y EFM
74%), alta resistencia a estreptomicina (EF 42% y EFM
50%) y alta resistencia a gentamicina (EF 26% y EFM 3%).
Las 150 cepas de E. faecalis estudiadas por ECP se agru-
paron en 94 patrones distintos. Veintidés (15%) cepas de E.
faecalis pertenecieron a un genotipo mayoritario (EF-5), 10
de ellas se aislaron de hemocultivos de pacientes de UCI.
Otros genotipos de E. faecalis fueron el EF-6 (5%) con 8 ce-
pas, el EF-19 (56%) con 7 cepas, el EF-51(3%) con 4 cepas.
También se detectaron en E. faecalis 2 patrones de ECP con
3 cepas cada uno y 15 patrones de ECP con 2 cepas cada
uno. Entre las 27 cepas de E. faecium estudiadas se encon-
traron 16 genotipos diferentes, siendo el genotipo EFM-1 el
clon mayoritario, al que pertenecieron el 44% de las cepas
de E. faecium.

Conclusion: Las cepas de E. faecalis procedentes de hemo-
cultivos mostraron una gran diversidad de patrones por ECP
y todas fueron sensibles a vancomicina y a ampicilina; mien-
tras que la mayoria de las cepas de E. faecium fueron resis-
tentes a ampicilina y quinolonas y mas de un tercio de ellas
pertenecieron al mismo genotipo, lo que sugiere una posible
diseminacién clonal.
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TIPIFICACION MOLECULAR DE CEPAS DE .
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE AISLADAS DE NINOS
CON OTITIS EN BARCELONA (1992-2003)

C. Ardanuy, A. Gené, E. Pérez, E. Palacin y J. Liniares

GO03/103 Hospital Universitari de Bellvitge, Universitat de
Barcelona, IDIBELL. Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona.

Antecedentes y objetivo: S. pneumoniae es causa frecuen-
te de otitis en nifios. El objetivo de este estudio es analizar
la importancia de clones internacionales multirresistentes
entre los neumococos que causan otitis en nifos.

Métodos: Se han estudiado 265 neumococos aislados de ni-
fios con otitis durante los anos (1992-2003). Serotipificacion
de los aislamientos. Estudio de la sensibilidad antibiética por
disco difusion (penicilina (PEN), eritromicina (ERI), clinda-
micina (CLI), tetraciclina (TET), cloranfenicol (CLO) y cotri-
moxazol (SxT)). Tipificacién molecular mediante electrofore-
sis en campo pulsatil (ECP) tras restriccién con Smal y Apal.
Resultados: Los porcentajes de resistencia (R) antibidtica
fueron: PEN 77%, ERI 52%, CLI 50%, CLO 42%, TET 65% y
SxT 75%. El1 59% de las cepas presentaron resistencia a 4 o
mas grupos de antimicrobianos. Los serogrupos mas frecuen-
tes fueron: 19 (28%), 6 (256%), 14 (15%) y 23 (13%). Las 260 ce-
pas estudiadas generaron 87 genotipos diferentes. Los patro-
nes de ECP relacionados con los clones internacionales
Spain®®-2 (16%), Spain®¥-3 (13%), clon C del serogrupo 19 con
ST88 (12%) y Spain?*-1 (10%) agrupan al 51 % de las cepas.
Las cepas PEN-R pertenecieron a 6 serotipos, mientras que
las PEN-S pertenecieron a 18 serotipos. Se encontraron 48 ge-
notipos entre las 199 cepas PEN-R estudiadas, el 79% de és-
tas se agruparon en 7 clones internacionales (Spain?¥-1,
Spain®®-2, Spain®’-3, Spain'4-5, Poland®®-20, Sweden'®A-25 y
clon C del serogrupo 19-ST88). Estos 7 clones agruparon al
75% de las cepas resistentes a 4 o0 mas grupos de antimicro-
bianos. Las 60 cepas PEN-S estudiadas se distribuyeron en 41
genotipos diferentes, 30 (50%) de ellos estuvieron representa-
dos por un solo aislamiento. El 68% de las cepas del clon
Spain®'-3 eran del serotipo 14 y el 3% pertenecian al serogru-
po 19, lo que demuestra un intercambio capsular, que tam-
bién se observé en el 12% de las cepas del clon Spain®¥-1 que
eran del serogrupo 19. Asimismo el 82% de las cepas del clon
Sweden'®4-25 fueron serogrupo 19 y el 9% del serotipo 23F.
Conclusion: Mas de la mitad de las otitis neumocécicas in-
fantiles diagnosticadas en Barcelona en un periodo de 11
anos estdn causadas por cuatro clones internacionales con
multirresistencia antibiética. El intercambio capsular es un
hecho frecuente dentro de estos clones.
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STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE: PREVALENCIA, |
VARIACION DE LA SENSIBILIDAD Y SEROTIPOS MAS
FRECUENTES OBTENIDOS EN MUESTRAS INVASIVAS
DURANTE 6 ANOS EN EL AREA SANITARIA 10 DE
MADRID

P. Diez-Ferrero, J. Cacho, F.J. Pérez-Millan, A. Garcia-Canas

y M. Sanchez-Concheiro

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario de Getafe.
Getafe. Madrid.

Objetivo: Estudiar la prevalencia y los serotipos mas fre-
cuentes de Streptococcus pneumoniae en muestras invasivas
y analizar la variacién en la sensibilidad antibiética.

Material y métodos: Se incluyeron 157 cepas de S. pneu-
moniae aisladas de sangre y liquido cefalorraquideo (LCR)
de pacientes ingresados en el Hospital Universitario de Ge-
tafe, durante el periodo 2000-2005, ambos inclusive. Se es-
tudié la sensibilidad a los siguientes antibiéticos: penicilina,
cefotaxima, vancomicina, levofloxacino y meropenem. Para
su estudio se realiz6 la técnica de microdilucién utilizando el

panel Wider 1W (Soria Melguizo) y para su interpretacién se
siguieron los criterios del NCCLS. El serotipado se realizé en
el Laboratorio de Referencia de Neumococos del Instituto de
Salud Carlos III.

Resultados: El nimero de aislados ha aumentado en este pe-
riodo (14,6% en 2000, 24,2% en 2005). El 14,6% del total de las
cepas se aislaron en muestras pediatricas y, de éstas, el 39%
se obtuvieron en el 2005. Las muestras obtenidas de LCR su-
ponen un 10% del total, obteniéndose un 43,7% de las mismas,
en el ano 2005. El porcentaje de sensibilidad disminuida a la
penicilina fue del 34,6%, observdndose una tendencia crecien-
te hasta el 2003: 2000 (35%), 2001 (39%), 2002 (42%), 2003
(45%). En el 2004 disminuye (16%) para volver a aumentar en
el 2005 (37%). Un 1,3% presentaron sensibilidad disminuida
a la cefotaxima y al levofloxacino y un 18% al meropenem,
presentando, éste tltimo, la misma tendencia descrita para la
penicilina. E1 100% fueron sensibles a vancomicina. Se encon-
traron 27 serotipos distintos, 11 de los cuales, representan el
78% del total. Los mas frecuentes fueron el 3 (15%), 14 (13%)
y el 4 (12%) en adultos y el 1 (30%) en ninos. El 82% del sero-
tipo 14 presento resistencia de alto nivel a la penicilina; mien-
tras que el 100% de los serotipos 3, 4 y 1 fueron sensibles.
Conclusiones: Se observa un aumento de aislados de S.
pneumoniae en muestras invasivas. En el 2005 se detecta un
aumento, en concreto, en nifios y en LCR. La resistencia a la
penicilina es muy elevada, presentando una tendencia cre-
ciente, aunque en el 2004 se observara una disminucién de
la misma. Este hecho se repite con el meropenem. En nues-
tra 4rea, practicamente, no tenemos resistencias a la cefota-
xima y al levofloxacino. Los serotipos predominantes varian
segun la edad y se encuentra una asociacién entre ciertos se-
rotipos y la resistencia a la penicilina.
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DISPERSION NOSOCOMIAL ALODEMICA DE
KLEBSIELLA PNEUMONIAE PRODUCTORA DE SHV-12
ASOCIADA A DIFERENTES PLASMIDOS

A. Valverde, R. Cantén, A. Novais, F. Baquero y T.M. Coque
Servicio de Microbiologia, Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

Introduccion y objetivo: Klebsiella pneumoniae producto-
ra de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) ha aumen-
tado en los ultimos anos, asi como los aislados con enzimas de
tipo SHV-12. El objetivo de este trabajo es conocer la estruc-
tura poblacional de los aislados de K. pneumoniae con SHV-
12, su asociacién plasmidica y dispersiéon en nuestro hospital.
Material y métodos: Se estudiaron todas las cepas de K.
pneumoniae (n = 97) productoras de BLEE recogidas en nues-
tro hospital entre los afios 2001 y 2004. La caracterizacién de
las BLEE se realiz6 mediante IEF, PCR y secuenciacion y se
analiz6 la clonalidad de los aislados mediante Xbal-PFGE. Se
obtuvieron transconjugantes por transferencia en medio séli-
do y liquido. El andlisis plasmidico en los transconjugantes se
realiz6 mediante digestion con S1 nucleasa y posterior RFLP
con EcoRI y Pstl. Las resistencias asociadas a antibiéticos no
B-lactamicos se determinaron mediante difusién con discos.

Resultados: Las 97 cepas de K. pneumoniae se obtuvieron
de 64 pacientes. Se caracteriz6 una cepa por paciente y de és-
tas 14 presentaban SHV-12 (21,8%). La distribucién por are-
as fue: 50% médica, 21,4% UCI, 21,4% quirurgica, y 14,3%
extrahospitalaria. Un 71,4% de los aislados productores de
SHV-12 (n = 10) pertenecia al mismo clon (Kp49S), que fue
aislado en nuestra instituciéon desde 2001 hasta 2003, mayo-
ritariamente en el drea quirurgica (50%) y en menor propor-
cion en pacientes extrahospitalarios (10%). El analisis plas-
midico en este clon revel6 la presencia de un mismo plasmi-
do de 60 Kb (pRYCE28). El resto de los clones (Kp50S,
Kp63S, Kp76S y Kp75S) presentaban pldsmidos con un peso
molecular aproximado de 60 Kb, posiblemente relacionados,
y con frecuencias de conjugacién variables (103-10-°). Mien-
tras que todos los aislados del clon mayoritario fueron sélo
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resistentes a sulfamidas y trimetroprim, el resto de los clo-
nes present6 un perfil de co-resistencia variable.
Conclusiones: Se ha detectado la presencia de diferentes
clones de K. pneumoniae productores de SHV-12 asociados a
distintos plasmidos. Aunque este hecho sugiere una situa-
cién alodémica en nuestro hospital, se observé un clon ma-
yoritario epidémico asociado a un plasmido persistente en el
tiempo en distintos compartimentos.
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SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE EN MUESTRAS
GENITALES DE GESTANTES EN MALLORCA

P. Diaz, V. Fernandez-Baca, M. Garau, M. Pérez y C. Gallegos
Servicio de Microbiologia, Hospital Son Llatzer, Palma de Mallorca.

Objetivos: Conocer la sensibilidad antibiética de cepas de
Streptococcus agalactiae (SGB) aisladas de gestantes de
nuestra zona sanitaria durante el 2005.

Material y métodos: Se estudio la sensibilidad antibiética de
238 cepas de SGB frente a Penicilina (PEN), Levofloxacino
(LEV), Vancomicina (VAN), Eritromicina (ERI), Clindamicina
(CLI) y Telitromicina (TEL) mediante técnica de disco-difusion
en placas de Mueller-Hinton y sangre de cordero al 5% (MHS).
El inéculo se preparo en suero fisiologico al 0.5 McFarland. Las
placas se incubaron a 37°C en 5% de CO2 y la lectura se efec-
tud a las 24h. Para la interpretacién de la sensibilidad se apli-
caron los criterios de la CLSI del 2005, excepto para la TEL
que se siguieron las recomendaciones de la SFM del 2005. A
las cepas resistentes a ERI, CLI o TEL se les practic6 estudio
de fenotipo de resistencia mediante técnica de disco- difusién
en agar MHS utilizando discos de CLI, ERI y TEL dispuestos
en este orden a una distancia de 15 a 20 mm del disco de ERI.
La resistencia a ERI y CLI indica un fenotipo de resistencia
constitutivo (MLS; constitutivo) mientras que la resistencia a
ERI y la sensibilidad a CLI, con un estrechamiento en forma
de D en la zona de inhibicién de CLI préxima al disco de ERI
indica una resistencia inducible (MLS; inducible). Cuando el
microorganismo se mantiene resistente a ERI y sensible a CLI
sin producirse induccién indica fenotipo de resistencia M.
Resultados: Todas las cepas fueron sensibles a PEN, LEV y
VAN. La resistencia a ERI fue del 15.12% (36/238), a CLI
10.08% (24/238) y a TEL del 0,42% (1/238). 21 cepas mostra-
ron un fenotipo de resistencia MLSy constitutivo, 12 cepas
MLS; inducible, 3 fenotipo M y 3 fueron resistentes a CLI y
sensibles a ERI. 13 cepas sensibles a TEL (todas ellas con fe-
notipo MLS; constitutivo) mostraron inducciéon de resisten-
cia a este antibidtico al enfrentarlas a ERI.

Conclusiones: a) El porcentaje de resistencia a ERI y CLI
justifica seguir la recomendacion de testar la sensibilidad a
estos antimicrobianos en cepas de SGB de gestantes alérgi-
cas a P lactdmicos. b) Destacamos el elevado n° de cepas de
SGB con fenotipo MLS; inducible y la importancia de deter-
minar el mecanismo fenotipico de resistencia para conocer la
sensibilidad real a CLI (15,12%). ¢) Es necesario estudiar el
mecanismo de accién de la induccién de resistencia a TEL en
cepas de SGB y su trascendencia in vivo.
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EPIDEMIOLOGIA Y SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS AISLADOS DE SANGRE
EN LA PROVINCIA DE SEGOVIA

R. Caro!, A. Carrero?, 1. Le6n?, J. Elizaga?, S. Hernando',

P. Carrero' y S. G-Carbajosa

ISeccién de Microbiologia. Servicio de A. Clinicos

y 2Servicio de Medicina Interna del Hospital General de Segovia.

Objetivo: Describir caracteristicas epidemiolégicas y pa-
tron de resistencia antibidtica de bacteriemias causadas

98  Enferm Infece Microbiol Clin 2006;24(Espec Congr):1-250

por S. aureus en la provincia de Segovia en 2003-2005, com-
parando cepas oxacilin sensibles (SAOS) y resistentes (SA-
OR).

Material y métodos: Estudio retrospectivo descriptivo de
S. aureus en hemocultivos. Se revisaron 121 casos con un
protocolo disefiado a tal efecto. La identificacién y sensibi-
lidad a 22 antibiéticos se realiz6 con el sistema de micro-
dilucién automatico MicroScan (Dade Behring, EEUU). Se
analizaron parametros epidemiolégicos y patrones de re-
sistencia antibidética con el programa estadistico SPSS
11.0.

Resultados: Los 121 casos corresponden a 68 hombres y
53 mujeres, con una mediana de edad de 74 afios (0-94).
54% del total fueron de adquisicién intrahospitalaria. Los
Servicios donde se presentaron los casos fueronl 15% en
UCI, 73% en servicios médicos y 12% en quirtrgicos. Los
principales focos probables de origen fueron cardiovascu-
lar-22%- y respiratorio-21%-. 56% del total habia tenido in-
gresos previos, 10% estaba institucionalizado. Al evaluar
los factores de riesgo para desarrollar bacteriemia, del total
de los 121 casos, el 9% recibié nutricién parenteral, 34%
portaban sonda vesical, 66% tenian colocado un catéter,
30% presentaban lesién cutdnea, 14% se sometié a cirugia,
36% a algin procedimiento médico, 14% recibi6 antibiote-
rapia, 56% estaba inmunodeprimido, y 83% tenian enfer-
medad de base.

El 64% recibié tratamiento empirico correcto. Hubo un 22%
de fallecimientos. Se aislaron 85 (72%) SAOS y 34 (28%)
SAOR. Se observaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas al comparar SAOS-SAOR respecto a recibir nutri-
cién parenteral o antibioterapia previos al aislamiento, asi
como respecto a la sensibilidad frente a clindamicina
(82/42%), claritromicina (72/15%), ciprofloxacino (87/18%),
eritromicina (57/12%) y gentamicina (88/57%), pero no fren-
te a glucopéptidos. Un 79% de los SAOR fueron multirre-
sistentes siendo el perfil mas prevalente: gentamicina- ci-
profloxacino-eritromicina-claritromicina-clindamicina
(47%) seguido de ciprofloxacino- eritromicina-claritromici-
na (20%).

Conclusiones: Recibir nutricién parenteral y antibiote-
rapia previa son los principales factores de riesgo asocia-
dos a resistencia a oxacilina en bacteriemias por S. au-
reus. En nuestro medio el aislamiento de SAOR en sangre
es elevado y un alto porcentaje de ellos presenta multirre-
sistencia.
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SENSIBILIDAD A 14 ANTIMICROBIANOS DE 82 CEPAS
DE HAEMOPHILUS INFLUENZAE AISLADAS DE
PACIENTES CON EXACERBACION DE ENFERMEDAD
PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (EPOC)

E. Cuchi!, P. Almagro?, C. Garcia-Vidal?, V. Romani?, J. Lite!

y J. Garau?®

1Servicios de Microbiologia y >Medicina Interna. Hospital Mutua
de Terrassa. Terrassa (Barcelona).

Objetivos: Conocer la sensibilidad de cepas de Haemophilus
influenzae aisladas de pacientes adultos con patologia tribu-
taria de ingreso hospitalario y utilizacién de diversos anti-
biéticos.

Material y métodos: Se estudiaron 82 cepas de H. in-
fluenzae obtenidas de esputos de pacientes con EPOC que
acudieron al hospital por reagudizacion de la misma. El ais-
lamiento e identificacién se realizaron por métodos conven-
cionales.

La produccién de beta lactamasa se detecté por el método
de la cefalosporina cromogénica (Nitrocefin™). El estudio
de sensibilidad a ampicilina, amoxicilina-ac. clavuldnico,
cefuroxima, cefotaxima, cotrimoxazol y azitromicina se re-
aliz6 por microdilucién en placa (Sensititre®); en el caso de
ciprofloxacina, moxifloxacina, levofloxacina, imipenem, me-
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ropenem y ertapenem se practicé mediante Etest® en agar
HTM.

Resultados: Un 12,2% de cepas fueron productoras de be-
ta lactamasa. El 100% de las cepas fueron sensibles a to-
dos los antibi6ticos estudiados, excepto ampicilina (12,2%
de resistencias), cotrimoxazol (24,4%), tetraciclinas (4,7%)
y cloranfenicol (1,2%). La CIM,, de cefuroxima fue 1 (in-
tervalo < 0,5-2) y < 0,06 para cefotaxima (intervalo < 0,06—
0,25). La CIM,, de azitromicina fue 1 (intervalo < 0,5- 4).
La CIM, de ciprofloxacina, fue 0,016 (intervalo < 0,002-
0,125), 0,094 (intervalo < 0,002-0,94) para moxifloxacina y
0,023 (< 0,002- 0,25) para levofloxacina. LaCIM,, de imi-
penem fue 1 (intervalo 0,038-3) 0,094 (intervalo <0,002-
0,47) para meropenem y 0,064 (intervalo 0,03- 0,47) para
ertapenem.

Conclusiones: Incluso en pacientes expuestos por su enfer-
medad de base a repetidos ingresos hospitalarios y a dife-
rentes tratamientos antibiéticos, H. influenzae no presenta
porcentajes de resistencia significativos a los antimicrobia-
nos estudiados, excepto en el caso de cotrimoxazol. En nues-
tra serie, la CIM,, de imipenem es diez veces mas elevada
que la del resto de carbapenémicos.
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ACTIVIDAD COMPARATIVA DE DAPTOMICINA
FRENTE A STAPHYLOCOCCUS AUREUS AISLADO

EN 3 HOSPITALES ESPANOLES: PROGRAMA SENTRY
(2003-04)

J.R. Hernandez!, J.C. Alcald’, R. Cant6n?, J. Lifiares?®

y A. Pascual!

!Hospital Universitario Virgen de la Macarena, Sevilla.
2Hospital Universitario Ramén y Cajal, Madrid. >Hospital
Universitario de Bellvitge, Barcelona.

Objetivos: SENTRY es un programa internacional y longi-
tudinal de vigilancia de resistencia bacteriana a los antimi-
crobianos. El objetivo de este estudio es evaluar la actividad
de 20 antimicrobianos frente a cepas de S. aureus aisladas
en 3 centros espafoles participantes en el Programa
SENTRY durante los afios 2003-2004.

Material y métodos: Se determiné mediante microdilu-
cién (normas CLSI) la actividad de daptomicina (DAP),
amoxicilina/clavulanico (AMC), cefepime (FEP), ceftriaxo-
na (CRO), cloranfenicol (CAF), ciprofloxacino (CIP), clinda-
micina (CLD), eritromicina (ERI), gatifloxacino (GAT), gen-
tamicina (GN), imipenem (IMP), levofloxacino (LEV), line-
zolid (LNZ), oxacilina (OXA), quinupristin/dalfopristin
(QD), rifampicina (RIF), teicoplanina (TEI), tetraciclina
(TET), cotrimoxazol (SxT) y vancomicina (VC) frente a 317
aislamientos de S. aureus correspondientes a los 3 hospita-
les espanoles participantes del programa SENTRY: Hospi-
tal Universitario de Bellvitge, Barcelona; Hospital Univer-
sitario Ramén y Cajal, Madrid; y Hospital Universitario
Virgen Macarena, Sevilla.

Resultados: De los 317 aislamientos, 213 se aislaron de
sangre, 85 de infecciones de partes blandas y el resto de di-
ferentes muestras. Los antimicrobianos mas activos (100%
de sensibilidad en el total de las cepas) fueron DAP, LNZ,
QD, TEI y VC. De estos, las CMI,, méas bajas fueron las de
DAP y QD (0,5 mg/l). No se observaron diferencias significa-
tivas en sensibilidad al comparar los aislamientos de sangre
frente a los de otros origenes. El 18% de las cepas eran re-
sistentes a meticilina (SARM). Las principales diferencias de
sensibilidad entre SARM y SASM para antimicrobianos di-
ferentes a los betalactdmicos fueron CIP (95% vs. 3,5%),
GAT (96,5% vs. 3,5%), LEV (96,9% vs. 3,5%), ERI (88,1% vs.
19,3%) y CLD (99,2% vs. 84,2%).

Conclusiones: De los antimicrobianos evaluados, DAP,
LNZ, QD, TEI y VC, fueron los més activos in vitro (100% de
sensibilidad) frente a las cepas de S. aureus incluidas en el
programa SENTRY, siendo DAP y QD las que ofrecieron los
valores de CMI,, més bajos.
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ESTUDIO MUL’TICENTRICO DE LA RED ESPANOLA DE
INVESTIGACION EN PATOLOGIA INFECCIOSA (REIPI)
SOBRE INFECCIONES POR ACINETOBACTER
BAUMANNIT

S. Miguelafiez!, C. Garcia-Estébanez!, J. Oteo!, J. Campos!,

S. Marti?, J. Vila?, M.A. Dominguez?, A. Garcia-Curiel,

N. Larrosa®, A. Pascual®, V. Pintado” y P. Coll® por la Red
Espanola de Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI)
ICentro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III,
Majadahonda, Madrid. 2Servicio de Microbiologia, Hospital
Clinic, Barcelona. 3Servicio de Microbiologia, Hospital de
Bellvitge, Barcelona. *Servicio de Microbiologia, Hospital Virgen
del Rocio, Sevilla. *Servicio de Microbiologia, Hospital Vall
d’Hebrén, Barcelona. Servicio de Microbiologia, Hospital Virgen
de la Macarena, Sevilla. "Servicio de Enfermedades Infecciosas,
Hospital Ramén y Cajal, Madrid. 8Servicio de Microbiologia,
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona.

Objetivos: Estudio de las infecciones por Acinetobacter bau-
mannii (AB) recogidas entre junio de 2003 y junio de 2004
por la REIPI, con especial atencion a la resistencia a agentes
antibacterianos y a la difusién clonal de las cepas resisten-
tes a imipenem.

Material y métodos: Participaron 7 hospitales espafioles
de distintas zonas geograficas. Se recogieron los 15 primeros
aislamientos por trimestre de muestras clinicas, un aisla-
miento por paciente. Se identificaron en cada laboratorio por
métodos estandar. Se enviaron al Centro Nacional de Micro-
biologia donde se procedié al estudio de la sensibilidad por
microdilucién. En las cepas sensibles a antibiéticos se con-
firm6 la identificacion mediante métodos moleculares. En
tres de los hospitales participantes con distintos patrones de
resistencia a imipenem se estudi6 la epidemiologia molecu-
lar mediante la Rep-PCR y PFGE (enzima Apal).
Resultados: Se estudiaron 354 infecciones por AB. La mayo-
ria se produjeron en varones (61,9%), mayores de 65 afios
(52,3%), ingresados en UClIs (35,6%), y en infecciones respira-
torias (31,1%). La resistencia a ampicilina, ciprofloxacino, cef-
tazidima, gentamicina, tobramicina, amikacina, piperacili-
na/tazobactam, ampicilina/sulbactam e imipenem fue del
89,3%; 85,3%; 716,8%; 83,6%; 35%; 41%; 75,4%; 23,2% y 38,4%,
respectivamente. La proporcién de cepas resistentes a imipe-
nem varié ampliamente entre hospitales (intervalo: 13,5%-
85%). La resistencia a imipenem fue mayor en cepas proce-
dentes de enfermos ingresados en UClIs (53,6%) que en otros
servicios (40,2%) (p =0,002), asi como en cepas procedentes de
muestras respiratorias en comparacién con el resto de cepas
(p =0,05). La epidemiologia molecular de las cepas de AB va-
1i6 entre los tres hospitales estudiados, a mayor resistencia a
imipenem se observé una mayor homologia genética.
Conclusiones: 1) La prevalencia de resistencia a imipenem
entre hospitales y entre distintos servicios hospitalarios fue
muy variable. 2) La diversidad genética de las cepas de AB
fue mas elevada en las cepas sensibles que en las resistentes
a IMP.
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PERSISTENCIA DE ENTEROBACTER AEROGENES
PRODUCTOR DE BLEE TEM-24 EN EL AREA 7 DE
MADRID: ;UNA SITUACION ENDEMICA?

D. Léopez Wolf!, E. Culebras Lépez?, M. Martinez, M. Colubi?,
R. Ruiz Luna' y J.J. Picazo?

1Servicio de Medicina Interna IV y 2Servicio de Microbiologia del
Hospital Clinico San Carlos, Madrid.

Introduccion: A finales de los afios 90 fue descrita una ce-
pa de E. aerogenes productor de B-lactamasas de espectro ex-
tendido (BLEE) de tipo TEM-24 en Francia que se diseminé
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clonalmente por los paises vecinos. En Espafia fue aislada
por primera vez en 1998 en el H. Ramoén y Cajal de Madrid.
Dos afios después fue descrito en el H. Clinico San Carlos de
Madrid un brote de diez cepas también idénticas a la fran-
cesa (“clon francés”) aisladas entre diciembre del 2000 y ene-
ro del 2001.

Objetivos: Recoger aquellas cepas de E. aerogenes produc-
toras de BLEE aisladas en el Area 7 de Madrid en los tres
afios sucesivos al brote (2002-2004) y determinar qué tipo de
BLEE producen. En aquellas productoras de BLEE TEM-24,
comprobar si son idénticas a la cepa que produjo el brote epi-
démico inicial en el H. Clinico (“clon francés”) y valorar asi si
existe una persistencia endémica del mencionado clon. Ana-
lizar qué factores epidemiolégicos podrian estar asociados a
la adquisicién de infecciones por E. aerogenes productor de
BLEE en el medio hospitalario.

Materiales y métodos: Todas las cepas fueron sometidas a
un estudio microbiolégico (estudios de identificacion y sensi-
bilidad y caracterizacién bioquimica y molecular de la
BLEE) y otro de caracter epidemiolégico.

Resultados: Se obtuvo siete cepas de Enterobacter produc-
toras de BLEE de las cuales cuatro tenian caracteristicas
bioquimicas y moleculares concordantes con las de la TEM-
24. Una present6 un patrén de bandas diferente al del “clon
francés” en el RAPD y la ERIC-PCR. En otra se observé una
disminucion de sensibilidad a imipenem y resistencia a cefe-
pime. Los factores en posible relacién con la adquisicién de
infecciones por E. aerogenes productor de BLEE fueron va-
rios.

Conclusiones: La incidencia de E. aerogenes productor de
BLEE en el Area 7 de Madrid ha disminuido notablemente
en los anos 2002 a 2004. El aislamiento de tres cepas indis-
tinguibles del “clon francés” sugiere que nos encontramos
ante una persistencia endémica del mismo en nuestro medio
hospitalario. La presencia de una cepa TEM-24 con nuevas
caracteristicas moleculares podria indicar la aparicién de un
nuevo clon productor de esta B-lactamasa. La deteccién de
una cepa con menor sensibilidad a imipenem y resistencia a
cefepime alerta de la posible aparicién inminente de nuevas
resistencias entre las enterobacterias BLEE positivas en
nuestro medio.
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE AISLADOS DE
SALMONELLA ENTERICA RESISTENTES A ACIDO |
NALIDIXICO DE DISTINTOS SEROTIPOS APLICACION
DE VARIABLE NUMBER OF TANDEM REPEAT LOCI
(VNTR)

I. Escribano, F. Garcia, J.C. Rodriguez, P. Lépez y G. Royo

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

Objetivo: Conocer la existencia de clusters entre aislados
clinicos de diversos serotipos de Salmonella spp. resistentes
a acido nalidixico de nuestra area utilizando VNTR.

Material y métodos: Aislados clinicos: Se analizaron 63
aislados de Salmonella enterica resistentes a acido nalidixi-
co, sin relacién epidemioldgica conocida, de los siguientes se-
rotipos y lisotipos: 23 S. Enteritidis lisotipos 1, 1b, 4, 5a, 6,
6a, 6b, 7, 35, NT, PNR; 18 S. Hadar lisotipos 1, 2, 11, 14, 15,
17, 32, PNR; 13 S. Virchow lisotipos 8,17, PNR; 9 S. Typhi-
murium lisotipos 104, 104b, 120, MU302, NT. VNTR: Se em-
plean 8 pares de cebadores que flanquean 8 “loci” altamente
discriminatorios, propuestos por Lindstedt (1) para el seroti-
po Typhimurium. En resumen, se realiza una PCR con cada
par de cebadores, uno de ellos marcado con un fluorocromo
(TET, FAM o HEX). El anélisis de fragmentos se realiza en
un secuenciador automatico (Perkin Elmer 9600), mezclando
los amplificados de tres cebadores marcados con diferente
fluorocromo y un marcador de peso molecular. Los electrofe-
rogramas resultantes muestran patrones de bandas facil-
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mente interpretables, apareciendo un pico de cada color, de
cuyo peso molecular puede inferirse el nimero de repeticio-
nes de los fragmentos. Dos cepas son distintas si presentan
diferencias en uno o mas de los locus estudiados.
Resultados: En S. Typhimurium la combinacién de los 8 ce-
badores descritos discrimina claramente todos los aislados
incluso del mismo lisotipo, no detectandose la presencia de
ningun cluster. Lo mismo se observa en S. Virchow y S. En-
teritidis. En S. Hadar discrimina todos los aislados entre si,
excepto dos, que presentan los mismos fragmentos, pero es-
tos pertenecen a lisotipos distintos.

Discusion: Aplicamos la técnica de VNTR para detectar
clusters no conocidos en cuatro serotipos de Salmonella con-
cluyendo que las cepas estudiadas presentan diferencias en-
tre si, por lo que no tienen relacién epidemioldgica entre
ellas. Las unicas cepas con el mismo perfil genético presen-
taban distinto lisotipo, por lo que ambas técnicas epidemio-
logicas son complementarias entre si. Nuestros datos indi-
can que la resistencia a acido nalidixico en nuestro medio no
tiene origen clonal.

1. Lindstedt BA et al. DNA fingerprinting of Salmonella en-
terica subsp. enterica serovar Typhimurium with emphasis
on phage type DT104 based on variable number of tandem re-
peat loci. J. Clin. Microbiol 2003; 41:1469-79.



