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EVALUACION DEL SISTEMA BACTEC MGIT 960 PARA
EL ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE MYCOBACTERIUM
KANSASII A LOS TUBERCULOSTATICOS DE PRIMERA
LINEA

R. Guna, O. Fraile, D. Navalpotro, A. Garay, C. Mallea,

C. Munoz y R. Borras

Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina y
Hospital Clinico Universitario, Valencia.

Introduccién: Mycobacterium kansasii es una de las
principales micobacterias no tuberculosas productoras de
enfermedad en el hombre. El tratamiento de eleccién in-
cluye isoniazida, rifampicina y etambutol. Se han utiliza-
do diferentes procedimientos para los ensayos de activi-
dad in vitro de los farmacos de primera y segunda elec-
cion. El objetivo ha sido determinar la utilidad del
Sistema BACTEC MGIT 960 (BACTEC 960) para la reali-
zacién de los ensayos de sensibilidad de M. kansasii a es-
treptomicina (STR), isoniazida (INH), rifampicina (RIF) y
etambutol (ETM).

Material y métodos: Se ha estudiado la actividad in vitro
de STR, INH, RIF y ETM, mediante BACTEC 960, frente a
73 aislados clinicos identificados mediante métodos conven-
cionales y moleculares como M. kansasii genotipo 1; para ello
se modificaron las concentraciones de los antibi6ticos si-
guiendo las recomendaciones de NCCLS para este microor-
ganismo (STR 10 mg/L, INH 5 mg/L, RIF 1 mg/L, ETM 5
mg/L -SIRE- MK-). Los resultados fueron comparados con los
obtenidos mediante un método de microdilucién (CMI), y los
discrepantes fueron repetidos por ambos métodos. Los falsos
sensibles (BACTEC 960 sensible / CMI resistente) fueron
clasificados como VME (very major error) y los falsos resis-
tentes (BACTEC 960 resistente / CMI sensible) como ME
(major error).

Resultados: Mediante BACTEC 960, todos los aislados
fueron sensibles a ETM, RIF y STR, y uno de ellos (1,4%)
fue resistente a INH. Mediante microdilucion, todos los
aislados fueron sensibles a INH y STR, y la proporcién de
aislados resistentes a ETM y RIF fue 4,1% y 1,4%, respec-
tivamente. Se observaron cinco discrepancias que se man-
tuvieron tras la repeticiéon de los ensayos. El porcentaje
global de concordancia entre ambos métodos fue del 98,3%,
oscilando entre el 95,9% y el 100% para ETM y STR, res-
pectivamente. Se detectaron cuatro VME, tres con ETM y
uno con RIF, en aislados que mostraban CMI idénticas al
punto de corte establecido para M. kansasii, y un ME en
un aislado con CMI para INH (2,5 mg/L) cercana al punto
de corte.

Conclusiones: La baja proporcién de discrepancias ob-
servadas entre ambos métodos y el hecho de que BACTEC
960 / SIRE-MK es un método menos laborioso, més rapido
y objetivo que CMI, hacen que consideremos a BACTEC
960 / SIRE-MK como un procedimiento adecuado para re-
alizar los estudios de sensibilidad de M. kansasii a los an-
tibidticos.
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EVALUACION DEL SISTEMA AUTOMATICO VITEK 2
PARA LA IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA DE
AISLAMIENTOS TRAS INOCULACION DIRECTA A
PARTIR DE FRASCOS DE HEMOCULTIVOS
BACT/ALERT

A. Pallarés, M. Ollé, P. Fava, E. Vayreda, N. Farrero,

S. Rodriguez, Y. Rodriguez, E. Lépez, M. Puente, J. Gilvez,
C. Castellnou y N. Miserachs

Departamento de Microbiologia General LAB. S.A. Barcelona

Objetivo: Evaluar el sistema Vitek-2 (bioMérieux, Francia)
para realizacién directa de identificacién y antibiograma de
aislamientos procedentes de frascos de hemocultivos conven-
cionales (SA, SN) y con carbén (FA, FN, y PF) del sistema
BacT/Alert (bioMérieux, Francia).

Material y métodos: Se han estudiado 98 hemocultivos po-
sitivos: 43 bacilos gramnegativos (BGN): 40 Enterobacterias,
3 P. aeruginosa y 55 cocos grampositivos (CGP): 20 S. aureus,
33 Staphylococcus spp. (ECN) y 3 Enterococcus spp. Los re-
sultados obtenidos por el sistema de inoculacién directa se
compararon con los obtenidos mediante el procedimiento en
medio sélido. Para el método directo, la preparacién del iné6-
culo se obtuvo tras extraer 2 mL del frasco de hemocultivo po-
sitivo y posterior centrifugacién 15 min. a 2.500 rpm. Se reti-
16 el sobrenadante y se anadieron 3 mL de agua destilada es-
téril. Tras incubar 15 min. a 37 °C se centrifugé a 2.500 rpm
durante 10 min. Con el pellet resultante, se preparé el in6cu-
lo ajustando el MacFarland a 0,5 para BGN y 1 para CGP.
Resultados: Se obtuvo un 97,7% (42/43) de identificaciones
correctas para BGN: 96,8% (30/31) en frascos sin carbén y
100% (12/12) en frascos con carbén. Para CGP se obtuvo
76,4% (42/55) de identificaciones correctas: 76,9% (10/13) en
frascos con carbén y 81% (34/42) en frascos sin carbén. S. au-
reus fue identificado correctamente en un 75,0% (15/20);
ECN un 75,7% (25/33) y E. faecalis 100% (2/2). De 473 com-
binaciones de antibiéticos testados para BGN se encontré un
98,1% (464/473) de acuerdo con respecto a la técnica de refe-
rencia y 9 (1,9%) discrepancias menores. En CGP, de un to-
tal de 648 combinaciones de antibidticos, el acuerdo global
fue del 97,7% (633/648), y se obtuvieron 12 (1,9%) discre-
pancias menores y 3 (0,5%) discrepancias mayores. El tiem-
po de identificacién y antibiograma a partir del frasco de he-
mocultivo fue: 8,3 h. (6-10h.) para enterobacterias; 14,5 h.
(13-15.75h.) para P. aeruginosa y 10 (7-17h.) para CGP.
Conclusiones: La inoculacién directa de tarjetas de identi-
ficacién y antibiograma del sistema Vitek-2 de frascos posi-
tivos de hemocultivos BacT/Alert ofrece excelentes resulta-
dos en identificacion de BGN y éptima correlacién en anti-
biograma de BGN y CGP en comparacion con la técnica de
referencia. Los resultados muestran una débil capacidad de
diferenciacion de especies en Staphyloccocus spp. Este siste-
ma permite obtener resultados de identificacién y antibio-
grama el mismo dia de positivizacién del hemocultivo.
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EVALUACION DE UNA TECNICA DE HIBRIDACION
“IN SITU” PARA LA DETECCION DE HELICOBACTER
PYLORI Y RESISTENCIA A CLARITROMICINA
DIRECTAMENTE EN LA MUESTRA CLINICA

L. Marcela Aragén?, N. Rabellal?, F. Grinbaum'?, F. Navarro'?,
J. Monés?® y B. Mirelis!?

1Servicio de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona. ?Departamento de Genética y Microbiologia,
Universidad Auténoma de Barcelona. *Servicio de Patologia
Digestiva del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona.

Introduccién: Hay diversos métodos (test del aliento, de-
teccion de antigeno en heces y cultivo entre otros) de utilidad
clinica para diagnosticar la infeccién por Helicobacter pylori.

En teoria, el cultivo es el método maés especifico, pero la ne-
cesidad de obtener biopsias por endoscopia, su complejidad,
coste y retraso diagnéstico, lo ha relegado para investigacién
y estudios epidemioldgicos de resistencia. A pesar de ello, si
se realiza endoscopia, es de gran interés poder disponer de
sistemas como la técnica seaFAST® H. pylori Combi Kit (Se-
aPro Diagnostics Ltd) para la detecciéon de H. pylori y la de-
terminacion de resistencia a claritromicina (CLR) directa-
mente en la biopsia géstrica, en comparacién con el cultivo
microbiolégico.

Materiales y métodos: Entre febrero de 2004 y diciembre
de 2005 se procesaron 47 biopsias gastricas, de las cuales, 14
pertenecian a pacientes con antecedentes previos de fracaso
terapéutico. Se realiz6 tincién de Gram, prueba de la ureasa
y cultivo en agar sangre y en Wilkins-Chalgren suplementa-
do con Dent. El estudio de la sensibilidad in vitro se realizé
mediante el método E-test. De una porcién de la biopsia se
realizé6 la técnica seaFAST, un método de hibridacién in situ
que utiliza sondas de DNA especificas marcadas con fluores-
ceina y Cy3 para la identificacion simultanea de H. pylori y
la deteccién de resistencia a CLR.

Resultados: De las 47 biopsias, 24 fueron positivas para H.
pylori, 19 por cultivo y 5 por tincién de Gram y prueba de la
ureasa. Veintitrés muestras fueron negativas. La técnica se-
aFAST en comparacién con las técnicas convencionales tuvo
una sensibilidad del 95,8%, una especificidad del 82,6%, un
valor predictivo positivo del 85,1% y un valor predictivo ne-
gativo del 95%. Una de las 4 muestras positivas por sea-
FAST, y cultivo/Gram negativo, pertenecia a un paciente con
test del aliento positivo, las otras 3 pertenecian a pacientes
a los que no se realizé el test del aliento, sin antecedentes
previos de diagnéstico ni tratamiento. Por otra parte de las
19 cepas aisladas, 9 (47,3%) fueron resistentes a CLR por E-
test, la técnica seaFAST presenté una concordancia del
100% en la deteccion de esta resistencia.

Conclusiones: La técnica seaFAST es capaz de detectar ra-
pidamente la presencia de H. pylori y su resistencia a CLR
directamente en la muestra clinica, por lo que este método,
podria llegar a ser una alternativa al cultivo.
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EVALUACION “IN VITRO” DE DOS METODOS: E-TEST®
Y DISCO-PLACA PARA DETECTAR RESISTENCIA

A ANFOTERICINA B EN CANDIDA. SPP

C. Martin de la Escalera, A. Romero, C. Castro, E. Lépez Oviedo,
A.I. Martos y E. Martin Mazuelos

Servicio de Microbiologia. H.U.Valme. Sevilla.

Objetivos: Por las dificultades que presenta el método de
referencia CLSI M-27A2 para detectar la resistencia (R) a
anfotericina B (AB) se propuso el método de difusion E- test®
(AB, Biodisk, Solna, Suecia) como de eleccién para este fin.
Evaluamos la sensibilidad (S) “in vitro” a AB de especies de
Candida con S menor a antifingicos, comparando 2 méto-
dos: el de difusién E-test® y disco-placa (d/p) de AB, en 3 me-
dios de cultivo: Miieller-Hinton con azul de metileno y 2% de
glucosa (MH-GMB); Antibi6tico n°3 con 2% de glucosa (AM3)
y RPMI con 2% de glucosa (RPG).

Material y método: Hemos estudiado 51 cepas de Candida
no albicans: 19 C. tropicalis, 9 C. parapsilosis, 8 C. glabrata,
7 C. krusei, 7 C. lusitaniae y 7 C. guilliermondii aisladas de
muestras clinicas. Se identificaron en el medio CHROMagar
Candida (Tec-Laim S.A) y/6 la tarjeta YST (Vitek 2 bioMe-
rieux.Espafia). La S se estudi6 con d/p de AB (10 pg) (Neo
Sensitabs) y el método de difusion E-test®, tiras de AB con
un rango de concentraciones 0,002-32 pg/ml. A partir de la
suspensién al 0,5 de MacFarland de cada cepa, se inocul6 en
los 3 medios; MH-GMB, AM3 y RPG, segtn las normas del
fabricante. La lectura de la CMI se hizo a las 48 h. de incu-
bacién a 35°C. Las cepas control de calidad; C. kruseiATCC
6258, C. parapsilosis ATCC 22019 y cepas de referencia; C.
albicans ATCC 90028 yC. parapsilosis ATCC 90018. El pun-
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to de corte arbitrario elegido fue para E-test® 1 nygm (21 Ry
<1S)yparad/p: S>15mm,I: 10-14, R = 0.

Resultados: La concordancia de los 2 métodos fue para to-
das las especies y en cada medio: AM3 92,15%, MH-GMB
66,66% y RPG 56,86%. Para cada especie AM3, MH- GMB y
RPG respectivamente: C. glabrata y C. guilliermondii 100%,
100%, 100%; C. lusitaniae 100%, 85,7%, 85,7%; C. tropicalis
100%, 60%, 30%; C. parapsilosis 90%, 54,5%, 36,3%; C. kru-
set 12.5%,0%,12.5%. Discrepancias muy mayores: AM3 7
(13,7%), MH-GMB 16 (31,3%), RPG 21 (41,1%). Discrepan-
cias mayores: AM3 1 (1,9%), MH-GMB 2 (3,9%), RPG 0. No
hay discrepancias menores.

Conclusiones: 1) Las mayores coincidencias de resultados
por los 2 métodos fueron en el medio AM3. 2) C. glabrata y
C. guilliermondii tuvieron una concordancia del 100% en los
3 medios. 3) El medio AM3 puede ser una alternativa eficaz
y econémica para detectar R a AB en Candida spp. por dis-
co-placa.
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EVALUACION DEL E-TEST PARA DETERMINAR
SENSIBILIDAD A FOSFOMICINA EN AISLADOS

DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE PRODUCTORES DE
BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)
L. Lépez-Cerero, M. de Cueto*, M.A. Diaz, J.M. Gutiérrez,

C. Morillo y A. Pascual

Servicio de Microbiologia, Hospital Virgen Macarena de Sevilla.

Introduccioén: Las infecciones urinarias (ITU) por entero-
bacterias productoras de BLEE estan aumentando en la co-
munidad. El perfil de multirresistencia de estas cepas limi-
ta las alternativas de tratamiento oral. Fosfomicina se con-
sidera un antibiético de eleccién para el tratamiento de la
ITU no complicada por la baja prevalencia de resistencias en
E. coli y K. pneumoniae, incluyendo aislados productores de
BLEE. Sin embargo, la dificultad que presenta el estudio de
sensibilidad a este antibidtico puede limitar su empleo. Para
E. coli se ha comprobado previamente que los resultados ob-
tenidos con los métodos de microdilucién y difusién con dis-
co son equivalentes a los de la técnica de referencia de dilu-
cién en agar. Sin embargo, para K. pneumoniae se observa
una gran variabilidad que puede originar errores en los re-
sultados de los métodos utilizados en la practica clinica.
Objetivo: Evaluar el método E-test para el estudio de
sensibilidad a fosfomicina en aislados de K. pneumoniae
productores de BLEE como posible alternativa a la dilu-
cién en agar.

Material y métodos: Se han estudiado 138 aislados clinicos
de K. pneumoniae BLEE + previamente caracterizados. La
sensibilidad a fosfomicina se determiné mediante tiras de E-
test (fosfomicina + glucosa-6-P 25 mg/L), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante, y por el método de dilucion en
agar, que se ha considerado como técnica de referencia. Pa-
ra la interpretacién de los resultados se han considerado los
puntos de corte establecidos por CLSI para E. coli, incluyen-
do como resistentes las cepas con sensibilidad intermedia. Se
consider6 significativo una p < 0,05.

Resultados: Del total de cepas estudiadas, 128 (92,7%) re-
sultaron sensibles a fosfomicina por la técnica de referencia
y 124 (89,8%) por E-test (p = 0,138, test de McNemar). La ta-
sa de errores maximos, mayores y menores fue de 2,1%, 5,8%
y 5,8%, respectivamente. La concordancia en los valores de
CMI (= 1 dilucién) fue del 82%, sin que se encontraran dife-
rencias estadisticamente significativas entre los valores de
ambos métodos (p = 0,609, test de Wilcoxon).

Conclusion: Fosfomicina presenta muy buena actividad
frente a cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE, simi-
lar a la observada en nuestro medio en cepas no productoras.
La elevada tasa de errores (error maximo > 1,5%) y el bajo
porcentaje de concordancia (< 90%) con la técnica de referen-
cia no permiten recomendar el E-test como método de estudio
de sensibilidad a fosfomicina en aislados de K. pneumoniae.
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APLICACION DE LA CITOCENTRIFUGACION

EN EL ESTUDIO DE LIQUIDOS ESTERILES DISTINTOS
DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

J.D. Turifo, S. Paulos, P. Mazuelas, G. Reina, I. Pedrosa,

C. Liébana, C. Miranda y M. de la Rosa

Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada.

Introduccién: La orientaciéon precoz sobre el posible agen-
te etiolégico en procesos como artritis, empiema, peritonitis
y pericarditis, es una de las mayores responsabilidades del
Servicio de Microbiologia Clinica, siendo la tincion de Gram
esencial para ello. La concentracién de microorganismos en
estas muestras es muy reducida o el volumen escaso, se re-
comiendan técnicas de concentracién para la preparacién de
portaobjetos y cultivo.

Objetivo: Comparar sensibilidad y especificidad de la tin-
cion de Gram segun la preparacion del portaobjetos (citocen-
trifugacién o centrifugacion) frente al cultivo.

Material y método: De marzo a diciembre de 2005 recibimos
828 muestras. Cuando el volumen fue superior a 1 mL obtuvi-
mos dos portaobjetos mediante: a) citocentrifugaciéon Cytospin
4 (Thermo Shandon, Cheshire, UK), depositando aproximada-
mente 100 pL en citocontenedor desechable (Cytofunnel®,
Thermo Shandon, Cheshire, UK) sometiéndolo a 2.000 rpm du-
rante 10 minutos; b) centrifugaciéon del volumen restante du-
rante 15 minutos a 3.000 rpm (EBA 20, Hettich Zentrifugen,
Tuttligen, Germany). Tras retirar el sobrenadante, resuspendi-
mos el sedimento, preparando el segundo portaobjetos. Los por-
taobjetos fueron examinados por observadores independientes
sin conocimiento del resultado del cultivo ni del obtenido por el
otro observador. Criterios de rechazo. A) No se obtuvo portaob-
jetos mediante citocentrifugacién: volumen escaso (< 0,5 mL);
muestra muy purulenta (drenaje, absceso,...) 0 sanguinolenta
(codgulo). B) Los aislamientos de flora cutdnea (Estafilococo co-
agulasa negativa, Streptococcus grupo viridans, Bacillus
Spp,...) recuperados sélo en frascos de hemocultivos siempre
que la muestra no fuese purulenta en la tincion de Gram y la
sospecha diagnéstica orientase a posible contaminacién.
Resultados: Se incluyeron 610 liquidos con la siguiente dis-
tribucién: 241 peritoneal, 193 pleural, 138 articular, 21 peri-
cardico y 17periprotésico. Las sensibilidades obtenidas fue-
ron (citocentrifugacién-centrifugacion): pleural (70%- 30%),
peritoneal (37%-14%) y articular (23,5%-17,6%), todas esta-
disticamente significativas (p < 0,001).

Conclusiones: La sensibilidad de la tincién de Gram en
portaobjetos obtenidos por citocentrifuga es superior al cen-
trifugado. Es aconsejable aplicar la citocentrifugaciéon para
obtener portaobjetos en estas muestras.
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APLICACION DE LA CITOCENTRIFUGAC,I(')N EN EL
ESTUDIO DE LIQUIDOS CEFALORRAQUIDEOS EN
MENINGITIS BACTERIANAS AGUDAS

J.D. Turifio, M. Garre, T. Sabalete, G. Reina, P. Mazuelas,
M.D. Pérez, C. Miranda y M. de la Rosa

Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada.

Introduccién: Las meningitis bacterianas agudas son una
seria amenaza para la vida del paciente; el ser normalmen-
te tratables, las convierten en la enfermedad méas importan-
te de diagnosticar del sistema nervioso central. El estudio
del liquido cefalorraquideo (LCR) mediante la tincién de
Gram permite su diagndstico precoz, lo que la convierte en
una de las mayores responsabilidades de cualquier Servicio
de Microbiologia Clinica. Esta técnica permite detectar en el
LCR entre el 60 y el 80% de los procesos meningeos bacte-
rianos agudos en pacientes no tratados y con una especifici-
dad cercana al 100%. Sin embargo esta sensibilidad se mo-
difica por: concentracion de bacterias, agente etiolégico, pre-
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sencia de antibiéticos... Por ello se ha recomendado la utili-
zacion de técnicas de concentracion para la preparacion de
los portaobjetos, siendo una de las técnicas mas extendidas
la citocentrifugacion.

Objetivo: Verificar la sensibilidad y especificidad de la tin-
cién de Gram en LCR tras citocentrifugacion o centrifuga-
cion de la muestra.

Material y método: Desde enero de 2003 a diciembre de 2005
recibimos en nuestro Servicio de Microbiologia 1309 LCR pro-
cesados segin el volumen recibido. Si este era mayor a 1 mL ob-
tuvimos 2 portaobjetos para tincién de Gram mediante: A) cito-
centrifugacion Cytospin 4 (Thermo Shandon, Cheshire, UK),
depositando aproximadamente 100 uL en un citocontenedor de-
sechable (Cytofunnel®, Thermo Shandon, Cheshire, UK) some-
tiéndolos a 2.000 rpm durante 10 minutos; B) centrifugacién
del volumen restante durante 15 minutos a 3.000 rpm (EBA 20,
Hettich Zentrifugen, Tuttligen, Germany). Tras retirar el so-
brenadante, resuspendimos el sedimento, preparando el se-
gundo portaobjetos. Sélo cuando el volumen recibido era infe-
rior a 0,5 mL no se obtuvo portaobjetos por citocentrifugacion.
Resultados: Sélo fueron incluidos 1187 LCRs, de ellos 692
fueron procesados por citocentrifugacion, 181 por centrifuga-
ciéon y 314 por ambos métodos. La sensibilidades encontra-
das fueron: citocentrifugacion 80,4%, centrifugacion 50% y
del 67,4% en ambos métodos. Estos valores fueron estadisti-
camente significativos (p < 0,001).

Conclusion: La sensibilidad en los portaobjetos obtenidos
mediante citocentrifugacion (80,4%) es superior a la de por-
taobjetos obtenidos con centrifugacién (50%). La especifici-
dad fue siempre superior al 95%. Es aconsejable la citocen-
trifugacién de la muestra para preparar los portaobjetos pa-
ra el estudio de la tincién de Gram en LCR.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ANFOTERICINA B
(AB) FRENTE A BIOFILMS (BF) DE CANDIDA SPP.
MEDIANTE LOS INDICADORES DE ACTIVIDAD
METABOLICA MTT, XTT Y RESAZURINA

P.M. Lépez, J. Gavalda, M.T. Martin, X. Gomis,

N. Fernandez-Hidalgo y A. Pahissa

Servei de Malalties Infeccioses. H.U. Vall d’Hebron. Barcelona.

Introducciéon: Las cepas de Candida spp. formadoras de
BF se relacionan con infecciones de materiales protésicos de
dificil tratamiento y se les imputa una sensibilidad reducida
a los antiftingicos. Se evalué la actividad de la AB frente a
BF de cepas de Candida spp. aisladas de pacientes con can-
didemia asociada a cetéter mediante la reduccion de las sa-
les de tetrazolio MTT y XTT y la resazurina como indicador
de 6xido-reduccion.

Material y métodos: Se estudié la CIM a AB en cepas de C.
tropicalis (CT, n = 2), C. parapsilosis (CP,n =5)y C. albicans
(CA, n =9). Los BF se generaron inoculando placas de micro-
titulacion de fondo plano con una suspension de células en
caldo A3+8% glucosa. Las placas se incubaron 24 h a 35°C, se
lavaron con PBS 7,2 y CINa 0,9% estériles y se les afiadi6 cal-
do A3 con concentraciones de AB (128-0,25 mg/L). En las pla-
cas se incluyeron controles de crecimiento y esterilidad (blan-
co). Tras incubarlas 24 h a 35°C, las placas se lavaron y se les
anadi6 A3+0,56 mg/L de MTT, A3+0,2 mg/L de XTT+0,1 uM
de menadiona o0 A3+0,0015% de resazurina. Después de 3 h a
35°C se midieron las absorbancias del MTT (570 nm) y el XTT
(492 nm) y la fluorescencia de la resazurina (excitacién 530-
560 nm, emisién 590 nm) y se resto el valor de los blancos del
de los pocillos con BF. Se calcul6 el porcentaje de actividad
metabélica (AM) de los pocillos con AB comparando sus valo-
res con los del control de crecimiento. Se consideraron CIB50
y CIB90 a las concentraciones que inhibieron el 50 y 90% de
la AM de los BF. Los estudios se realizaron por triplicado.
Resultados: La CIM mediana de AB fue 1 mg/L para CA y
0,06 para CP y CT. En los estudios con MTT, la media geomé-
trica (MG) de CIB50 fue 0,25 mg/L en las 3 especies y la CIB90

fue 2.33, 2.30 y 1,41 para CA, CP y CT respectivamente. Con
XTT las MG de las CIB50/90 fueron 8,64/ > 128 (CA), 0,44/5,28
(CP) y 0,71/64 (CT). Con resazurina las MG de las CIB50/90
fueron > 128/ > 128 (CA), 8/128 (CP) y 0,5/ > 128 (CT).
Conclusiones: La actividad de AB detectada frente a BF
varia segun el tipo de indicador de AM utilizado. Con MTT
las CIB 50 y CIB90 de los BF de CA fueron menores que las
obtenidas con XTT y resazurina; XTT y resazurina mostra-
ron CIB50 y 90 menores para CP y CT que para CA. Ningu-
na de las concentraciones de AB estudiadas inhibié el 100%
de la AM de los BF. A concentraciones altas, la actividad in-
hibidora de AB sobre los BF disminuye.
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COMPARACION DE ETEST Y EL METODO DE
MICRODILUCION CLSI M 27-A2 PARA EL ESTUDIO
DE SENSIBILIDAD “IN VITRO” DE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS A POSACONAZOL

E. Lépez-Oviedo, A.I. Aller, R. Claro, C. Martin de la Escalera,
C. Castro, A.I. Martos, A. Romero y E. Martin-Mazuelos

Hospital Universitario Valme de Sevilla.

Objetivos: Evaluar la utilidad del método de Etest (ET) pa-
ra el estudio de sensibilidad “in vitro” de C. neoformans a po-
saconazol comparandolo con el método de referencia de mi-
crodilucién CLSI M-27 A2 modificado (MD).

Material y métodos: Hemos estudiado 35 cepas de C. neo-
formans procedentes de muestras clinicas. Como control de
calidad se emplearon las cepas C. krusei ATCC 6258 y C. pa-
rapsilosis ATCC 22019. El método de MD se realizé siguien-
do las directrices del documento M 27-A2 modificado del CL-
SI. La lectura se hizo tras 48 y 72 horas de incubacion a 35°C,
considerando la CMI como la menor concentraciéon de anti-
fingico capaz de inhibir al menos un 50% del crecimiento. La
CMI de ET se determiné enel medio RPMI 1640 (2% glucosa)
siguiendo las instrucciones del fabricante (Ox0id®) después
de 48 y 72 horas de incubacion a 35°C. El in6culo empleado se
preparé al 1 de McFarland. Los resultados se expresaron en:
1) Rango, CMI50 y CMI90, 2) Grado de correlaciéon (GC) (va-
lorando como idénticas CMIs en un rango de + 2 diluciones).
Resultados: Rango MD 48/72 h 0,06-1/0,25-1, Rango ET
48/72 h 0,08-0,5/0,012-2; 1a CMI50 y CMI90 fueron MD 48/72
h 0,25/0,5 y 0,5/0,5, ET 48/72 h 0,094/0,125 y 0,25/0,75; el GC
entre MD 48h/ET 48h fue 80%, MD 48 h/ET 72 h fue 88,6%,
MD 72 h/ET 48 h fue 57,14%, MD 72 h/ET 72 h fue 71%.
Conclusiones: 1) Todas las cepas estudiadas mostraron
una CMI < 2 por ambos métodos tras 48 y 72 horas de incu-
bacién. 2) El mayor porcentaje de correlacién fue entre MD
48-Etest 72 h, seguido de MD 48-Etest 48 h y MD 72-Etest
72 h. 3) Etest prodria ser una buena alternativa al método
de referencia para determinar la sensibilidad a posaconazol
de C. neoformans, pero serian necesarios mas estudios cono-
ciendo en punto de corte para poder establecer las discre-
pancias entre ambos métodos.
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EVALUACION DEL SISTEMA MICROSCAN WALKAWAY
PARA LA DETECCION DE MECANISMOS DE
RESISTENCIA A BETA-LACTAMICOS DE AMPLIO
ESPECTRO EN CEPAS CLINICAS DE ESCHERICHIA
COLIY KLEBSIELLA PNEUMONIAE

dJ. Calvo!, C. Salas!, J.R. Hernandez?, B. Ruiz!, M.C. Conejo?,
M. Armengol}, A. Pascual?® y L. Martinez-Martinez*
1Servicio de Microbiologia, H.U. Marqués de Valdecilla,
Santander. 2Servicio de Microbiologia, H.U. Virgen Macarena,
Sevilla. *Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla.
‘Facultad de Medicina, Universidad de Cantabria.

Objetivos: Evaluar el sistema MicroScan WalkAway (WA)
y su gestor de resultados LabPro (Dade-Behring) para de-

Enferm Infecc Microbiol Clin 2006;24(Espec Congr):1-250 247



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

tectar fenotipos de resistencia a B- lactdmicos de amplio
espectro en aislados clinicos de E. coli (Eco) y K. pneumo-
niae (Kpn).

Métodos: Se han evaluado 146 cepas: 49 Eco y 23 Kpn pro-
ductoras de B- lactamasa de espectro extendido (BLEE, tipos
TEM, SHV o CTX-M), 40 Eco hiperproductores de AmpC
(HAmpC), 14 Kpn BLEE (+) y deficientes en porinas (DP) y
22 Kpn con B- lactamasa plasmidica tipo AmpC (pACBL) de
las que 7 son ademas BLEE (+). Se emplearon paneles Com-
bo Neg 1S, con ceftazidima (CAZ), CAZ+clavulanato (CLV),
cefotaxima (CTX), aztreonam (AZT), cefoxitina (FOX), cefe-
pime (FEP), amoxicilina-CLV (AMC) y piperacilina-tazobac-
tam (PTZ). Sila CMI de CTX o AZT es > 2 y la proporcién de
CMIs CAZ/CAZ-CLV es < 8, LabPro propone pruebas adicio-
nales para detectar BLEE. Las CMIs de referencia se deter-
minaron por microdilucion (MD) (CLSI). La caracterizacién
de las B-lactamasas se realizé por isoelectroenfoque, PCR de
genes bla y secuenciacién de los amplicones. Las proteinas
de membrana externa se estudiaron por SDS-PAGE. Se de-
termino el acuerdo en las CMI y la capacidad de LabPro pa-
ra detectar BLEE.

Resultados: Las CMIs con WA fueron > 2 diluciones meno-
res que con MD para CAZ en 21/91 BLEE, 6/40 HAmpC y
1/22 pACBL; para CTX en 8/91 BLEE, 4/40 HAmpC, 3/22
pACBL y 1/7 BLEE+pACBL; para FEP en 2/91 BLEE y 1/22
pACBL; para FOX en 7/91 BLEE, 6/40 HAmpC y 3/14 DP;
para AMC en 9/91 BLEE, 13/40 HAmpC, 3/22 pACBL y pa-
ra PTZ en 4/91 BLEE, 2/40 HAmpC y 2/7 BLEE+pACBL.
Las CMIs con WA fueron > 2 diluciones mayores que con
MD para CAZ en 2/22 pACBL y 1/7 BLEE+pACBL; para
CTX en 6/91 BLEE, 2/40 HAmpC, 3/22 pACBL y 1/7
BLEE+pACBL; para FEP en 30/91 BLEE, 2/40 HAmpC,
4/22 pACBL y 3/7 BLEE+pACBL y para PTZ en 2/91 BLEE
y 2/22 pACBL. De las 91 cepas BLEE (+) LabPro detect6
BLEE en 49, y propuso pruebas complementarias para de-
tectar BLEE en otras 41 cepas. En 1 cepa no fue capaz de
sospechar presencia de BLEE. En todas las cepas HAmpC y
PACBL propuso la realizaciéon de pruebas adicionales para
descartar BLEE.

Conclusiones: Las CMI de cefalosporinas y AZT obteni-
dos con WA y su evaluacién con LabPro permiten recono-
cer o sospechar la presencia de BLEE en Eco y Kpn. La au-
sencia de un sistema experto dificulta la diferenciacién en-
tre este fenotipo y la pérdida de porinas o la produccién de
AmpC.
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ESTUDIO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DE LA
LISOSTAFINA Y EL PEPTIDO INHIBIDOR RNA III (RIP)
Y LA COMBINACION DE LOS MISMOS CON
ANTIBIOTICOS FRENTE A BIOFILMS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A. Aguinagal!, M.L. Francés!, M. Alonso!, A. Serrera!,

J.L. del Pozo? y J. Leiva!

1Servicio de Microbiologia. 2Area de Enfermedades Infecciosas.
Clinica Universitaria de Navarra. Universidad de Navarra.
Pamplona.

Introduccion: El tratamiento y la erradicacién de las in-
fecciones relacionadas con biomateriales es muy complejo y
frecuentemente requiere la retirada de los mismos. Esto es
debido a la resistencia inherente al desarrollo de bacterias
en biofilm. Una de las tendencias actuales para mejorar el
tratamiento de este tipo de infecciones es estudiar y combi-
nar sustancias capaces de modificar el desarrollo y forma-
cion de biofilm con antibiéticos. La lisostafina, con actividad
endopeptidasa y el péptido inhibidor RNA III (RIP) con ca-
pacidad de inhibir el quorum sensing, son dos de estas sus-
tancias.

Objetivo: Estudiar la actividad de lisostafina y RIP sobre
biofilms de S. aureus, y la combinacién de los mismos con an-
tibidticos.
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Material y métodos: Se determiné la CMI y CME en bio-
films de S. aureus de 48 horas de longevidad a lisostafina
y RIP, y a la combinacién de los mismos con Rifampicina
(Ra), Vancomicina (V), Teicoplanina (T), Cefazolina (Cfz),
Doxiciclina (Dx), Levofloxacino (Lv), Gentamicina (Gn) Li-
nezolid (Lz), Quinupristina-Dalfopristina (QD) y Claritro-
micina (Cla). Se utilizé la técnica del tablero de ajedrez
(Checkerboard) para determinar la actividad antimicrobia-
na, sinérgica o antagonista, de las combinaciones de anti-
biéticos. El estudio se realiz6 por duplicado con dos cepas
clinicas, una sensible a meticilina, SASM, y otra resisten-
te, SARM.

Resultados: Los resultados de sensibilidad de las combi-
naciones de antibi6ticos variaron segin la sensibilidad
antimicrobiana de cada una de las cepas. Asi, frente a la
cepa SARM las asociaciones de lisostafina en concentra-
ciones de su CMI en biofilm (0,00125 mg/mL) con Ra, Dx,
Gn o Cla presentaron sinergia o una clara disminucion de
la CMI al antibiético estudiado. En el caso de la cepa
SASM, la asociacién de lisostafina y Lz o Cla presentaron
una reducciéon de la CMI. La CMI y CME de SARM y
SASM a RIP fue > 0,216 mg/mL. Los resultados de las
combinaciones con distintas concentraciones de RIP reve-
laron una ligera tendencia a la disminucién de la CMI de
la cepa SARM con Ra, Cfz, Lz y Lv y de la CMI de la cepa
SASM con Cfz y Lv.

Conclusiones: La técnica propuesta nos permite estudiar la
actividad de antimicrobianos en la erradicacién del biofilm.
La lisostafina tiene buena actividad frente a biofilms de S.
aureus y potencia la actividad de otros antibiéticos. E1 RIP
no tiene actividad antibacteriana y su combinacién con otros
antibiédticos es poco eficaz.

(Proyecto Instituto Carlos III. Ref.03/1102).
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ACTIVIDAD IN VITRO DE RIFAMPICINA

Y CLARITROMICINA COMBINADOS CON
ANTIBIOTICOS FRENTE A BIOFILMS

DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A. Aguinaga', M.L. Francés?!, A. Serrera', M. Alonso!,

J.L. del Pozo? y J. Leiva!

1Servicio de Microbiologia. *Area de Enfermedades Infecciosas.
Clinica Universitaria de Navarra. Universidad de Navarra.
Pamplona.

Introduccion: La formacion de biofilms constituye la ba-
se patogénica de las infecciones relacionadas con biomate-
riales. El crecimiento de las bacterias en biofilms confiere
una resistencia a los agentes antimicrobianos. Ante la di-
ficultad del tratamiento, varios autores han descrito po-
tenciacién y sinergia en la actividad antimicrobiana cuan-
do se combinan varios antibidticos. El objetivo del estudio
fue determinar la actividad antimicrobiana de distintos
antibiéticos frente a biofilms de S. aureus, y estudiar el
efecto de las combinaciones antibiéticas con Claritromicina
y Rifampicina.

Material y métodos: Se utilizaron 2 cepas de S. aureus for-
madoras de biofilm procedentes de aislamientos clinicos.
Una de las cepas era sensible a meticilina (SASM) y la otra
resistente (SARM). Se generaron biofilms de 48 horas sobre
placas microtitter de poliestireno para determinar la sensi-
bilidad antimicrobiana. Se calcul6 la CMI y la CME de los
biofilms tras 48 horas de contacto con Claritromicina (Cla),
Rifampicina (Ra), Gentamicina (Gn), Doxiciclina (Dx), Van-
comicina (V), Teicoplanina (T), Cefazolina (Cfz), Linezolid
(Lz), Quinupristina-Dalfopristina (QD), y con la combinacién
de los mismos con Cla o Ra. La técnica seleccionada para es-
tudiar la actividad de las combinaciones de antibiéticos fue
la técnica del tablero de ajedrez (Checkerboard) mediante el
calculo de los indices de concentracién inhibitoria fracciona-
da (FIC) e indices de concentracion erradicadora fraccionada
(FEC).
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Resultados: Los antibiéticos que presentaron una buena
actividad frente a ambas bacterias en biofilms fueron T, V,
QD y Lz. La cepa SASM ademés, present6 bajas CMI con Cla
y Gn. En cuanto a la combinacién de antibiéticos, se observé
actividad sinérgica (FEC < 0,5) en la asociacién de Cla-Gn,
en el caso de la cepa SASM y de Cla-Ra, Ra-Gn, Ra-Dx, Ra-
QD, Ra-Cfz, en el caso de la cepa SARM.

Conclusiones: La técnica y el método presentado, son he-
rramientas tutiles para poder estudiar la actividad antimi-
crobiana frente a bacterias en biofilm. Las combinaciones
con Ra son maés eficaces que las combinaciones con Cla para
la erradicacion de biofilms de S. aureus.

Proyecto Instituto Carlos I1I. Ref.03/1102.
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COMPARACION DE LOS SISTEMAS MB/BACT Y MGIT
CON EL SISTEMA RADIOMETRICO BACTEC 460TB
PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD

DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A LOS ANTIMICROBIANOS

M. Garrigé!, L.M. Aragén!, F. Alcaide?, S. Borrell?,

E. Cardenosa?, J.J Galan?, J. Gonzalez?, N. Martin*, C. Moreno!,
M. Salvadé® y P. Coll*

IServicio de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona, 2Hospital Universitari de Bellvitge, *Hospital
Clinic de Barcelona, “Hospital Vall de Hebron, *Hospital del
Mar, Barcelona.

Introduccion: El diagnéstico y la determinacién rapida de
la sensibilidad a los antituberculosos, son esenciales para
optimizar el tratamiento y prevenir la transmisién de la tu-
berculosis. El método de referencia para el estudio de la sen-
sibilidad a los antituberculosos es el de las proporciones. En
medio sélido es una técnica lenta, y el BACTEC 460TB, la
técnica de referencia en medio liquido, tiene la desventaja
de utilizar is6topos radioactivos y ser un sistema no auto-
maético.

Objetivo: Comparar los sistemas no radiométricos,
MB/BacT y MGIT 960, con el BACTEC 460TB, para el estu-
dio de sensibilidad de M. tuberculosis a la Isoniacida (I), Ri-
fampicina (R), Etambutol (E) y Estreptomicina (S).
Materiales y métodos: Cinco servicios de Microbiologia
participaron en la evaluacién de 84 cepas de M. tuberculosis
del archivo de cepas del Grupo de Estudio de Micobacterias
de Barcelona. El estudio de la actividad de I, R, E y S se re-
aliz6 por los sistemas MB/BacT (BioMérieux), MGIT 960 y
BACTEC 460TB (Becton Dickinson) segin las recomenda-
ciones del fabricante. La sensibilidad se definié como la ca-
pacidad de detectar cepas resistentes y la especificidad como
la capacidad de detectar cepas sensibles. Para el analisis es-
tadistico (SPSS) se utilizé6 como indice de concordancia la
Kappa de Cohen (K).

Resultados: MB/BacT vs. BACTEC 460TB. Se observé
una concordancia del 96,4 % (K 0,926) para I, 98,8% (K
0,958) para R, 94% (K 0,749) para E y 91,6% (K 0,726) para
S. La especificidad de MB/BacT para I, R, E y S fue de
94,2%, 98,5%, 98,6% y 100% respectivamente, y la sensibili-
dad fue de 97,9%, 100%, 69,2%, y 63,1%. En total, 16 cepas
fueron discrepantes: 12 falsas sensibles (7 para S, 4 para E
y 1 para I) y 4 falsas resistentes (2 para I, 1 para R y 1 pa-
ra E). MGIT vs. BACTEC 460TB. Se observé una concor-
dancia del 96,4% (K 0,927) para I, 98,8% (K 0,958) para R,
97,6% (K 0,903) para E y 95,2% (K 0,869) para S. La especi-
ficidad de MGIT para I, R, E y S fue de 100%, 98,5%, 100%
y 95,3% respectivamente, y la sensibilidad fue de 93,8%,
100%, 89%, 94,7%. En total 10 cepas fueron discrepantes: 6
falsas sensibles (3 para I, 2 para E y 1 para S) y 3 falsas re-
sistentes (3 para S y 1 para R).

Conclusiones: Ambos métodos no radiométricos presenta-
ron una buena concordancia con el BACTEC 460TB para la
I y R. Esta concordancia fue menor para el E y la S en
MB/BacT.
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PREVALENCIA DE INFECCION POR )
CHLAMYDIA TRACHOMATIS EN UNA POBLACION
DE RIESGO: COMPARACION DE DOS METODOS
DIAGNOSTICOS

C. Martin, G. Gazquez, V. Ortiz de la Tabla, F. Bufiuel

v A. Zorraquino

S. de Microbiologia. Hospital Universitario de San Juan.
Alicante.

Objetivos: Conocer la prevalencia de infeccién por Chlamy-
dia trachomatis en una poblacion de riesgo de la provincia de
Alicante y comparar la rentabilidad diagndstica de dos mé-
todos para su deteccion.

Material y métodos: Se procesaron 780 muestras endocer-
vicales y uretrales de pacientes procedentes de un centro de
ETS, recogidas en trece meses durante los afios 2004 y
2005.Todas ellas se estudiaron en paralelo mediante un mé-
todo de amplificacién genémica (BD Probetec ET®, BD) y otro
de deteccion antigénica mediante inmunoensayo (Clearview
Chlamydia MF®, Unipath Ltd) Se recogieron los datos clini-
cos y epidemiolégicos de las historias de todos los pacientes
positivos.

Resultados: Se obtuvieron 40 muestras positivas mediante
la técnica de amplificacién genémica (39 endocervicales y 1
uretral), lo que resulté6 una prevalencia de infeccién del
5,1%. Sélo 10 muestras fueron positivas por la técnica de de-
teccion de Ag (prevalencia de 1,3%). Todas las muestras po-
sitivas mediante inmunoensayo lo fueron también por am-
plificacion. Las 39 muestras endocervicales positivas proce-
dian de mujeres que ejercian la prostitucién, con una media
de edad de 25 afos (18-39). El 45% de ellas presentaba cer-
vicitis, el 35% vaginitis y/o leucorrea y un 20% eran asinto-
maticas. El tnico vardon positivo presentaba también uretri-
tis gonocdcica.

Conclusiones: La sensibilidad de la técnica de amplifica-
cién de DNA, fue mayor que la deteccién de Ag por inmuno-
ensayo. Los métodos diagnésticos convencionales pueden re-
sultar poco sensibles para el diagnéstico de la infeccién por
Chlamydia trachomatis.
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UTILIDAD DE LA DETERMINACION DE LA
SENSIBILIDAD A OXACILINA O CEFOXITINA PARA
DETECTAR ESTAFILOCOCOS COAGULASA
NEGATIVOS (SCN) RESISTENTES A METICILINA

A. Saez!, B. Ruiz!, J. Agiiero'? y L. Martinez-Martinez!?
1Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla.?Facultad de Medicina. Universidad de Cantabria.
Santander.

Objetivo: Determinar la utilidad del estudio de la sensibili-
dad a oxacilina (OXA) y a cefoxitina (FOX) mediante micro-
dilucién en caldo (MD) y difusién con disco para detectar re-
sistencia a meticilina en SCN.

Material y métodos: Se estudiaron 9 cepas ATCC: S. ho-
minis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S.epidermidis, S.
simulans, S. pasteuri, S. warneri, S. auricularis y S. xylo-
sus, y 165 SCN aislados de muestras clinicas obtenidos en-
tre Octubre 2003-Mayo 2005. Estos ultimos incluian 39 S.
hominis, 35 S. haemolyticus, 30 S. saprophyticus, 28 S. epi-
dermidis, 12 S. lugdunensis, 6 S. schleiferi, 5 S. caprae, 4 S.
simulans, 2 S. pasteuri, 2 S. warneri y 2 S. capitis, y se iden-
tificaron con pruebas bioquimicas convencionales y por se-
cuenciaciéon del gen 16S rDNA. La sensibilidad a OXA y
FOX se determiné por difusién con disco y por MD (normas
CLSI). Como método de referencia se detect6 mecA por PCR
especifica. Se definieron errores maximos [EMx: mecA (+) y
sensibilidad por el método evaluado], errores mayores
[EMy: mecA (-) y resistencia con el método evaluado] y erro-
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res menores [EMe: mecA (+ 6 -) e intermedio con el método
evaluado].

Resultados: En conjunto, los errores para OXA en disco-MD
fueron: 1,8%-0,6% de EMx, 15,7%-20% de EMy y 0%-0% de
EMe. Para FOX estos valores fueron de 2,4%-1,2% de EMx,
1,2%-0% de EMy y 0%-8,5% de EMe. Sélo se observaron EMx
para cepas clinicas de S. hominis y S. epidermidis. Para S.
hominis y difusién con disco los EMx fueron del 7,7% para
OXA y del 2,6% para FOX, mientras que para MD los EMx
fueron del 2,6% para OXA y del 0% para FOX. Para S. epi-
dermidis no se observaron EMx con OXA; con FOX los EMx
fueron del 10,7% para difusiéon con disco y 7,1% para MD. Los
EMy mas frecuentes ocurrieron con S. saprophyticus (OXA:
83,3% con disco y 100% con MD; FOX: 6,7% con disco).
Conclusiones: Para los SCN estudiados los porcentajes de
errores maximos con discos de OXA y FOX y de errores ma-
yores con disco y MD de OXA son inaceptables, aunque el
analisis por especies indica la posible utilidad de estos méto-
dos. Para S. saprophyticus y S. hominis la MD con FOX es el
unico método valido, ya que con el resto se producen porcen-
tajes de errores mayores y de errores maximos inaceptables.
Para S. epidermidis es preferible utilizar MD o discos con
OXA.
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EVALUACIQN DE DOS ENSAYOS COMERCIALES PARA
EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA BORRELIOSIS
DE LYME

A. Portillo!, E. Chaparro?, J.A. Oteo?, I. Jado?, P. Anda?,
R. Escudero?

Area de Enfermedades Infecciosas, Hospital de La Rioja,
Logrorio. 2Laboratorio de Espiroquetas y Patégenos Especiales,
Servicio de Bacteriologia, Centro Nacional de Microbiologia
(ISCIID), Madrid.

Objetivo: El diagndstico serolégico de la borreliosis de Lyme
(BL) se realiza de manera rutinaria en los laboratorios me-
diante la utilizacion conjunta de un test de cribado seguido
de un método confirmatorio.

Algunos de los ensayos de inmunoblot disponibles comercial-
mente han mejorado el rendimiento mediante la incorpora-
cion de péptidos sintéticos. Por otra parte, estudios recientes
proponen una simplificacién mediante el uso de un dnico test
de ELISA, que utiliza el péptido sintético VISE C6 como an-
tigeno. El objetivo de este estudio fue la comparacién de los
valores de sensibilidad y especificidad de dos ensayos co-
merciales para el diagnéstico serolégico de 1la BL.

Material y métodos: Se compararon los siguientes ensayos
comerciales: Quick ELISA C6 Borrelia de Immunetics, y Eu-
roline-WB de Euroimmun. Ambos incluyen extracto puro de
Borrelia afzelii junto con antigeno recombinante basado en
VIsE. Se estudiaron un total de 65 pacientes con BL, de los
cuales 43 presentaban manifestaciones clinicas correspon-
dientes a la Fase I de la enfermedad (Grupo 1) y 22 corres-
pondian a la Fase II o III (Grupo 2). Para evaluar la especi-
ficidad de cada método, se estudiaron 58 pacientes adiciona-
les (Grupo 3), incluyendo 22 pacientes con sifilis, 10 con
infeccion por virus Epstein-Barr, 13 con infecciéon por HIV y
13 con Fiebre Q.

Resultados: Ambos métodos mostraron la misma sensibili-
dad en el Grupo 1 (59%). La sensibilidad en el Grupo 2 varié
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entre un 82 y un 91%. La especificidad para el ELISA C6 fue
del 97%, superior a la de Euroline-WB si se incluyen los re-
sultados borderline (90%).

Conclusiones: Ambos métodos mostraron una buena corre-
lacion. Euroline-WB muestra buen rendimiento como méto-
do confirmatorio, mientras que Quick ELISA C6 es un can-
didato prometedor como test dnico para cribado y confirma-
cion del diagnéstico serologico de la BL.
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EVALUACI()N DE CUATRO INMUNOENSAYOS PARA LA
DETECCION DE ANTICUERPOS TOTALES DE |
TREPONEMA PALLIDUM EN EL CRIBADO DE SIFILIS
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Real, Cddiz.

Introduccién: La sifilis puede ser transmitida por contacto
sexual o transfusién sanguinea. La gravedad de la enferme-
dad esta condicionada por el riesgo de sus complicaciones y
las posibilidad de desarrollar infecciones congénitas. El diag-
nostico de laboratorio estd basado en tests serolégicos y los
inmunoensayos son ampliamente utilizados como métodos
de screening debido a su alta sensibilidad y facil automati-
zaciéon. En este estudio se comparan cuatro técnicas de de-
teccién de anticuerpos totales frente a Treponema pallidum
frente a un panel de muestras seleccionadas.

Material y métodos: El protocolo utilizado en nuestro la-
boratorio incluye un inmunoensayo para la deteccién de an-
ticuerpos especificos totales (IgG+IgM). Las muestras reacti-
vas son confirmadas mediante TPHA y los resultados dis-
crepantes son resueltos mediante inmunoblotting. Con este
procedimiento fueron seleccionadas 440 muestras séricas de
las cuales 254 eran catalogadas como positivas y 186 como
negativas. Los inmunoensayos evaluados fueron Enzygnost
Syphilis (Dade Behring), Bioelisa Syphilis 3.0 (Biokit), Liai-
son Syphilis (Diasorin) y Architect Syphilis (Abbott). Todos
ellos detectan anticuerpos totales frente a Treponema palli-
dum.

Resultados: En las 254 muestras positivas todas las técni-
cas mostraron resultados positivos en todos los sueros ex-
cepto Liaison Syphilis que present6 4 muestras con resulta-
do negativo. Estas cuatro muestras eran TPHA negativas y
tuvieron que ser confirmadas por inmunoblotting. En las 186
muestras negativas Bioelisa y Liaison no detectaron ningu-
na positividad falsa, sin embargo Enzygnost y Architect tu-
vieron cada una de ellas un resultado positivo en dos mues-
tras distintas. Sensibilidad, especificidad y valores predicti-
vos positivo y negativo fueron respectivamente en
porcentajes: 100/99,4/99,6/100 para Enzygnost y Architect,
100/100/100/100 para Bioelisa y 98,4/100/100/97,8 para Liai-
son.

Conclusiones: Las cuatro técnicas evaluadas muestran re-
sultados 6ptimos para el screening de sifilis. Los resultados
de Bioelisa son excelentes aunque su disefio convencional y
soporte en microplaca le hacen adecuado para cargas de tra-
bajo moderadas, al igual que Enzygnost. La rapidez y auto-
matizacién de Liaison y Architect le hacen recomendables en
laboratorios con rutinas elevadas.




