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RESUMEN

Introduccion: Descripcion clinicay epidemiolégica de un brote en una unidad de cuidados intensivos (UCI)
causado por Enterobacter cloacae complex multirresistente productor de una [3-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) tipo CTX-M-9.
Meétodos: Se realiz6 un estudio retrospectivo de las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas del brote
causado por E.cloacae complex. La identificacién y estudio de sensibilidad de las cepas fueron reali-
zados mediante el sistema semiautomatico BD Phoenix™, y la caracterizacién de la BLEE, por PCR y
secuenciacion. La tipificacion molecular se realiz6 mediante electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE).
Resultados: Durante febrero de 2014, 6 pacientes (50% mujeres; media de edad: 61,5 afios; rango de edad:
44-76 afios) ingresados en la UCI del Complejo Hospitalario de Pontevedra (CHOP) presentaron aisla-
mientos de E. cloacae complex resistente a cefalosporinas de amplio espectro. Tres pacientes desarrollaron
infeccién; uno presenté bacteriemia primaria y shock séptico, y 2 neumonia asociada a ventilacién meca-
nica. En los 3 casos restantes los aislamientos de E. cloacae complex se consideraron colonizacién. El
analisis fenotipico y genotipico revelé que todos los aislados presentaban el mismo perfil por PFGE y
que portaban la misma BLEE del tipo CTX-M-9. El brote se controlé mediante la mejora de las medidas
universales y el aislamiento de contacto de los pacientes infectados y/o colonizados.
Conclusion: Se describe desde un punto de vista clinico y epidemiolégico un brote de E. cloacae complex
portador de CTX-M-9 en una UCL
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Outbreak of multidrug-resistant CTX-M-9-producing Enterobacter cloacae
complex in an intensive care unit

ABSTRACT

Introduction: Clinical and epidemiological description of an outbreak in an intensive care unit (ICU) caused
by a strain of multidrug-resistant Enterobacter cloacae complex carrying a CTX-M-9-type extended-
spectrum [3-lactamase (ESBL).

Methods: A retrospective study of the clinical and epidemiological features of the outbreak caused by
E. cloacae complex was performed. Identifying and studying the sensitivity of the strains were perfor-
med using the semi-automated system BD Phoenix™, and the characterisation of ESBL using PCR and
sequencing. Molecular typing was performed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
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Results: During February 2014, 6 patients (50% women; mean age: 61.5 years; age range: 44-76 years)
admitted to the ICU of the Hospital of Pontevedra (CHOP) presented resistant E. cloacae complex isolates
to extended-spectrum cephalosporins. Three patients developed infection; one had primary bacteraemia
and septic shock, and 2 with ventilator-associated pneumonia. In the remaining three cases E. cloacae
complex isolates were considered as colonisation. Phenotypic and genotypic analysis revealed that all
isolates had the same PFGE profile and carried the same CTX-M-9 ESBL. The outbreak was controlled by
improving universal precautions and contact isolation of patients infected and/or colonized.
Conclusion: The clinical and epidemiological features of an outbreak in an ICU caused by E. cloacae complex
carrying CTX-M-9 are described.
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Introduccion

Enterobacter cloacae es un microorganismo ubicuo en la natu-
raleza que forma parte de la flora intestinal en humanos, y en los
altimos afios se ha convertido en un importante patégeno asociado
a infecciones de origen nosocomial, principalmente bacteriemia,
infeccion respiratoria, del tracto urinario y abdominal. La coloni-
zacion de distintos dispositivos de uso hospitalario, favorecida por
su capacidad de formar biopeliculas, constituye un factor de espe-
cial relevancia en su relacién con brotes, sobre todo en unidades de
cuidados intensivos (UCI) neonatales’.

La resistencia natural de este microorganismo debido a la pre-
sencia de AmpC cromosémica, asi como la capacidad de adquirir
[3-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) plasmidicas, consti-
tuye un problema afiadido en el manejo terapéutico. La produccién
de BLEE en E. cloacae es menos prevalente que en Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae, asi como su asociacién a brotes?. Las
enzimas del tipo CTX-M, actualmente predominantes en E.coli y
K. pneumoniae, también han sido descritas en E. cloacae®. En con-
creto, CTX-M-9 se encuentra entre las BLEEs mas frecuentes en
Espafia, con CTX-M-14, CTX-M-15 y SHV-124.

En este estudio se analizan las caracteristicas clinicas y epide-
miolégicas de un brote causado por una cepa de E. cloacae complex
multirresistente portadora de una BLEE tipo CTX-M-9 en una UCI de
adultos del Complejo Hospitalario de Pontevedra (CHOP) durante
febrero de 2014.

Material y métodos
Caracteristicas del hospital

El CHOP es un hospital universitario de tercer nivel, de 621
camas, localizado en Pontevedra, Espafia, y da cobertura sanita-
ria a una poblacién de 225.739 habitantes. La UCI consta de 10
camas para pacientes criticos adultos, a excepcién de los pacientes
de cirugia, que son atendidos en otra unidad.

Definicion y periodo de estudio

Se estudiaron todos los aislamientos clinicos de E. cloacae com-
plex registrados en la UCI durante el mes de febrero de 2014.
Previamente a la deteccion del caso indice objeto de este estudio,
se habian aislado de forma esporadica y en distintas unidades hos-
pitalarias cepas de E. cloacae complex con un patrén de resistencia
similar (39 casos en pacientes hospitalizados durante los 4 afios
previos al brote, 2010-2013), pero no se llev6 a cabo el estudio
genotipico del mecanismo de resistencia por no constituir ningin
brote. El caso indice del brote fue una mujer de 70afios ingre-
sada en la UCI del CHOP que sufrié un shock séptico por E. cloacae
complex multirresistente aislado en un hemocultivo tras 28 dias
de ingreso, falleciendo a las 24 h del inicio del cuadro séptico.
Durante los 17 dias siguientes se produjeron 5 casos de infeccién y/o

colonizacién por E. cloacae complex con el mismo perfil de resis-
tencia en pacientes de la misma unidad. Los datos clinicos fueron
obtenidos a partir de la base de datos clinicos del hospital (IANUS),
que es comin a todos los hospitales pertenecientes al Servicio
Gallego de Salud (SERGAS).

Medidas de control de la infeccion

Una vez detectado el caso indice, el Servicio de Medicina Pre-
ventiva realiz6 una evaluacién inicial, tras la cual se adoptaron
medidas de aislamiento de contacto y se tomaron muestras perié-
dicas semanales a todos los pacientes con aislamientos clinicos
de E.cloacae complex multirresistente hasta el alta hospitalaria,
el traslado de unidad o su negativizacién. En total se recogieron
22 muestras de control correspondientes a exudados faringeos y
rectales que se cultivaron en placas de MacConkey, detectandose
2 portadores rectales de E.cloacae complex multirresistente. No
se realiz6 estudio de portadores al resto de los pacientes de la
UCI ni al personal sanitario, ni se realizaron estudios microbio-
légicos de muestras ambientales por no considerarse necesarias
al detectarse deficiencias en las medidas universales que fueron
convenientemente resueltas segin el protocolo de actuacién de
nuestro centro®. De forma adicional, se realiz6 una campaiia de
refuerzo sobre las medidas de higiene estandar, que incluyé el
lavado adecuado de manos entre el personal sanitario relacio-
nado con la UCI, lo que contribuyé de forma eficaz al control
del brote. El final del brote se determiné a partir del momento
en que se detect6 el Gltimo paciente infectado/colonizado por
E. cloacae complex multirresistente. El estado de infeccién o colo-
nizacion fue determinado segiin los criterios modificados del
CDC/NHSNS.

Estudio microbioldgico

Muestras clinicas

Las muestras clinicas de los pacientes implicados en el brote
corresponden a una muestra de sangre, 4 broncoaspirados (BAS)
y un lavado broncoalveolar (BAL). Dos de los BAS se recogieron a
través del tubo endotraqueal empleado en ventilacién mecanica
invasiva; los otros 2 BAS y el BAL se recogieron mediante fibro-
broncoscopio con intervalos de 7 y 9dias entre ellos, ya que los
pacientes se encontraban en el momento de toma de la muestra
con ventilacién no invasiva.

Cepas bacterianas y determinacién de sensibilidad a antibiéticos

Las muestras clinicas en las que se aisl6 E. cloacae complex se
procesaron segin los métodos convencionales. La identificacién y
el estudio de sensibilidad de las cepas fueron realizados mediante
el sistema semiautomatico BD Phoenix™ (Becton Dickinson, Bios-
ciences), empleando paneles NMIC/ID-86 para microorganismos
gramnegativos. Los criterios de interpretacién de sensibilidad uti-
lizados fueron EUCAST.
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Estudio fenotipico para la deteccion de B-lactamasas de espectro
extendido y carbapenemasas

Todas las cepas de E. cloacae complex aisladas en pacientes de
la UCI durante el periodo de estudio presentaron CMI > 2 mg/I para
cefepimay activacién del pocillo de deteccién de BLEE en el sistema
semiautomatico BD Phoenix™, porlo que se comprobd la presencia
de BLEE mediante E-test con cefepimay cefepima/acido clavulanico
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) y técnica de doble inhibicién
con discos de cefepima y amoxicilina/acido clavulanico. Se estudié
la produccién de carbapenemasas en aquellos aislamientos con una
CMI > 0,5 mg/l para ertapenem mediante el test de Hodge modifi-
cado con disco de ertapenem mas cloxacilina (600 g) (cepa E. coli
ATCC 25922) y el método colorimétrico CarbaNP?. La inhibicién de
la actividad carbapenemasa se estudié comparando los halos de
inhibicién de los discos de ertapenem, ertapenem con EDTA (10 .l
de una solucién 0,5 M), ertapenem con &cido fenilborénico (400 p.g)
y ertapenem con cloxacilina (600 pg)°.

Caracterizaciéon molecular de -lactamasas de espectro extendido
y carbapenemasas

Se estudi6 la presencia de genes codificantes de BLEE (blasyy,
blacrx-m Y blatgm) y de carbapenemasas (blagxa-as, blagpc, blayiv,
blayp, y blanpy) mediante amplificacién de ADN por PCR con ini-
ciadores especificos y posterior secuenciacién!®!!,

Epidemiologia molecular

La relacion genética entre los aislados de E.cloacae complex
incluidos en el estudio se determiné mediante pulsed-field gel elec-
trophoresis (PFGE) tras digestion del ADN total con la enzima de
restriccién Xbal.

Resultados
Caracteristicas clinicas, tratamiento y evolucion

Durante el mes de febrero de 2014 se detectaron en la UCI del
CHOP 6 pacientes (50% mujeres; media de edad: 61,5 afios; rango
de edad: 44-76 anos) infectados y/o colonizados por E. cloacae com-
plex con un patrén de multirresistencia similar, incluida resistencia
a cefepima, que no constituia parte de la epidemiologia previa del
hospital. El periodo medio de estancia en la UCI de estos pacientes
antes del aislamiento de E. cloacae complex fue de 17,7 dias (rango:
7-29 dias). Las caracteristicas clinicas de estos pacientes se detallan
en la tabla 1.

El primero de los pacientes, considerado el caso indice, ingresé
en la UCI con un cuadro de encefalitis herpética e insuficiencia
respiratoria, por lo que recibié ventilacién mecanica continua inva-
siva durante todo el periodo que permanecié hospitalizado. A los
28 dias del ingreso presentd bacteriemia primaria por E.cloacae
complex y shock séptico con evolucién fatal. No tenia anteceden-
tes de procesos infecciosos previos, viajes, ni asistencia sanitaria en
otro hospital. En los 5 casos restantes los aislamientos de E. cloacae
complex procedieron de muestras respiratorias, 4 broncoaspirados
(BAS) y un lavado broncoalveolar (BAL), de los cuales 2 se diagnos-
ticaron como neumonia asociada a ventilacion mecanica (PNU2)
y 3 como colonizacién, segtn criterios del CDC/NHSN®. El tiempo
medio de ventilacién mecénica fue de 17,7 dias (rango: 7-29 dias).
Ademas, 3 de los 6 pacientes implicados en el brote también pre-
sentaron infeccién de orina, de tdlcera sacra y de catéter venoso
central. Todos los pacientes presentaban comorbilidades y diver-
sas patologias de base, que incluian sondaje permanente, obesidad,
hipotiroidismo, hepatopatia alcohélica, esplenectomia, enferme-
dad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), hipertensién arterial y
diabetes mellitus tipo 2. En 2 de los 6 pacientes se mantuvo el estado
de portador hasta el alta hospitalaria. Tres pacientes fueron tratados

Tabla 1

Caracteristicas clinicas de los pacientes con aislamientos de Enterobacter cloacae complex incluidos en este estudio

Evolucién

Mecanismo PFGE

Tratamiento
antibidtico

Ventilacién
mecanica

Estancia UCI

Colonizacién/Infeccion

Fecha 1."

Servicio

Muestra

Proceso

Edad Sexo

Aislado

resistencia

aislamiento
3/02/2014

infeccioso

Muerte

IMP + AMK
AMK

28 dias
25 dias
6 dias

28 dias
25 dias
7 dias

Infeccion

ucl

Sangre

Shock séptico

Mujer

70
44

Curacién

P1

CTX-M-9

Infeccidn, infeccién

4/02/2014

ucl
ucl
ucI

BAS, tlcera

toria
toria
toria
toria
toria
toria
toria

6n respira

Curacién

P2

OXA-48

MER + AMK
IMP

Colonizacién, infeccién

Infecciéon

5/02/2014

BAS, catéter

BAS

6n respira

Curacion

P1

CTX-M-9

7 dias

7 dias

7/02/2014

6n respira

Curacién

P1
P1

CTX-M-9

MER
AMK
AMK
MER

10 dias
7 dias

10 dias
7 dias

Colonizacién

11/02/2014
18/02/2014
20/02/2014

BAL ucl

6n respira

Curacién

CTX-M-9

Colonizacion, infeccién

ucl
ucI

BAS, catéter
BAS, orina
B

6n respira

Curacion

P1

CTX-M-9

29 dias

29 dias
1dia

Colonizacién, infeccién

Infeccion

6n respira

Curacion

P1

CTX-M-9

20/02/2014

MI

AL

6n respira

Infecc

Varén
Varén
Varén
Mujer

Infecc
Infecc
Infecc

57

3b

65

76
54

Infecc

Varén
Mujer

Infecc
Infecc

60
55

Varén

gb

AMK, amikacina; BAL, lavado broncoalveolar; BAS, broncoaspirado; IMP, imipenem; MER, meropenem; MI, Medicina Interna; UCI, Unidad de Cuidados Intensivos.

2 No se pudo determinar por falta de viabilidad de la cepa.

b Aislamientos no relacionados con el brote.
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Figura 1. Imagen de PFGE que muestra la relacion genética de los aislados de Ente-
robacter cloacae complex. Las lineas 2, 4-8 corresponden a los aislamientos de la cepa
portadora de CTX-M-9, y la linea 3 corresponde al aislamiento de la cepa portadora
de OXA-48.

con amikacinay 2 pacientes con un carbapenem, con éxito terapéu-
tico en todos ellos. En el caso indice se inicié una terapia combinada
con imipenem y amikacina, pero la rapida evolucién impidié com-
probar su eficacia (tabla 1). La mortalidad asociada al brote fue del
16,67% (1/6).

Durante el periodo de estudio se detectaron otros 2 aislamientos
de E. cloacae complex resistentes a cefepima. Uno de ellos, con el
mismo perfil de resistencia y perfil de PFGE que los detectados en
la UCI, se aislé en un BAL de un paciente ingresado en el servicio
de Medicina Interna, aunque no se pudo establecer una relacién
epidemiolégica clara con el brote. El otro aislamiento se produjo en
un paciente de la UCI con un perfil de resistencia diferente al resto
(sensibilidad a aminoglucésidos, fluoroquinolonas y cotrimoxazol).
Este tltimo paciente también present6 infeccion de catéter venoso
central (tabla 1).

Medidas de control de la infeccion

LaUCI del CHOP durante el mes de febrero de 2014 tuvo una ocu-
pacion media del 103,6%, lo que motivoé la existencia de pacientes
ectépicos, y en este periodo se produjeron 23 ingresos (16 ingre-
sos externos y 7 traslados internos) con una incidencia de E. cloacae
complex productor de BLEE del 26,09%. Durante el periodo de estu-
dio se produjo un cambio de personal, lo que pudo contribuir a
un menor rigor en las medidas de higiene habituales en la unidad.
Tras las precauciones adoptadas, que incluyeron medidas de aisla-
miento de contacto, mejoras en la higiene de manos mediante el
uso de solucién alcohdlica antes y después de la atencién a cada
paciente, y refuerzo de las precauciones estandar, se consigui6
detener el brote en 3 semanas.

Epidemiologia molecular

El andlisis de los resultados de PFGE mostré la presencia de un
pulsotipo predominante (P1) en 5 de los aislamientos de la UCI y
el de Medicina Interna, que presentaron un mismo perfil de anti-
biograma (fig. 1). El otro aislamiento de la UCI con el mismo perfil

de antibiograma correspondiente al caso indice no pudo ser ana-
lizado por falta de viabilidad de la cepa, aunque mostré el mismo
fenotipo bioquimico y de sensibilidad antibiética que los aislados
del pulsotipo P1.

Laceparestante de laUCI con un perfil diferente de antibiograma
pertenecia a un pulsotipo diferente (P2).

Determinacién de sensibilidad a antibiéticos y caracterizacion de
mecanismos de resistencia

El estudio de sensibilidad a antibi6éticos mostré que todos los
aislados de E.cloacae complex del pulsotipo P1 eran resistentes
a ampicilina, piperacilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefota-
Xima, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacino, levofloxacino y
cotrimoxazol, y sensibles a amikacina, imipenem, meropenem y
colistina. Ademas presentaron sensibilidad intermedia a ceftazi-
dimay cefepima, y sensibilidad variable a piperacilina/tazobactam,
aztreonam y ertapenem; la CMI de piperacilina/tazobactam vari6
entre 8/4mg/l (sensible) y >16/4 mg/l (resistente), la CMI de
aztreonam varié entre 4mg/l (sensibilidad intermedia) y 8 mg/l
(resistente), y la CMI de ertapenem vari6 entre 0,5 mg/l (sensible)
y 1 mg/l (sensibilidad intermedia). El estudio fenotipico y genoti-
pico de estos aislamientos demostr6 la presencia de una BLEE tipo
CTX-M-9 y la ausencia de carbapenemasas.

La cepa del pulsotipo P2, a diferencia del pulsotipo predomi-
nante P1, se mostré sensible a aminoglucésidos, fluoroquinolonas
y cotrimoxazol, pero fue positiva para el test de Hodge y el CarbaNP,
demostrandose la presencia del gen blagxa-4g mediante PCR.

Discusion

E. cloacae constituye un patégeno asociado a la infeccién hospi-
talaria de especial importancia, dada su capacidad de desarrollar
resistencia en el curso de los tratamientos. Los tltimos datos
publicados en Espafia de prevalencia de resistencias en E. cloacae
comprenden un periodo de 12 afios (1989-2000), mostrando un
0,4% de BLEEs'2. A raiz de este brote, se llevé a cabo en nuestra
area sanitaria un estudio retrospectivo de la epidemiologia local
de E.cloacae complex con sensibilidad intermedia o resistente a
cefepima (CMI > 2 mg/1). En el periodo comprendido entre el 1 de
eneroy el 30 de septiembre de 2014 (que incluye el brote de la UCI,
objeto de este estudio) se produjeron 120 aislamientos de E. cloacae
complex en toda el area sanitaria, de los cuales 67 (55,83%) fueron
de origen hospitalario o estaban relacionados con cuidados sani-
tarios, mientras que 53 (44,17%) se produjeron en pacientes de la
comunidad. De todos los aislamientos, 17 presentaban CMI >2 mg/1
para cefepima, pudiendo ser debido a hiperproduccién de AmpC
cromosémica y/o presencia de BLEE, lo que supone un 14,17%. De
todos estos aislamientos, un 22,39% (15/67) eran de origen hospi-
talario o asociados a cuidados sanitarios, mientras que solamente
un 3,77% (2/53) fueron de origen comunitario. Entre los afios 2010
y 2013, el porcentaje medio de aislamientos de E. cloacae complex
con este perfil de resistencia fue del 10,53%, siendo la incidencia de
infecciones de origen hospitalario del 16,66%.

Las BLEEs tipo TEM y tipo CTX-M son las mas frecuente-
mente asociadas a E.cloacae. El tipo CTX-M-9 en E.cloacae ya
habia sido descrito previamente en Polonia'3, Asia'4, Espafia'®>-20,
Reino Unido?!22, Corea?3-27, Estados Unidos?®, Tnez2%, Francia3?,
Holanda®!, Alemania32, Taiwan33, China®#3° y Brasil>®, siendo una
de las mas frecuentes junto con la CTX-M-15 y la CTX-M-3. Pode-
mos ver que en Espaiia es donde mas casos se han registrado de
E. cloacae portador de CTX-M-9.

A pesar del predominio de CTX-M-9 en E. cloacae, solo se ha des-
crito un brote por este tipo de BLEE en una UCI cardiotoracica en el
Hospital de Bellvitge (Barcelona) en el afio 2005'?. Se han descrito
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Tabla 2

Revisién de los brotes descritos por Enterobacter cloacae productor de BLEE tipo CTX-M
Publicacion Autor Afio publicacién Lugar del brote Pais Afio aislamiento Tipo BLEE
1 Pasanen®’ 2014 Cirugia pediatrica Finlandia 2007-2008 CTX-M-15
2 Oteo’ 2013 UCI neonatal Espaiia 2010-2011 CTX-M-15
3 Manzur'? 2007 UCI cardiotoracica Espafia 2005 CTX-M-9
4 Moriguchi?® 2007 Area pediatrica Japén 2002-2003 CTX-M-3

otros brotes causados por E. cloacae productor de BLEE tipo CTX-M
distintos a CTX-M-9, afectando en todos ellos a poblacién infantil:
2 brotes por CTX-M-15 en una unidad de cirugia pediatrica en un
hospital infantil finlandés3? y en una UCI neonatal en Espafia®, y un
brote por CTX-M-3 en un area de pediatria en un hospital de Japén38
(tabla 2). En nuestro caso, se describe el primer brote de E. cloacae
complex portador de CTX-M-9 en una unidad de criticos no qui-
rargica, estando asociado en la mayoria de los casos a infeccién o
colonizacién respiratoria.

Los carbapenems constituyen una opcién terapéutica de pri-
mera linea de las infecciones causadas por E.cloacae, tanto en
aquellas cepas hiperproductoras de AmpC (en las que la cefepima
podria ser una alternativa) como en las que presentan BLEE>, Sin
embargo, la aparicion de resistencias a carbapenems por diferentes
mecanismos, como metalo-f-lactamasas (MBL) o enzimas OXA-
4840 (igual que la detectada en el periodo de estudio), amenaza
el papel terapéutico de las mismas en dichas infecciones. Hay que
sefialar que la produccién de carbapenemasas es poco frecuente en
E. cloacae, aunque hay una creciente preocupacion por su apariciéon
y surapida diseminacién’#!. En el caso de nuestro brote, amikacina
fue el tratamiento de eleccién en la mayor parte de los casos, y en
segundo lugar los carbapenems.

En resumen, en este estudio se describe un brote causado por
E. cloacae complex multirresistente portador de una BLEE de tipo
CTX-M-9 en una UCI de adultos no relacionada con cirugia, a
diferencia del brote previamente publicado'®. Por otro lado, la pre-
sencia de una cepa no relacionada con el brote y productora de
0OXA-48 constituye un reflejo de la actual situacién de diseminacién
de mecanismos de resistencia entre especies, que estan cambiando
de forma creciente la epidemiologia en Enterobacteriaceae.

El abordaje de este brote se realizé desde 2 aspectos: la mejora
de las medidas higiénicas estandar y el tratamiento antibidtico diri-
gido. Sin embargo, la evidencia del incremento en la prevalencia
de cepas de E. cloacae complex multirresistentes apoya la necesi-
dad de controlar su presencia y tomar las medidas de vigilancia
epidemiolégica adecuadas para evitar su diseminacion.
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