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INTRODUCCION. Descripcion de los aspectos demograficos de
un estudio prospectivo multicéntrico sobre aislamientos
de Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), realizado en
Espana durante el periodo de marzo a junio de 2000.
MEeTopos. En el estudio participaron 40 hospitales, que
recogieron 352 cepas de E. coliy K. pneumoniae con
fenotipos compatibles con la produccion de BLEE. Se
relleno para cada aislamiento un formulario de datos
clinicos y demograficos. Las cepas se enviaron a un centro
coordinador donde se comprobd la identificacion y la
sensibilidad (microdiluciéon, normas del National
Committee for Clinical Laboratory Standars [NCCLS]).
ResuLTADOS. Se identificaron 240 cepas productoras de
BLEE, incluyendo 170 E. coliy 70 K. pneumoniae. Se
aislaron cepas de E. coliy K. pneumoniae BLEE (+) en 33 y
17 de los 40 hospitales participantes, respectivamente.

E. coli BLEE (+) supuso entre el 0 y el 2,4% del total de E. coli
aislados en los hospitales participantes. En el caso de

K. pneumoniae este rango oscilé entre el 0 y el 16,7%.

El 51% de las cepas de E. coli BLEE (+) se aislaron en
muestras extrahospitalarias. El 93% de las cepas de

K. pneumoniae BLEE (+) se aislaron en muestras
intrahospitalarias. Los aislamientos de E. coli BLEE (+)
provenian principalmente de medicina y cirugia, mientras
que los de K. pneumoniae provenian de la unidad de
cuidados intensivos (UCI) y pediatria. Las cepas de E. coliy
K. pneumoniae se aislaron con mas frecuencia en muestras
de orina. Los rangos en anos de los pacientes con E. coliy
K. pneumoniae BLEE (+) fueron 0-93 y 0-83,
respectivamente, y las medianas 58 y 1, respectivamente
(64 y 53 excluyendo los casos pediatricos).
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ConcLusioNEs. Se han identificado cepas de E. colio

K. pneumoniae BLEE (+) en el 90% de los hospitales
participantes. En términos absolutos, E. coli BLEE (+) es
mas frecuente que K. pneumoniae BLEE (+), aunque este
ultimo fue mas prevalente en nuestro estudio. El 51% de

E. coliproductores de BLEE son de origen extrahospitalario.

Palabras clave: E. coli. K. pneumoniae. Betalactamasas de
espectro extendido.

Extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae in spanish hospitals (GEIH-BLEE
Project 2002)

INTRODUCTION. To describe demographic aspects of a
prospective multicentric nationwide study on Escherichia
coli and Klebsiella pneumoniae producing extended
spectrum B-lactamases (ESBL) in Spain, between March
and June 2000.

MEeTHoDS. 352 E. coli and K. pneumoniae strains showing a
phenotype compatible to ESBL production were collected
from 40 Spanish Hospitals. A form with demographic and
clinical data was filled for every isolate. Identification and
susceptibility testing (microdilution, NCCLS guidelines)
were performed in a reference centre.

ResuLTs. 240 strains (170 E. coli and 70 K. pneumoniae)
produced ESBL. E. coli ESBL (+) strains were isolated in
33 out of 40 participating hospitals, whereas K. pneumoniae
were isolated in 17 hospitals. E. coli ESBL (+) prevalence
ranged from 0% to 2.4% and K. pneumoniae ESBL (+) from
0% to 16.7%. Fifty-one percent of E. coli ESBL (+) were
from outpatients, whereas 93% of K. pneumoniae ESBL (+)
were from inpatients. E. coli ESBL (+) were mainly
collected from Medicine and Surgery wards and K.
pneumoniae from ICU and Paediatrics. ESBL (+) strains
were isolated more frequently from urine samples.
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Patients’ ages ranged from 0 to 93 years for E. coli (median
58 years) and 0 to 83 years for K. pneumoniae (median:

1 year). Paediatric cases excluded, these median values
were 64 and 53 years, respectively.

ConcLusions. E. coliand K. pneumoniae ESBL (+) were
identificated in 90% of the participating hospitals.
Although E. coli was more frequently isolated than

K. pneumoniae, production of ESBL was more prevalent in
K. pneumoniae. Fifty-one percent of ESBL producing E. coli
were isolated from outpatients.

Key words: E. coli. K. pneumoniae. Extended spectrum
betalactamase.

Introduccion

En los ultimos afios se ha descrito un incremento en el
aislamiento de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
posiblemente relacionado con el uso generalizado de
cefalosporinas de amplio espectro'. Desde 1983, afio de
aparicion de la primera cepa productora de BLEE, estos
microorganismos se han ido describiendo en diferentes
partes del mundo. Ademads de conferir resistencia a todos
los betalactdmicos, excepto cefamicinas y carbapenemas?,
los plasmidos que codifican las BLEE contienen, con
frecuencia, otros genes de resistencia para distintos
antimicrobianos, como aminoglucésidos, tetraciclinas y
cotrimoxazol?*. Ademds, por razones poco conocidas, las
cepas BLEE (+) son més frecuentemente resistentes a
quinolonas que las cepas no productoras de BLEE'5. Todo
ello determina que las opciones terapéuticas para las

infecciones causadas por bacterias que producen BLEE
sean muy limitadas.

Se han realizado numerosos estudios locales, nacionales
o supranacionales en diferentes paises, para determinar la
incidencia de cepas BLEE (+).

Es posible que la incidencia de cepas productoras de
BLEE haya estado infravalorada en numerosos paises,
debido a las limitaciones de los sistemas automaticos para
la determinacién de la sensibilidad para la deteccién de
estas cepas. Incluso empleando métodos estandarizados
de antibiograma, los criterios establecidos para las
diferentes categorias clinicas establecidas por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
anteriores a 2000 dificultaban enormemente la deteccién
de la resistencia causada por las BLEE.

Diversos centros espanoles colaboran en la actualidad en
estudios multicéntricos nacionales o supranacionales de los
que se pueden extraer datos microbiolégicos sobre patége-
nos multirresistentes, incluyendo enterobacterias resisten-
tes a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. Sin em-
bargo, hasta ahora se carece de datos que permitan conocer
la frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE en
Espana. Por este motivo se inici6 a través del Grupo de Es-
tudio de Infeccion Hospitalaria (GEIH) de la Sociedad Es-
pafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clini-
ca (SEIMC) un estudio prospectivo multicéntrico para
conocer la prevalencia real de los dos principales patégenos
productores de BLEE, Klebsiella pneumoniae y Escherichia
coli, en diferentes dreas geograficas de nuestro pais.

Figura 1. Distribucién geografica de
los hospitales participantes. La
correspondencia de los nimeros se

detalla en la tabla 1.
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Métodos

Centros participantes

En el estudio participaron 40 hospitales representativos de todo el
territorio nacional espafiol (fig. 1). El centro coordinador fue el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de Sevilla.

Microorganismos

Durante el periodo comprendido entre el 1 de marzo y el 30 de junio
de 2000 se seleccionaron en cada centro participante todas las cepas de
E. coli y K. pneumoniae para las que los valores de concentracion
inhibitoria minima (CIM) de una o m4s de las siguientes cefalosporinas:
cefotaxima, ceftacidima, cefepima y aztreonam, fueran iguales o
superiores a 2 mg/l en el caso de los hospitales que realizaran
microdilucién. En el caso de los hospitales que efectuasen
antibiograma mediante difusién con disco, se seleccionaron aquellas
cepas para las que los didmetros de halo fueran inferiores a 22 mm
(ceftacidima, discos de 30 pg) y/o 27 mm (cefotaxima, discos de 30 pg;
aztreonam, discos de 30 pg).

Se excluyeron los aislamientos obtenidos de la misma muestra y del
mismo paciente en los que el antibiograma de rutina no indicé, en
alguno de los antimicrobianos evaluados, diferencias mayores de
2 diluciones.

Datos demograficos

Para cada uno de los aislamientos se rellen6 una hoja de recogida
de datos, que incluia sexo y edad del paciente, tipo y origen de la
muestra, servicio de procedencia y fecha de recogida. Se consideraron
cepas intrahospitalarias las aisladas en pacientes ingresados durante
méas de 48 h. Adicionalmente se solicitaron datos generales del
hospital, asi como del nimero total de cepas de E. coli y K.
pneumoniae aisladas durante el periodo de estudio (en el 4rea sanitaria
y en la unidad de cuidados intensivos [UCI]).

Caracterizacion de los microorganismos

Las cepas seleccionadas en cada centro y las correspondientes hojas
de datos se enviaron mensualmente al centro coordinador del estudio
donde se procedi6 a la identificacién definitiva de cada aislamiento
empleando el sistema API 20E (bioMérieux), y se confirmé la
produccién de BLEE mediante microdilucién con los siguientes
antimicrobianos: cefotaxima, ceftacidima, cefepima y aztreonam con y
sin 4cido clavulédnico (4 mg/l). Una disminucién de 8 o més veces de la
CIM de uno o més de los antimicrobianos sefialados en presencia del
inhibidor indic6 la presencia de una BLEE.

Resultados

De los 40 hospitales participantes, 10 tienen mas de
1.000 camas, 20 tienen entre 500 y 1.000 y 10 tienen
menos de 500 camas.

A lo largo de los 4 meses de estudio se enviaron
352 cepas, incluyendo 262 E. coli, 81 K. pneumoniae y
9 cepas de otras especies. De las 352 cepas se confirmé la
produccién de BLEE en 240 (68%). De éstas, 170 (71%) se
identificaron como E. coli y 70 (29%) como K. pneumoniae.
Estos valores indican que el porcentaje de cepas BLEE (+)
del total de cepas de cada especie recibidas fue del 64,9%
(170/262) en el caso de E. coli y del 86,4% (70/81) en el de
K. pneumoniae.

Se aislaron cepas de E. coli productoras de BLEE en
33 hospitales de los 40 participantes (82,5%) y cepas de
K. pneumoniae BLEE (+) en 17 (42,5%). En conjunto, se
aislaron cepas BLEE (+) de una u otra especie en el 90%
de los hospitales participantes. Las cepas de E. coli

TABLA 1. Frecuencia de aislamiento de Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas
de espectro extendido en hospitales espafoles

Hospital | Ciudad |E coli | K. pneumoniae
1 Txagorritxu Vitoria (Alava) 0 0
2 Marina Baixa Villajoyosa 0,8 0
(Alicante)
3 Vega Baja Orihuela (Alicante) 0,19 2,17
4 Severo Ochoa Cangas del Narcea 0 0
(Asturias)
5 General Oviedo (Asturias) 0,93 0
de Asturias
6 Mérida Meérida (Badajoz) 0,43 0
7 Son Dureta Palma de Mallorca 0 0,8
(Baleares)
8 Bellvitge Barcelona 0,33 4,79
9 Clinic Barcelona 0,68 1,75
10 Vall d’Hebron Barcelona 0,26 1,42
11 General Yagiie Burgos 0,22 0
12 Puerta del Mar  Cadiz 0 7
13 Marqués Santander 0,36 0
de Valdecilla (Cantabria)
14 La Mancha Alcézar de San Juan 0,7 0
Centro (Ciudad Real)
15 Reina Sofia Cérdoba 2,02 1,69
16 Doctor Negrin Gran Canaria 0,16 4,39
17 Virgen Granada 2,38 0
de las Nieves
18 San Cecilio Granada 0,59 2,63
19 Nuestra Sefiora  San Sebastian 0,05 0
de Aranzazu (Guiptizcoa)
20 General Ciudad Jaén 1,23 11,11
de Jaén
21 Juan Canalejo A Coruna 0,22 2,4
22 Arquitecto Ferrol (A Corusia) 0,59 0
Marcide
23 Ramén y Cajal Madrid 1,01 1,51
24 Gregorio Madrid 0,76 5,66
Maranon
25 12 de Octubre Madrid ND* ND*
26 Alcorcon Alcorcon (Madrid) 0,1 0
27 Virgen Pamplona 1,16 0
del Camino (Navarra)
28 Navarra Pamplona 0,26 3,67
(Navarra)
29 Santa Maria Nai Orense ND** ND
30 Provincial Pontevedra 0,09 0
de Pontevedra
31 Xeral Cies Vigo (Pontevedra) 0,34 0
32 Clinico Salamanca 0 0
33 Virgen Macarena Sevilla 2,37 0
34 San Camilo S. Pere de Ribas 0,17 0
(Barcelona)
35 Virgen Tenerife 1 16,67
de la Candelaria
36 Alcaniz Teruel 0,3 0
37 Parapléjicos Toledo 0 7,32
38 Basurto Bilbao (Vizcaya) 0 0
39 Lozano Blesa Zaragoza 0,62 0
40 Miguel Servet Zaragoza 0,33 0

Datos expresados como porcentajes sobre el total de cepas aisladas en el

periodo de estudio.

ND: no determinado por no disponer de los datos de aislamientos totales.
*3 E. coli y 2 K. pneumoniae BLEE (+).

**1 E. coli BLEE (+).

productoras de BLEE suponian el 0,5% (limites, 0-2,4%)
del total de E. coli aislados en todos los centros (tabla 1).
Cabe destacar que los 4 hospitales con mayor porcentaje
de E. coli BLEE (+) se encuentran en la comunidad
auténoma de Andalucia. En el caso de K. pneumoniae este
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Figura 2, Distribucion (%) de cepas productoras de BLEE por servicios.
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Figura 3. Porcentajes de cepas productoras de BLEE por muestras.

porcentaje fue de 2,7% (limites, 0-16,7%) (tabla 1),
existiendo mayor dispersion geografica en los centros con
mayores tasas de aislamientos BLEE (+) que en el caso de
E. coli. Destaca el elevado porcentaje detectado en el
Hospital Virgen de la Candelaria de Tenerife (16,7%).

Si nos referimos exclusivamente a los aislamientos de
las unidades de cuidados intensivos (UCI), la frecuencia
de aislamiento de K. pneumoniae sobre el total de

80  Enferm Infecc Microbiol Clin 2003;21(2):77-82

aislamientos de UCI fue de 3,9% (limites, 0-64,7%). El
mayor porcentaje de aislamientos (64,7%) correspondi6 al
hospital Gregorio Marafnion de Madrid. En el caso de E.
coli, las cifras fueron significativamente menores, con una
frecuencia de 1,3% (limites, 0-28,6%), correspondiendo el
mayor porcentaje al Hospital Clinico de Zaragoza.

Del total de cepas aisladas, el 46% de E. coli y el 66% de
K. pneumoniae BLEE (+) se aislaron en varones. El rango de
edad de los pacientes en los que se aislaron E. coli
productores de BLEE fue de 0 a 93 afos y la mediana de
58 anos. En el caso de K. pneumoniae, el rango fue de 0 a
83 afios y la mediana de un ano. Excluyendo los casos en
menores de un ano la mediana de edad fue de 64 (E. coli) y
53 anios (K. pneumoniae).

E151% de las muestras en las que se aislé E. coli BLEE (+)
fueron extrahospitalarias, mientras que el 93% de las mues-
tras con K. pneumoniae BLEE (+) fueron intrahospitalarias.

Los servicios de los que provenian las muestras con
E. coli BLEE (+) fueron: medicina (39,5%), cirugia (27%),
UCI (15%), pediatria (7,5%) y otros (11%). Las cepas de
E. coli se aislaron de orinas (66%), sangre (11%), heridas
(12%), broncoaspirados (3%), catéteres (1%) y otras
muestras (6%) (figs. 2y 3).

Las muestras con K. pneumoniae BLEE (+) provenian
de los siguientes servicios: medicina (6%), cirugia (12%),
UCI (34%), pediatria (35%) y otros (13%). Las cepas de
K. pneumoniae se aislaron de orinas (43%), sangre (16%),
heridas (10%), broncoaspirados (13%), catéteres (10%) y
otras muestras (8%) (figs. 2 y 3).

Discusion

La aparicion de BLEE ha constituido uno de los
principales problemas de resistencia a los antimicrobianos
durante las dltimas dos décadas.

K. pneumoniae es el microorganismo en el que con mas
frecuencia se han venido describiendo BLEE?. Ello,
probablemente, esta relacionado con el hecho de que esta
especie forma parte de la flora normal, sobrevive durante
bastante tiempo sobre la piel y los fomites y adquiere con
cierta facilidad pldsmidos conjugativos?. En menor
medida, también se ha descrito producciéon de BLEE en
E. coli y en otras enterobacterias, incluyendo las que
producen betalactamasas cromosémicas inducibles de
clase C, como Enterobacter aerogenes?.

En nuestro estudio, los porcentajes de cepas que
realmente producian BLEE sobre el total de cepas de E.
coli y K. pneumoniae enviadas fueron del 64,9 y del 86,4%,
respectivamente. Es importante resaltar que este estudio
no fue disenado para evaluar la capacidad de los centros
participantes en la identificacion con fiabilidad de cepas
BLEE (+), por lo que no pueden obtenerse conclusiones
sobre este aspecto. Desde otro punto de vista, el estudio si
ha permitido, con alta probabilidad, identificar la mayoria
de cepas de E. coli y K. pneumoniae BLEE (+) que
realmente se aislaron. Las diferencias en los porcentajes
de cepas de E. coli y K. pneumoniae que verdaderamente
producian BLEE se debe posiblemente a que las cepas de
E. coli pueden tener CIM elevadas a cefalosporinas de la
tercera generacién por mecanismos diferentes a la
produccion de BLEE, fundamentalmente hiperproduccién
de AmpC®7, lo que muy raramente ocurre en K. pneumoniae.



Hernédndez JR, et al. Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productores de betalactamasas de espectro extendido en hospitales esparioles (Proyecto GEIH-BLEE 2000)

En la mayoria de los estudios previos, los
microorganismos productores de BLEE se han aislado
principalmente en el ambito hospitalario, y, dentro de
éste, en las UCI, ya sea en forma de brotes o como casos
aislados. Varios estudios sobre la prevalencia de infeccién
por K. pneumoniae BLEE (+) en hospitales europeos
indican que hasta el 42% de las cepas de K. pneumoniae
aisladas en las UCI y el 20% de las aisladas fuera de la
UCI producen BLEE, aunque existen notables variaciones
en distintos paises, y en diferentes centros del mismo
pais’®1°, En Estados Unidos estas cifras disminuirian hasta
el 10% dentro de las UCI y al menos al 5% fuera de éstas.
En las UCI de nuestro estudio, K. pneumoniae BLEE (+)
supuso el 4,2% del total, si bien los porcentajes variaron
enormemente segun los centros. E. coli BLEE (+)
representé el 1,3% del total de cepas aisladas en UCI.
Existen pocos datos en la literatura sobre la prevalencia de
E. coli BLEE (+) en este tipo de unidades.

En Espaiia, los primeros microorganismos productores
de BLEE se describieron en 1988'', aunque en estudios
retrospectivos se identificaron microorganismos con
perfiles de sensibilidad compatibles con la produccion de
BLEE en cepas aisladas en Madrid en 1985 y 1987''. La
primera epidemia por cepas BLEE (+) conocida en
nuestro pais (1988-1990)'? incluy6 aislamientos de K.
pneumoniae (61%), Serratia marcescens (31%), K. oxytoca
(5%) y E. coli (3%). Estas cepas también eran resistentes a
aminoglucésidos, cloranfenicol, sulfamidas y tetraciclina.
Los datos sobre sensibilidad y resistencia de las cepas de
este estudio a un amplio rango de antimicrobianos de uso
clinico estan actualmente en evaluacion.

De entre los estudios posteriores sobre cepas BLEE (+)
en nuestro pais, cabe destacar los realizados sobre el brote
ocurrido en el hospital de Bellvitge (Barcelona) entre
1993 y 1995, durante el cual las cepas de K. pneumoniae
productoras de BLEE supusieron el 35% del total de
aislamientos de esta especie. E1 72% de los pacientes en
los que se aislaron K. pneumoniae BLEE (+) estaban
ingresados en la UCI. Entre estas cepas existia un clon
predominante que producia, en la mayoria de los casos,
una BLEE de punto isoeléctrico 7,6'314,

También fue realizado en Barcelona (Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau) un estudio con cepas clinicas
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
aisladas entre 1994 y 1996, en el que encontraron
solamente expresion de BLEE en el 0,14% de E. coli y en
el 0,17% de K. pneumoniae. Las BLEE se identificaron
como TEM-12, SHV-2 y CTX-M-9. En un periodo posterior
al de este estudio (1997-1999) los porcentajes de
aislamiento de cepas productoras de BLEE aumentaron
ligeramente (E. coli, 0,5%; K. pneumoniae, 1,6%), siendo
en este periodo maés del 70% de las BLEE observadas del
tipo CTX-M-9%5.

En otro estudio del hospital Ramén y Cajal (Madrid),
sobre cepas de K. pneumoniae aisladas entre 1989 y 2000,
las cepas productoras de BLEE representaron el 4,8% del
total de K. pneumoniae. La mayoria de los aislamientos
procedian de pacientes ingresados en la UCI y en unidades
quirurgicas. En este estudio se observé una gran
variabilidad genética (31 clones en 62 cepas evaluadas) y
se reconocieron 6 BLEE diferentes?. Uno de los clones
produjo una epidemia en una UCI neonatal entre 1997 y
19981,

Los datos de nuestro trabajo indican, durante el periodo
estudiado, una prevalencia global en Espana de E. coli y
K. pneumoniae productoras de BLEE del 0,5 y el 2,7%,
respectivamente, datos acordes con los de estudios
multicéntricos publicados hasta ahora en otros paises,
como Francia e Italia'™8,

Por otro lado, en nimeros absolutos, E. coli BLEE (+)
fue mas frecuente que K. pneumoniae (170 frente a
70 cepas), tanto en aislamientos intrahospitalarios como
extrahospitalarios, lo cual difiere con los estudios
mencionados anteriormente.

Probablemente este hecho se deba al aumento en el
numero de aislamientos de E. coli BLEE (+) en muestras
de pacientes no hospitalizados, que en nuestro estudio
supusieron mas de la mitad (51%) de éstos, hecho notable
que también se estd observando en otros trabajos
actualmente en desarrollo en nuestro pais. Hasta hace
poco, se consideraba que los microorganismos productores
de BLEE causantes de infecciones eran un problema casi
exclusivamente nosocomial, que afectaba a pacientes
ingresados con enfermedades debilitantes, tratamiento
antimicrobiano de amplio espectro y estancia hospitalaria
prolongada, especialmente en UCI y cirugia®. En el caso de
E. coli BLEE (+), los datos obtenidos en nuestro estudio
indican que en Espana este microorganismo se aisla
principalmente en muestras de orina (66%), procedente de
personas en un amplio rango de edad (0-93 anos) y, en el
51% de los casos, en pacientes no hospitalizados. Para
encontrar las posibles causas de esta tendencia en la
epidemiologia de E. coli BLEE (+) se estan llevando a cabo
nuevos estudios sobre factores de riesgo en pacientes
infectados con cepas BLEE (+) en la comunidad.

Por el contrario, los datos de nuestro estudio, en el cual
el 93% de los aislamientos de K. pneumoniae BLEE (+)
proceden de muestras intrahospitalarias, indican que este
microorganismo sigue siendo un problema principalmente
nosocomial y que los servicios donde se encuentran
principalmente son las UCI, tanto de adultos como
pediatricas, datos también constatados en publicaciones
previas!34,

Finalmente, es destacable la gran diferencia en las
medianas de las edades de los pacientes con aislamientos
de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE. El hecho
de que la mediana para K. pneumoniae sea de un ano se
debe al gran nimero de aislamientos en unidades de
neonatologia y pediatria y a que, durante el estudio, se
produjeron brotes nosocomiales en estas unidades en
varios de los hospitales participantes en el mismo. El
estudio de la relaciéon clonal de las cepas y de las
caracteristicas de las BLEE producidas, actualmente en
desarrollo, aclararda muchas de estas dudas.

Se puede concluir de este estudio que el aislamiento de
microorganismos productores de BLEE es un problema
presente practicamente en toda la geografia espanola, que
es mas frecuente, en términos absolutos, en E. coli, y que
mas de la mitad de éstos se aislan en muestras de origen
extrahospitalario.
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