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INTRODUCCION. Se analizé la distribucion epidemiologica

de los diferentes tipos de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) en Escherichia coliy Klebsiella
pneumoniae en distintos hospitales de Espaina y se
comparo con estudios previos.

MEeTopos. En 11 hospitales espainoles se recogieron los

15 primeros aislamientos de E. coliy los 5 primeros de

K. pneumoniae con sospecha de ser portadores de BLEE,
aislados en el primer trimestre de 2004. Los estudios de
clonalidad se realizaron mediante electroforesis en gel

de campos pulsantes (PFGE) tras digestion del ADN total
con Xbal y mediante ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Concensus Secuences-Polimerase Chain
Reaction). Las BLEE se caracterizaron mediante
isoelectroenfoque, PCR y secuenciacion.

ResuLTADOS. Se estudiaron 124 aislamientos. El analisis

de los patrones de restriccion obtenidos por PFGE mostro
una gran diversidad clonal entre los aislamientos de E. coli,
observandose cuatro agrupaciones de dos cepas en cada
una de ellas. En las 92 cepas de E. coli, la caracterizacion
de las BLEE mostré un predominio de CTX-M-14 (45,7%),
CTX-M-9 (20,6%) y SHV-12 (21,7%). En las 32 cepas de

K. pneumoniae se observé una menor diversidad clonal,
detectandose tres agrupaciones que incluian el 53,1%

de los aislamientos. Las BLEE detectadas en estas cepas
fueron del tipo CTX-M en 20 casos (62,5%) (CTX-M-1,
CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15), de tipo SHV en 11
(34,4%) (SHV-12 y SHV-5) y TEM-4 (3,1%) en una.
ConcLUSION. Las cepas de E. coliy K. pneumoniae
analizadas en ese periodo presentan una mayor diversidad
de BLEE que la observada en estudios epidemioldgicos
realizados con anterioridad. Ademas, el analisis de la
relacion clonal definié una gran diversidad en E. coli

y menor en K. pneumoniae.
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Characterization and molecular epidemiology
of ESBL in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
in 11 Spanish hospitals (2004)

INTRODUCTION. The epidemiological distribution of
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) types

in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae was
evaluated in various hospitals in Spain and compared
with previous studies.

MEeTHoDS. A total of 11 Spanish hospitals participated
in this study. Each center collected the first 15 isolates
of E. coli and the first 5 of K. pneumoniae suspected of
being ESBL-producers and isolated during

the first quarter of 2004. Clonal study was done

by PFGE after total DNA digestion with Xbal and

by ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Concensus Secuences-Polimerase Chain Reaction),
typing. ESBL-producers were characterized by
isoelectric focusing (IEF), PCR and sequencing.
ResuLTs. A total of 124 strains were collected. PFGE
restriction patterns showed considerable diversity
among E. coli strains; 4 clusters of 2 strains each were
detected. ESBL characterization of 92 E. coli strains
showed a predominance of CTX-M-14 (45.7%),
CTX-M-9 (20.6%) and SHV-12 (21.7%). Clonal diversity
among the 32 K. pneumoniae strains was less
pronounced than in E. coli; 3 clusters included 53.1%
of strains. The ESBL detected in these strains
included a CTX-M type in 20 cases (62.5%)

(CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14 and CTX-M-15);

a SHV type in 11 (34.4%) (SHV-12 and SHV-5)

and TEM-4 (3.1%) in 1 case.

ConcLusion. The E. coli and K. pneumoniae strains
analyzed in this period displayed a greater diversity
of ESBL than has been observed in previous
epidemiological studies. Analysis of clonal
relationships revealed a greater diversity in E. coli
than in K. pneumoniae.

Key words: Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae.
Extended spectrum beta-lactamases.
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Introduccion

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), des-
critas frecuentemente en Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae y en menor medida en otras enterobacterias, con-
fieren resistencia a cefalosporinas de amplio espectro y
constituyen un grupo heterogéneo de enzimas'-. Las in-
fecciones en las que estan implicadas representan un reto
debido a que, con frecuencia, los microorganismos que las
producen son también resistentes a otros antimicrobianos,
como trimetoprima-sulfametoxazol, aminoglucésidos y
fluoroquinolonas, limitando las opciones terapéuticas®*.
Estas enzimas presentan una gran dispersion, lo cual pa-
rece ser dependiente del elemento mévil que vehicula el
gen blaBLEE.

En un inicio, la descripcién de BLEE se englobaba en el
contexto de brotes hospitalarios que frecuentemente im-
plicaban K. pneumoniae y BLEE derivadas de SHV-1 o de
TEM-1%%. En los tltimos afios se ha detectado el incre-
mento de las BLEE del tipo CTX-M. Su difusién en bacte-
rias de la misma o de diferente especie se ha asociado a
ciertos elementos genéticos, como las secuencias de inser-
cién, los transposones y los plasmidos'%8. Aunque con me-
nor frecuencia, también se ha descrito la dispersion clonal
de cepas productoras de este tipo de BLEE, principalmen-
te de la CTX-M-1578,

El incremento en la prevalencia de microorganismos con
BLEE ha sido descrito por distintos autores, tanto en el
ambito nacional como internacional®!2. El Sistema Euro-
peo de Vigilancia de Resistencias Antimicrobianas en pa-
tégenos invasores (EARSS) observé que la resistencia a ce-
falosporinas de tercera generaciéon asociada con la
produccion de BLEE en E. coli aument6 en casi todos los
paises europeos incluidos en el estudio, y concretamente
en Espafia creci6 del 1,6 a 4,1% en el periodo 2001-200311.
El estudio relaciona este incremento con el uso abusivo de
antibiéticos de amplio espectroll.

En un estudio multicéntrico realizado en Espana duran-
te el ano 2000 (proyecto GEIH-BLEE 2000) para determi-
nar la prevalencia de E. coli y K. pneumoniae portadoras
de BLEE en 40 hospitales esparfioles se constaté que en
E. coli las BLEE CTX-M-9, CTX-M-14 y SHV-12 consti-
tuian el 70% de las enzimas detectadas, mientras que en
K. pneumoniae mas del 50% fueron del tipo TEM3,

Ultimamente son varios los hospitales espafioles que
han evidenciado un cambio en la prevalencia de las dife-
rentes enzimas detectadas en E. coli y K. pneumoniae'*".
Es por ello que en la Red Espaiola de Investigaciéon en
Patologia Infecciosa (REIPI) se plante6 la necesidad de
realizar el presente estudio multicéntrico, el cual permi-
tiria conocer y actualizar la evolucién y tipo de BLEE en
E. coli y K. pneumoniae en distintos hospitales de Espa-
na y descartaria, mediante estudios moleculares, la posi-
ble expansion clonal de los microorganismos con estas en-
zimas.

Material y métodos

Centros participantes

En este estudio participaron un total de 11 hospitales espafoles
ademads del Centro Nacional de Microbiologia (CNM) del Instituto de
Salud Carlos IIT (ISCIII). Los hospitales participantes fueron: Corpo-

racié Hospitalaria Parc Tauli (CPT), de Sabadell; Hospital Germans
Trias i Pujol (HGTP), de Badalona; Hospital Vall d’'Hebron (HVH),
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSP) y Hospital Clinic (HC), de
Barcelona; Hospital de Bellvitge (HB), de 'Hospitalet; Hospital Son
Dureta (HSD), de Palma de Mallorca; Hospital de la Ribera (HR), de
Alzira; Hospital Virgen Macarena (HVM) y Hospital Virgen del Rocio
(HVR), de Sevilla, y Hospital Universitario Ramén y Cajal (HRC), de
Madrid.

Recoleccion de cepas y estudio de la sensibilidad
a los antimicrobianos

Se solicit6 a los centros participantes el envio de los 15 primeros
aislamientos de E. coli y los 5 primeros de K. pneumoniae con sospe-
cha fenotipica de ser portadores de BLEE y aislados en el primer tri-
mestre de 2004. Sélo se considerd una cepa por paciente.

En total se recogieron 142 aislamientos, 15 en el HGTP, HVH,
HRC, HVR y HC; 14 en el HSP, CPT y HSD; 11 en el HVM; 10 en el
HB; y 4 en el HR.

Posteriormente, el CNM verificé la sensibilidad a antibiéticos, tan-
to betalactamicos como no betalactdmicos, mediante técnica de mi-
crodilucién’® utilizando el sistema comercial Phoenix (BD Phoenix Au-
tomated Microbiology System: Becton-Dickinson Diagnosis, Sparks,
MD, Estados Unidos). La cepa de E. coli ATCC 25922 se utilizé como
control.

Al mismo tiempo se recogieron los datos demograficos de los pa-
cientes (sexo, edad, drea de hospitalizacién y tipo de muestra). Se
consideré como criterio de infeccién nosocomial cuando el paciente
llevaba maés de 48 h de hospitalizacién, y de infeccion adquirida en la
comunidad cuando llevaba menos de 48 h, siendo conscientes de las li-
mitaciones de este criterio, que puede infraestimar el nimero de in-
fecciones nosocomiales.

Estructura poblacional

Los estudios de clonalidad se realizaron en el CNM mediante elec-
troforesis en gel de campos pulsantes (PFGE) tras digestién del ADN
total con Xbal segun la metodologia previamente descrita’. Los pul-
sotipos se consideraron idénticos, probablemente relacionados, posi-
blemente relacionados o distintos, en funcién de los criterios de Teno-
ver'?, Los aislamientos, cuyo ADN no pudo ser digerido con Xbal se
estudiaron mediante Rep-PCR?’ en comparacion con aquellos que se
consideraron epidemiolégicamente relacionados (mismo servicio hos-
pitalario, mismo periodo de tiempo).

Caracterizacion de las BLEE

La caracterizacion de las BLEE se realizé mediante isoelectroenfo-
que (IEF)?!, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuencia-
ci6n'®. Para la conjugacion se utilizaron las cepas E. coli HB101 resis-
tente a kanamicina y rifampicina, E. coli BM694 y E. coli BM21,
ambas resistentes a acido nalidixico y se calculé la frecuencia de con-
jugacion?2.

Calculos estadisticos

Los resultados fueron sometidos a procesamiento estadistico con el
programa STATCALC y se aplicé la prueba de la chi al cuadrado para
la comparacién de proporciones con un nivel de significacién de
p < 0,05. Los resultados se expresan en porcentajes.

Resultados

Pacientes y cepas

Se ha estudiado un total de 102 cepas de E. coli y 40 de
K. pneumoniae. Se descartaron 18 (10 E. coli y 8 K. pneu-
moniae) por presentar un fenotipo compatible con hiper-
produccién de su betalactamasa cromosémica.

Las 124 cepas restantes fueron aisladas de 54 varones
(43%) y 70 mujeres (57%). En funcién del tipo de infeccién,

Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26(7):404-10 405



Diestra K et al. Caracterizacién y epidemiologia molecular de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
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1209 HSP 5 CTX-M-14

1263 HRC 6 CTX-M-14

1339 CPT 7 CTX-M-14

1465 HGTP 8 CTX-M-9

1461 HGTP 2 CTX-M-14

1206 HSP 9 CTX-M-9

1411 HYM 10 CTX-M-14
1743 HC 11 CTX-M-9

1493 HVH 12 CTX-M-9

1414 HVM 13 SHV-12

1467 HGTP 1 CTX-M-9

1468 HGTP 1 CTX-M-9

1262 HRC 14 CTX-M-9

1751 HC 15 CTX-M-32

1260 HRC 16 CTX-M-10

1417 HVM 17 TEM-4

1629 HB 18 CTX-M-14

1497 HVH 19 CTX-M-15

1099 HVR 20 CTX-M-14

1100 HVR 21 CTX-M-3

1416 HVM 22 CTX-M-14
1259 HRC 23 SHV-12

1626 HB 24 CTX-M-14

1750 HC 25 CTX-M-15

1495 HVH 26 CTX-M-14 + TEM-1
2112 HR 27 CTX-M-3

1459 HGTP 28 CTX-M-14
1371 HSD 29 CTX-M-14

1463 HGTP 30 CTX-M-1

1498 HVH 31 CTX-M-14

1208 HSP 32 CTX-M-14

1625 HB 33 CTX-M-14

1212 HSP 34 CTX-M-9 + SHV-12
1338 CPT 35 CTX-M-9

1746 HC 36 CTX-M-15

1624 HB 37 CTX-M-14 + TEM-1
1203 HSP 38 CTX-M-14 + TEM-1
1264 HRC 39 CTX-M-9

1205 HSP 40 CTX-M-9 + SHV-12
1410 HVM 41 CTX-M-14

1211 HSP 42 CTX-M-9

1747 HC 43 CTX-M-14

1330 CPT 44 CTX-M-14

1490 HVH 45 CTX-M-3 + TEM-1
1494 HVH 46 CTX-M-14

1367 HSD 47 SHV-12

1104 HVR 48 CTX-M-9

1407 HVM 49 SHV-12

1364 HSD 50 CTX-M-9

1412 HVM 51 SHV-12

1336 CPT 52 SHV-12

2113 HR 53 CTX-M-14

1103 HVR 54 SHV-12 + TEM-1
1363 HSD 55 SHV-12

2110 HR 56 CTX-M-14

1257 HRC 57 CTX-M-14

1258 HRC 58 CTX-M-9

1098 HVR 59 SHV-12 + TEM-1
1331 CPT 3 CTX-M-14

1332 CPT 3 CT. 14

1261 HRC 60 CTX-M-14

1204 HSP 61 CTX-M-1

1207 HSP 62 CTX-M-32

1744 HC 63 CTX-M-9

1370 HSD 64 SHV-12

1491 HVH 65 CTX-M-14
1368 HSD 66 CTX-M-9

1631 HB 67 SHV-12

1333 CPT 68 CTX-M-14

1366 HSD 69 SHV-12

1210 HSP 70 CTX-M-14

1745 HC 71 CTX-M-9

1266 HRC 72 SHV-12

1415 HVM 73 CTX-M-14
1499 HVH 74 CTX-M-14

1265 HRC 75 CTX-M-10

1492 HVH 76 CTX-M-32 + TEM-1
1627 HB 4 CTX-M-14

1335 CPT 77 CTX-M-14

1337 CPT 78 SHV-12

1409 HVM 79 SHV-12

406 Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(7):404-10

Figura 1. Dendrograma de las
83 cepas de Escherichia coli con beta-
lactamasas de espectro extendido
(BLEE). Se detalla el nimero de
cepa, las iniciales del hospital de pro-
cedencia, el pulsotipo y finalmente la
BLEE identificada.
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el 51,6% fueron infecciones nosocomiales, mientras que el
48,4% fueron comunitarias.

Al desglosar estas caracteristicas epidemiolégicas en
funcién del microorganismo aislado, se observé que la in-
feccién por E. coli tuvo lugar en 34 varones (37%) y 58 mu-
jeres (63%); en 39 de los casos (42,4%) fueron infecciones
nosocomiales y en 53 (57,6%) comunitarias. Por el contra-
rio, la infeccién por K. pneumoniae tuvo lugar en 20 varo-
nes (62,5%) y 12 mujeres (37,5%); en 25 casos (76%) fueron
infecciones nosocomiales y en 7 (25%) comunitarias.

Los servicios de los que provenian los pacientes con in-
feccién intrahospitalaria por E. coli y K. pneumoniae fue-
ron principalmente: medicina interna (48,7 y 44%, respec-
tivamente), cirugia (25,6 y 16%), unidad de cuidados
intensivos (12,8 y 20%), pediatria (7,7 y 4%), consultas ex-
ternas (2,6 y 4%) y otros (2,6 y 12%). En ninguin caso las
diferencias llegaron a ser estadisticamente significativas.
Las cepas de E. coli se aislaron de orina (68,5%), sangre
(10,9%), exudados (8,7%), muestras respiratorias (3,3%),
liquidos estériles (2,2%), catéteres (1,1%) y otras muestras
(5,4%); y las cepas de K. pneumoniae se aislaron de orina
(43,8%), exudados (21,9%), sangre (12,5%), muestras res-
piratorias (12,5%), liquidos estériles (3,1%), catéteres
(3,1%) y otras muestras (3,1%).

El rango de edad de los pacientes en los que se aisl6
E. coli oscil6 entre 1 mes y 97 anos, y la media era de
60 afios. En el caso de K. pneumoniae el rango fue de 1 dia
a 90 anos y la media de 57 anios. Ocho pacientes (6,5%)
presentaron edades inferiores a 1 ano, cuatro (3,2%) eda-
des comprendidas entre 2 y 14 anos, tres (2,4%) entre 15y
25 anos, 12 (9,7%) entre 26 y 45 anos, 36 (29%) entre 46
y 65 afios, y finalmente, 61 (49,2%) mayores de 65 afios.

Estructura poblacional

De los 124 aislamientos estudiados por la técnica de
PFGE, en 10 (9 E. coli y 1 K. pneumoniae) no se obtuvo
ningtn patrén de restriccion con Xbal. Mediante el an4li-
sis por Rep-PCR se descarté la asociacion clonal de estos
9 aislamientos de E. coli, entre ellos y respecto a aquellos
que por fecha y lugar de aislamiento y tipo de BLEE pro-
ducida se consideré que pudieran estar epidemiolégica-
mente relacionados.

El analisis comparativo de los patrones de ADN gen6émi-
co obtenidos por PFGE mostré una gran diversidad clonal
entre los aislamientos de E. coli (fig. 1). Sélo se observaron
cuatro agrupaciones de dos cepas cada uno con pulsotipos
idénticos pertenecientes a tres hospitales distintos: dos
en el HGTP (clones 1y 2) y los otros dos en el HVH (clon 3)
y el HB (clon 4). No se detecté ninguna transmisién inter-
hospitalaria.

En K. pneumoniae se observé una menor diversidad clo-
nal, detectdndose tres agrupaciones que incluian 18
(53,1%) de los 32 aislamientos estudiados. La agrupa-
cién 1 estaba constituida por cuatro cepas con pulsotipos
idénticos procedentes del HVR. La agrupacién 2 incluia
10 cepas, genéticamente relacionadas y subagrupadas en
cuatro cepas idénticas del HSD (patrén 2), una cepa del
HSP probablemente relacionada (diferencia de dos ban-
das) (patrén 2a), y otras cuatro iguales, dos a dos, proce-
dentes del HC probablemente relacionadas entre ellas
(diferencia de una banda) y con las cepas del patrén 2 (di-
ferencia de tres bandas) (patrén 2b y 2¢). La cepa 1213 del
HSP también se incluy6 en la agrupacion 2 (patrén 2d),

considerandose posiblemente relacionada con el patrén 2.
Se detect6 una tercera agrupacion (patrén 3) con cuatro
cepas del CPT, tres idénticas y una cuarta probablemente
relacionada (patron 3a) (fig. 2).

Caracterizacion de BLEE

Se obtuvieron transconjugantes en el 72,6% de las ce-
pas en las que se realizaron los ensayos de transferencia.
La frecuencia de conjugacién fue muy variable, entre
3 x 108 hasta > 10~L. Se obtuvieron transconjugantes en
70 de las 92 cepas de E. coli (76%) y en 20 de las 32 de
K. pneumoniae (62,5%), sin que se detectara ninguna re-
lacion entre la frecuencia de conjugacion y el tipo de
BLEE implicada.

De la caracterizacién genética de las BLEE se obtuvo
que 74 (80,4%) de las 92 cepas de E. coli presentaron una
BLEE tipo CTX-M; 42 (45,7%), CTX-M-14; 19 (20,6%),
CTX-M-9; dos (2,2%), CTX-M-1; tres (3,3%), CTX-M-15;
tres (3,3%), CTX-M-3; tres (3,3%), CTX-M-32; dos (2,2%),
CTX-M-10, y 20 (21,7%), SHV-12. Dos de estas cepas ex-
presaron conjuntamente SHV-12 y CTX-M-9 (tabla 1).

De las 32 cepas de K. pneumoniae, 20 (62,5%) presenta-
ron una BLEE tipo CTX-M; 10 (31,3%) CTX-M-1, siete
(21,9%) CTX-M-9, dos (6,3%) CTX-M-14, una (3,1%)
CTX-M-15; 11 (34,4%) de tipo SHV, 10 (31,3%) SHV-12 y
una (3,1%) SHV-5; y una TEM-4 (3,1%) (tabla 2).

De las cuatro agrupaciones de dos aislamientos cada
una detectadas en E. coli, tres de ellas son productoras de
CTX-M-14 y una de CTX-M-9 (fig. 1). En K. pneumoniae,
la agrupacién 1 produce una SHV-12, la agrupacién 3 una
CTX-M-9, y la agrupacion 2 que afecta a tres hospitales
distintos una CTX-M-1 (fig. 2).

En funcién de la BLEE y el tipo de microorganismo, las
cepas mostraron una multirresistencia a dos o mds anti-
bidticos no betalactamicos, principalmente a tetraciclina
(de 62,5 a 94,5%), acido nalidixico (de 69 a 89%) y cotri-
moxazol (de 33,3 a 44,5%) (tabla 3).

Discusion

El creciente aumento de las infecciones por BLEE es un
problema mundial que conlleva el incremento de la resis-
tencia a antimicrobianos de primera eleccion, tanto en la
comunidad como en los hospitales. Este aumento se atri-
buye, en general, al uso inadecuado de antimicrobianos y
al intercambio de elementos genéticos de resistencia entre
microorganismos?3.

La prevalencia de cepas con BLEE puede ser muy varia-
ble entre diferentes paises, ciudades e incluso hospitales
de una misma ciudad?*?>. Ademaés, las BLEE detectadas
pueden variar de una institucién a otra. Son varios los es-
tudios de seguimiento de BLEE en centros espanoles
donde se evidencia esta distinta distribucién e inciden-
ci39,10,21,26,27'

Las caracteristicas demogréficas de los pacientes porta-
dores de BLEE en el presente estudio son similares a los
estudios previamente publicados!?. Es de destacar la ma-
yor prevalencia de infecciones nosocomiales por K. pneu-
moniae que por E. coli (el 76 frente al 42%; p = 0,001). Al-
rededor del 75% de 50 estudios epidemiolégicos realizados
a escala mundial (donde se recogen datos de més de
3.000 pacientes) han revelado que las infecciones nosoco-
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Klebsiella pneumoniae
30 5‘5 (30 6‘5 Z‘O Z‘S 2310 5‘5 5’3‘0 Qf 1 (30
TT05K HVR 1
1T107K HVR 1
1108K HVR 1
I 109K HVR 1
1502KHVH O ghy-12 + TEM-1
1269K HRC 12 spyv-12
— 1472K HGTP 13 crxom-14
| 1503KHVH 10 shv-5
1271KHRC 17 gqy-12
l 1267KHRC 4 crxm-15
1473KHGTP 5  shv-12
1340K CPT 3
1341K CPT 3 | CTX-M-9
] [ 1]1343k cpT 3
L 1342K CPT 32 CTX-M-9
T373K HSD 2
1374K HSD 2
1375K Hsp 2 | C™¥ M
— 1376K HSD 2
1215K HSP 2a CTX-M-1 + TEM-1
| T737K HC 2¢c
1740K HC 2¢ | M
1738K HC 2b
| 1739K HC 2b | €™M
1213K HSP 2d
CTX-M-1 .
1470K HGTP 6 crytet Figura 2. Dendl.“ograma de 1as
31 cepas de Klebsiella pneumoniae
1501KHVH 7 cryem-14
1106K HVR 8 spivio con betalactamasas de espectro ex-
TETEK HSP T4 ) tendido (BLEE). Se detalla el ntimero
CTX-M-9 ] .
de cepa, las iniciales del hospital de
1471K HGTP 11 grxm-0 . .
M— procedencia, el pulsotipo y finalmen-
Shv-12 te la BLEE identificada.
TABLA 1. Betalactamasas de espectro extendido caracterizadas en Escherichia coli
Centro N2 de cepas CTX-M-1 CTX-M-3 CTX-M-9 CTX-M-10 CTX-M-14 CTX-M-15 CTX-M-32 SHV-12
CPT 10 1 6 3
HGTP 8 1 3 4
HSP 10 1 4b 42 1 2b
HVH 9 1 1 5° 1
HC 8 4 1 1
HB 8 72 1
HSD 9 2 3 4
HR 4 1 3
HVR 6 1 1 1 34
HVM 10 5 5
HRC 10 3 2 3 2
92 2(2,2%) 3(3,3%) 19(20,6%) 2(22%) 42 (457%) 8(3,3%)  3(3,3%) 20 (21,7%)

aUna cepa presenta CTX-M-14 + TEM-1.
"Dos cepas presentan SHV-12 + CTX-M-9.
‘Presenta CTX-M-3 + TEM-1.
dDos cepas presentan SHV-12 + TEM-1.
CPT: Corporaci6 Hospitalaria Parc Tauli; HGTP: Hospital Germans Trias i Pujol; HSP: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau; HVH: Hospital Vall
d’Hebron; HC: Hospital Clinic de Barcelona; HB: Hospital de Bellvitge; HSD: Hospital Son Dureta; HR: Hospital de la Ribera; HVR: Hospital Virgen del
Rocio; HVM: Hospital Virgen Macarena; HRC: Hospital Universitario Ramén y Cajal.

miales causadas por organismos productores de BLEE son

en su mayoria causadas por K. pneumoniae?.

Los resultados de nuestro estudio muestran que entre
las cepas de E. coli productoras de BLEE no existe un

408 Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(7):404-10

clon predominante. Se han encontrado pequenas agrupa-
ciones formadas por cepas que expresan mayoritariamen-
te CTX-M-14. La caracterizacion de las BLEE mostré en
E. coli un predominio de CTX-M-14 (45,7%), CTX-M-9
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TABLA 2. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) presentes en las cepas de K. pneumoniae

Centro | N2 de cepas | CTX-M-1 | CTX-M-9 | CTX-M-14 | CTX-M-15

SHV-5 SHV-12 TEM-4

CPT
HGTP
HSP
HVH
HC
HB
HSD
HR
HVR
HVM
HRC

4

2
22 1
4

4

W UTO R OB o

8

10 (31,3%) 7 (21,9%)

2 (6,3%)

1

=

1 1

5
1
1 2

131%  1(3,1%)  10(3L,3%)  1(3,1%)

aUna cepa presenta CTX-M-1 + TEM-1.
"La cepa presenta SHV-12 + TEM-1.

TABLA 3. Porcentaje de resistencias asociadas en las cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae con distintas betalactamasas
de espectro extendido. Se ha incluido una cepa por clon y, en caso de electroforesis en gel de campos pulsantes y antibiogramas

idénticos, solo se ha contabilizado una cepa

| TET | NAL | CIP | SXT | CHL | TOB | KAN | GM
Escherichia coli
SHV-12 (18) 94,5 89 27,8 445 83,4 11,1 22,2 16,7
CTX-M-1(2) 1/2 12 0 12 0 1/2 0 12
CTX-M-3 (3)* 3/3 3/3 3/3 3/3 2/3 0 2/3 1/3
CTX-M-9 (16) 62,5 69 38 31 13 12,5 18,8 38
CTX-M-10 (2)* 2/2 2/2 0 0 0 0 0 0
CTX-M-14 (39) 73,7 79,5 79,5 33,3 51,3 25,6 13,2 10,3
CTX-M-15 (3)* 2/3 2/3 2/3 1/3 0 2/3 2/3 2/3
CTX-M-32 (2)* 2/2 12 1/2 2/2 2/2 0 0 0
CTX-M-9 + SHV-12 (2)* 2/2 2/2 0 2/2 1/2 2/2 2/2 2/2
Klebsiella pneumoniae
SHV-12 (7)* 4/7 3/7 17 3/7 3/7 2/7 3/7 2/7
SHV-5 (1)* 11 0 0 1/1 0 0 0 0
CTX-M-1 (4)* 2/4 2/4 1/4 2/4 4/4 1/4 0 1/4
CTX-M-9 (4)* 2/4 2/4 0 3/4 3/4 3/4 0 2
CTX-M-14 (2)* 1/2 2/2 1/2 2/2 0 1/2 0 1/2
CTX-M-15 (1)* 0 11 11 0 0 0 0 0
TEM-4 (1)* 0 0 0 0 0 11 0 11

*En caso de tener menos de 10 cepas, los datos se presentan como ntiimero de cepas resistentes (numerador) y nimero de de cepas estudiadas

(denominador).

CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; GM: gentamicina; KAN: kanamicina; NAL: acido nalidixico; SXT: cotrimoxazol; TET: tetraciclina;

TOB: tobramicina.

(20,6%) y SHV-12 (21,7%), aislandose también diversos ti-
pos de CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-
M-32). Estos resultados concuerdan con estudios puntua-
les anteriores, donde ya se describe, por un lado, una
prevalencia mayor de CTX-M-14 que de CTX-M-9, asi
como un incremento en la diversidad de enzimas tipo
CTX-M1!5:25.27 1a sustitucion de cepas portadoras de
SHV-2 por cepas con SHV-121415 ¢ 1a disminucién de ce-
pas portadoras de BLEE tipo TEM. El porcentaje de cepas
portadoras de BLEE tipo TEM en el afio 2000 era del
19%'°, mientras que en este estudio no se ha aislado nin-
guna cepa. Es de resaltar la baja incidencia de cepas con
CTX-M-15, ampliamente diseminada en otros paises
europeos?®. S6lo se han detectado tres aislamientos de
E. coli productores de CTX-M-15 y que no estdn genética-
mente relacionados, al contrario de lo descrito previamen-
te en aislamientos nosocomiales y comunitarios de distin-
tos centros sanitarios de Madrid entre enero de 2004 y
agosto de 20057. En conjunto, sé6lo cinco cepas de E. coli
producian una variante de CTX-M de las que habitual-

mente generan altas CMI a ceftazidima ademads de a cefo-
taxima, tres CTX-M-15 y dos CTX-M-32.

En K. pneumoniae, al igual que en E. coli, las BLEE tipo
TEM han disminuido, detectandose tan sélo TEM-4 (una
cepa). De la familia SHV se encontraron las enzimas
SHV-12 (31,3%) y SHV-5 (3,1%), no aislandose ninguna
cepa con SHV-2. Nuestros resultados son similares a los
descritos en algunos hospitales espafoles'®!4, pero difieren
del estudio multicéntrico del ano 2000, donde el 58% de las
cepas presentaban BLEE tipo TEM y un 29% tipo SHV,
describiéndose cepas con SHV-2 y SHV-2a'?. Contabi-
lizando una sola cepa con patron de PFGE y antibiogramas
idénticos, se observa que la enzima predominante en
K. pneumoniae, dentro de la familia de las CTX-M, es
CTX-M-1y CTX-M-9, ambas con el 15,6% cada una, segui-
da de CTX-M-14 con el 6,2%. A diferencia de lo descrito en
el estudio multicéntrico del ano 2000, en el que se destaco
la presencia de cepas portadoras de CTX-M-10 (13%)° y
que parece endémica en el d4rea de Madrid?628, en este tra-
bajo se aislaron sé6lo dos cepas con esta enzima.
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En el presente estudio también se evidencia la aparicién
de cepas de E. coli portadoras de dos BLEE (CTX-M-9 y
SHV-12). Esta asociacién ha sido documentada previa-
mente!®% aunque no se detecté en el estudio multicéntri-
co del afio 200013,

Se ha detectado una mayor homologia genética entre los
distintos aislamientos de K. pneumoniae productoras de
BLEE que la observada en E. coli, con la presencia de pe-
quenas agrupaciones producidas por cepas portadoras de
SHV-12, CTX-M-9 y, principalmente, de CTX-M-1. Cabe
destacar la diseminacion clonal interhospitalaria de ais-
lamientos de K. pneumoniae productores de CTX-M-1 de-
tectada en dos centros de Barcelona (HSP, HC) y uno de
Mallorca (HSD). En este tltimo centro se habia detectado
previamente la existencia de un brote intrahospitalario de
K. pneumoniae productora de CTX-M-12°,

En conclusion, las cepas de E. coli y K. pneumoniae ana-
lizadas en este periodo presentan una mayor diversidad de
BLEE que la observada en estudios epidemiolégicos reali-
zados con anterioridad. Adema4s, el andlisis de la relacion
clonal defini6 una gran diversidad en E. coli y menor en
K. pneumoniae, aunque se detect6 la presencia de cepas
epidémicas de K. pneumoniae en diferentes areas geografi-
cas. Estos datos muestran la importancia de continuar con
los estudios epidemiolégicos de prevalencia y caracteriza-
cién de estas enzimas. El incremento de su prevalencia,
asociado al incremento de la resistencia a otras familias de
antimicrobianos distintas de los betalactamicos, subraya
la necesidad de establecer los factores que contribuyen a su
expansion, incluyendo los de indole genética.
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