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RESUMEN

Objetivo: Conocer la prevalencia de cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
productoras de β-lactamasas de espectro extendido.
Diseño: Es un estudio prospectivo, observacional y descriptivo, de octubre de 2002 a
abril del 2003.
Material y Métodos: 120 aislamientos consecutivos provenientes de muestras clínicas
fueron identificados. Las pruebas de susceptibilidad frente a 12 antibióticos se realiza-
ron utilizando el método de disco difusión de Bauer-Kirby de acuerdo a las recomenda-
ciones de la NCCLS. Para detectar la producción de βLEE utilizamos los métodos de
aproximación de doble disco descrito por Jarlier et.al., y el de sinergia de doble disco
con cefotaxima y ceftazidima solas, y en combinación con ácido clavulánico.
Resultados: La prevalencia de cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae pro-
ductoras de βLEE fue de 5%. Los aislamientos mostraron resistencia frente a antibióticos
no beta-lactámicos, especialmente a sulfametoxazol/trimetoprim y amikacina.
Conclusión: En México se han reportado mayores porcentajes de prevalencia de cepas
productoras de βLEE. Este es el primer estudio realizado para evaluar la prevalencia y
los patrones de susceptibilidad de cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
productoras de βLEE en el Hospital Infantil del Estado de Sonora.

Palabras Clave: Beta-lactamasa de espectro extendido, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae.

ABSTRACT

Objective: To know the prevalence of extended-spectrum β-lactamase-producing Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae.
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INTRODUCCIÓN

En los últimos años, el problema de
la resistencia bacteriana hacia los antibióticos
β-lactámicos se ha incrementado dramática-
mente1. La producción de enzimas β-
lactamasas de espectro extendido (βLEE), que
son capaces de inactivar a las cefalosporinas
de espectro expandido como ceftazidima,
cefotaxima, ceftriaxona y al monobactam,
aztreonam, han contribuido  significativamente
al aumento de la problemática2. Desde que
se detectó la primera cepa productora de
βLEE en 1983, se han reportado brotes de
infección causados por estas cepas en Fran-
cia, otros países Europeos y Norteamérica3.
Estos organismos multirresistentes, fueron por
primera vez aislados a partir de las unidades
de cuidados intensivos y se han diseminado
en todo el mundo3.Las principales especies
productoras de βLEE son Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca,
aunque también se han encontrado en Proteus
sp., Serratia sp. y Salmonella sp.4,5, su pre-
valencia de aislamiento a partir de muestras
clínicas varía de país a país y de hospital a
hospital6. Estas enzimas son mutantes de los
genes que codifican para las β-lactamasas
TEM-1 y SHV-1, se encuentran codificadas en
plásmidos, por lo que son fácilmente trans-
feribles a otras cepas bacterianas7. Es común
que las cepas productoras de βLEE sean
resistentes también a aminoglucósidos,
trimetoprim/sulfametoxazol, tetracicl inas y
fluoroquinolonas8. La detección de cepas pro-
ductoras  de βLEE, no es posible utilizando
métodos de rutina, como serían el de disco-
difusión o dilución en caldo, recomendados por
el Comité Nacional para Estándares del La-
boratorio Clínico (NCCLS, por sus siglas en

Design: A prospective, observational, descriptive study, from October 2002 throug April 2003.
Material and Methods. A total of 120 consecutive isolates from clinical samples were identificated.
The susceptibility of the isolates to twelve antimicrobial agents was determinated by the Kirby-
Bauer disk-diffusion technique according to the NCCLS recommendations. To detect ESBL-
production, we used the double-disk approximation test described by Jarlier et. al. and the double-
disk sinergy test using both cefotaxime and ceftaxidime alone and in combination with clavulanic
acid.
Results: The prevalence of ESBL-producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae was
5%. The isolates showed co-resistance to non-beta-lactam antimicrobials, especially to trimetoprim/
sulfamethoxazole and amikacin.
Conclusion: Greater procentages of ESBL-production have been reported in México. The present
study was the first to assess the prevalence and susceptibility patterns of ESBL-producing
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae in Hospital Infantil del Estado de Sonora.

Key Words: Extended-spectrum beta-lactamase, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae.

inglés)2. Para reportar correctamente estas
cepas, la NCCLS9 publicó nuevas guías para
la realización de pruebas de laboratorio que
detectan la producción de βLEE por Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Escherichia
coli10. La prueba fenotípica para confirmar in
vitro la producción de una βLEE, es la ob-
servación del efecto antibiótico potenciado
para cefotaxima y ceftazidima en presencia de
ácido clavulánico10. A pesar de la gran impor-
tancia de la detección de este tipo de cepas
para el control de infecciones, la prevalencia
de las bacterias productoras de βLEE perma-
nece desconocida en muchos hospitales de
México. Este trabajo tuvo como objetivo de-
tectar la presencia de cepas de Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli productoras de
βLEE en el Hospital Infantil del Estado de
Sonora (HIES), su resistencia asociada y las
salas hospitalarias de donde más comúnmente
son cultivadas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Tipo de estudio, tamaño de la muestra y lu-
gar de realización.

Se llevó a cabo un estudio descripti-
vo prospectivo con muestreo no probabilístico
de casos consecutivos no repetitivos. Se in-
cluyeron todas las cepas de Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli aisladas en el
laboratorio clínico del HIES, causantes o no
de infección nosocomial, registrándose la sala
hospitalaria y la muestra clínica. Todas las
cepas cultivadas e identificadas desde el 29
de octubre del 2002 al 28 de abril del 2003
en el laboratorio clínico del HIES, fueron
conservadas en caldo BHI con glicerol a -20°C
y analizadas en relación a su resistencia a
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los antibióticos y a la producción de βLEE en
el Laboratorio de Análisis Clínicos e Investi-
gación de la Universidad de Sonora.

Determinación de la resistencia a los
antibióticos.

Se realizó uti l izando el método de
difusión en disco recomendado por la
NCCLS11. Las cepas reconstituidas se hicie-
ron desarrollar toda la noche en Agar Nutri-
tivo (BBL). De aquí se tocaron colonias sufi-
cientes para preparar un inóculo en solución
salina hasta igualar la turbidez con el estándar
0.5 de McFarland, con el cual se sembró en
forma masiva varias cajas conteniendo agar
Müeller-Hinton, para luego colocar los siguien-
tes sensidiscos (BBL): aztreonam (30 μg),  imi-
penem (10 μg), cefotaxima (30 μg), ceftazidima
(30 μg), ceftriaxona (30 μg), cefoxitin (30 μg),
ampicilina, (10 μg), amoxicilina/ác. clavulánico
(30/10 μg), sulfametoxazol/trimetoprim (23.75/
1.25 μg), amikacina (30 μg), ciprofloxacina (5
μg), nitrofurantoína (300 μg). Las cajas se in-
cubaron por 24 horas y la resistencia o sen-
sibilidad de los gérmenes se interpretó com-
parando la medida de los diámetros de los
halos de inhibición con tablas preestablecidas
por la NCCLS.

Producción de βββββLEE.

Cepas sospechosas. Con base a las
recomendaciones de la NCCLS12, las cepas
que presentaron los siguientes halos de in-
hibición para uno o varios de los antibióticos
que se enlistan, fueron consideradas sospe-
chosas de producir βLEE: [ 27 mm para
aztreonam y cefotaxima, [ 22 mm para
ceftazidima y [ 25 mm para ceftriaxona, y
fueron seleccionadas para realizarles pruebas
fenotípicas confirmatorias para la producción
de βLEE.

Pruebas fenotípicas confirmatorias.

Método de Jarlier13. El inóculo y la siembra
de la cepa se realizó de la forma antes des-
crita para la prueba de difusión en disco, para
posteriormente colocar en el centro de la caja
un disco de papel con amoxicil ina/ácido
clavulánico (30/10 μg) y alrededor se coloca-
ron a una distancia de 25 mm, discos con
cefotaxima (30 μg), ceftazidima (30 μg),
ceftriaxona(30 μg), y aztreonam (30 μg). Des-
pués de incubar 24 horas, la presencia de una
zona de inhibición que indica sinergia entre
el antibiótico central con uno o varios de la

periferia es un resultado positivo para la pro-
ducción de βLEE.

Método del doble disco con y sin
clavulanato de potasio12. El inóculo y la
siembra se realizaron utilizando la metodolo-
gía anterior, posteriormente se colocaron dis-
cos con cefotaxima y ceftazidima, añadiéndose
a uno de los discos de cada antibiótico 10.0
μL de una solución de clavulanato de potasio
(1.0 mg/mL) (GlaxoSmithKline). Después de in-
cubar 24 horas, se midieron los diámetros de
los halos de inhibición. Un aumento mayor o
igual a 5 mm en el diámetro del halo de in-
hibición del disco con clavulanato respecto al
carente de clavulanato, significa que la cepa
es productora de βLEE.

Cepa control

Se uti l izó la cepa Escherichia coli
ATCC 25922, sensible a todos los antibióticos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Prevalencia

En el período de estudio, se cultiva-
ron y analizaron un total de 120 cepas, 90
de Escherichia coli (75%) y 30 de Klebsiella
pneumoniae (25%). De las 120 cepas, siete
(5.8%) fueron consideradas sospechosas de
producir βLEE, y a cada una de ellas se les
realizó las pruebas confirmatorias. Las cepas
sospechosas mostraron franca resistencia al
menos una cefalosporina de 3ª generación o
al aztreonam. De las 7 cepas ensayadas, seis
(5%) fueron positivas al aplicárseles las prue-
bas fenotípicas confirmatorias, mientras que
una de ellas mostró resultados negativos (Ver
Figuras 1 y 2). El Cuadro 1 presenta las ca-
racterísticas de las cepas productoras de
βLEE. Además de resultar positivas a la prue-
ba confirmatoria, podemos observar que son
sensibles al cefoxitín, resultado que concuerda
con la no actividad de las βLEE contra las
cefamicinas14. La prevalencia del 5% obteni-
da en este estudio se encuentra por debajo
del 29.5% reportada para México en 1999 en
cepas de Klebsiella pneumoniae, por la Red
de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana,
la cual aumentó hasta casi el 50% en 200115.
El programa SENTRY de vigilancia global de
la resistencia a los antimicrobianos, reporta
una prevalencia de 45% en cepas de Kleb-
siella pneumoniae resistentes a cefalosporinas
de espectro extendido15, en América Latina.
El Hospital de Pediatría del Centro Médico Na-
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cional SXXI del IMSS reporta 76% de cepas
de K. pneumoniae aisladas de hemocultivos
resistentes a ceftazidima y el 78% a
cefotaxima15. El Hospital General de Durango
reportó que el 72% de las cepas de K.
pneumoniae nosocomiales aisladas de sangre
y orina fueron resistentes a cefotaxima. La
prevalencia de aislamientos clínicos produc-
tores de βLEE varía de país a país y de
hospital a hospital; en los Estados Unidos, la
prevalencia de enterobacterias productoras de
βLEE es de 0 a 25% dependiendo del hos-
pital con una media nacional de alrededor del
3%6.

Sala hospitalaria.

Dos (33%) de las 6 cepas producto-
ras de βLEE fueron aisladas a partir de mues-
tras clínicas de la Unidad de Terapia Inten-
siva (UTI) (ver Cuadro 1), esta mayoría co-
rresponde con la bibliografía, siendo la estan-
cia en esta sala hospitalaria un factor de ries-
go para sufrir una infección por una cepa
productora de βLEE16. En un estudio realiza-
do por Martínez P. y col.,17 de 7 cepas de E.
coli βLEE+, tres provenían de la UTI y de 17
aislamientos de Klebsiella pneumoniae βLEE+,
7 correspondieron a esta sala. Las cepas de
enterobacterias βLEE+ raramente son cultiva-
das a partir de muestras clínicas comunita-
rias, esto puede deberse a la utilización, pri-
mordialmente hospitalaria, de las cefalos-
porinas de espectro extendido18,19. En nues-
tro estudio se cultivó una cepa βLEE+ pro-
veniente de un paciente externo al Hospital,

de la cual no se obtuvieron datos de un re-
ciente egreso hospitalario o tratamiento con
cefalosporinas de 3ª generación. En México,
no existen reportes del hallazgo de cepas
βLEE+ a partir de muestras comunitarias. En
Barcelona, España, Mirelis B, y col.20 encon-
traron en dos períodos de estudio, un 2.1 y
3.8%, respectivamente, de prevalencia de
enterobacterias βLEE+, a partir de materia
fecal humana de origen comunitario.

Resistencia asociada.

La multirresistencia observada en cada

Figura 1.- Cepa de Klebsiella pneumoniae positiva a la
producción de βLEE por el método de Jarlier.
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Figura 2.- Cepa de Klebsiella pneumoniae positiva a la producción de βLEE por el método de doble disco.
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una de las cepas coincide con los repor-
tes,21,22,23  de hecho, las cepas productoras de
βLEE detectadas en este estudio fueron las
que presentaron mayor número de marcado-
res de resistencia (de 5 a 7), en relación a
cada una de las cepas ensayadas. Además,
debemos tomar en cuenta que aunque el
resultado in vitro de una cepa βLEE+, muestre
sensibilidad hacia alguna cefalosporina de 3ª
generación o al aztreonam, el reporte del la-
boratorio debe ser de resistencia24; esto se
debe a las diferencias en la afinidad de los
distintos sustratos que presentan las βLEE y
a la diferente penetración de la membrana ex-
terna bacteriana, de cada una de las cefa-
losporinas de 3ª generación y el aztreonam25.
La resistencia al sulfametoxazol/trimetoprim y
a la amikacina se observó en la mayoría en
las cepas βLEE+. No se observó resistencia
a la ciprofloxacina, y aunque las f luor-
quinolonas son de gran utilidad para tratar
infecciones en adultos, no son recomendadas
para niños26. La sensibilidad al cefoxitín de
las cepas βLEE+, es característica, pero no
se aconseja el uso de cefamicinas para el
tratamiento de las infecciones causadas por
estas cepas, ya que la resistencia aparece
rápidamente debido a mutación en las
porinas27. Todas las cepas βLEE+ fueron sen-
sibles al imipenem, antibiótico recomendado
contra estos microorganismos28.

Muestra Clínica.

Los aislamientos βLEE+ del presente

estudio fueron cultivados de distintas mues-
tras clínicas (ver Cuadro 1), en algunos ca-
sos como probable bacteria colonizadora
(vaginal, sonda Foley y secreción en sonda
gástrica). Existen reportes del cult ivo de
microorganismos βLEE+ a partir de sangre,
expectoración, orina, muestras vaginales,
secreción gástrica y meconio, entre otras15,29,30.
Daoud Z. col.31 reportan la muestra de orina
(65%) como la más frecuente fuente para el
cultivo de cepas de E. coli y K. pneumoniae
βLEE+, seguida de sangre (11.0%), heridas
(10.8%) y secreción respiratoria (7.5%).

CONCLUSIONES

Las cefalosporinas resultan muy úti-
les para el tratamiento de infecciones causa-
das por la gran mayoría de los patógenos co-
munes, además, su baja toxicidad alienta a
los médicos a administrarlas; sin embargo, el
precio que pagamos al tener un antibiótico y
aplicarlo, es la resistencia32. Los hospitales
presentan un reservorio concentrado de
coliformes resistentes y una versión diluída de
éste existe en la comunidad y la carretera
entre el hospital y la comunidad corre en dos
sentidos32.

Este trabajo detectó la presencia de
cepas productoras de βLEE en el HIES. La
baja prevalencia en comparación a los repor-
tes de otros hospitales mexicanos puede ser
un indicativo de políticas adecuadas en el uso
de cefalosporinas.

Tanto el método de Jarlier como el de

Cuadro 1
Especies productoras de βLEE, los resultados de su resistencia y sensibilidad, la muestra

clínica de donde fueron aisladas y la sala hospitalaria de donde provienen.

AM = Ampicilina, AMC = Amoxicilina/clavulánico, AN = Amikacina, ATM = Aztreonam,
CAZ = Ceftazidima, CIP = Ciprofloxacina, CRO = Ceftriaxona, CTX =Cefotaxima,
FOX = Cefoxitín, F/M = Nitrofurantoína, IMP = Imipenem, SXT = Sulfametoxazol/Trimetoprim
UTI = Unidad de Terapia Intensiva  MI =Medicina Interna  CE = Consulta Externa
INF = Infectología  GO= Ginecología.

Especie Resistente a Sensible a Muestra Clínica Sala
Hospitalaria

Escherichia coli ATM, CTX, SXT,
AM, AMC

IPM, FOX, CAZ, AN,
CRO, CIP, F/M

Secreción Herida
Quirúrgica UTI

Klebsiella pneumoniae ATM, CAZ, AN,
AM, AMC

IPM, CTX, FOX, CRO,
CIP, F/M, SXT Sangre Neonatología

Escherichia coli ATM, CTX, AN,
CRO, SXT, AM, AMC

IPM, CTX, AN, CIP,
F/M Vaginal CE

Escherichia coli CTX, AN, CRO, SXT,
AM, AMC

ATM, IPM, FOX, CAZ,
CIP, F/M Sonda Foley INF

Klebsiella pneumoniae ATM, CTX, AN,
CRO, SXT, AM, AMC

IPM, FOX, CAZ, CIP,
F/M

Secreción Sonda
Gástrica UTI

Escherichia coli ATM, CAZ, AN, SXT,
AM, AMC

IPM, CTX, FOX, CRO,
CIP, F/M Orina GO
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doble disco, detectaron igualmente a las ce-
pas βLEE y, puesto que son métodos fáciles
de realizar y baratos, se recomienda su prác-
tica rutinaria por parte del laboratorio clínico.

En razón del pobre pronóstico para el
paciente infectado por una cepa βLEE+ y el
número limitado de terapias alternativas, es
de suma importancia la prevención de la
posible diseminación de estas cepas en los

hospitales33; para éste propósito se debe pro-
mover la detección temprana de estas cepas
por parte del laboratorio y la rápida comuni-
cación con el comité de control de infeccio-
nes, con el fin de aplicar las medidas perti-
nentes dentro del control de infecciones.

Se requiere evaluar nuevamente la
presencia de cepas βLEE+ en el HIES con
el fin de conocer su prevalencia actual.
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