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Caracterizacion de las bacteremias por Enterococo en un hospital de tercer nivel.
Ugarte Alejandra*, Ponce de Lebén Alfredo*, Garcia-Garcia Lourdes**, Bobadilia
Minam*, Rolén Analilia*, Garcia Cecilia™*, Sifuentes-José*

*Instituto Nacional de Ciencras Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran®, México, D F
**Instituto Nacional de Salud Pulblica, Cuernavaca Morelos

***Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, México D F

Introduccion: Recientemente se ha descubierto el potenciai patdgeno de los
enterococos como causa de infecciones nosocomiales, especiaimente bacteremias Se
ha reportado una mortalidad hasta del 20 al 40% y una alta resistencia a muitiples
antibidticos Condicién que representa un serio problema epidemiclagico en fa
actualhdad

Objetivos: Conocer las caracteristicas epidemioldgicas de las bacteremias por
enterococo, la susceptbilidad antimicrobiana, la correlacién geno-fenotipica y los
factores de riesgo de muerte, en un hospital de tercer nivel de la cludad de México
Material y Métodos: Revisamos todos los casos de bacteremia por enterococo de
enero 1993 a abril 2002 La susceptibilidad se determind por método de microdilucion
para ampicilina vancomicina, clprofloxacine, gatifioxacino, levofloxacino, teiocoplanina, y
difusion de disco para gentamicina (120ug) y estreptomicina (300ug). E! andlisis
genético se realzé con técnica de electroforesis de campo pulsado y PCR para la
busqueda del gen vanB Se hizo un analisis descriptivo de las caracteristicas basales de
la poblacidn con medidas de tendencia central y chi cuadrada para variables
categbnicas Para determinar las caracteristicas asociadas a mortalidad se estimé el
riesgo relativo e intervalos de confianza al 95% Se hizo analisis de scbrevida y analisis
de riesgos proporcionales de Cox, introduciendo en el modelo las variables con una P
menor de 0 20.

Resultados: Se detectaron 93 bacteremias en &l peniodo de estudio Las especies mas
frecuentes fueron £ faecalis 559% y £ faecium 38 7%, la bacteremia mditiple se
presentd en el 29% La maxima resistencia se presenté para concentracion alta de
gentamicina hasta en el 81% de los casos La resistencia a quinolonas se ha
incrementado en los Ultimos 4 afios de forma significativa La resistencia a vancomicina
fue identificada en una cepa de E faecium (1 3%) y fue confirmada por presencia de
vanB mediante PCR Las variables asociadas a mortalidad fueron: APACHE 1I>15
puntos, estancia en UT! y resistencia combinada a ampicilina y gentamicina El analisis
genético de las cepas identificé 4 familias ascciadas a »65% de coeficiente de similitud,
sin presentar brotes En cuanto a la asociacion de las familias simitares genéticamente
se encontrd que 5 grupos se asociaron a la especie de £ faecium y 4 de estos grupos
se asociaron a resistencia a penicilina, quinolonas y gentamicina (p<0 05)
Conclusiones. Nuestros datos muestran incremento en ta frecuencia de las
bacteremias por enterococo durante los Gitimos afios en este Instituto, sin embargo se
asocia a una mortaldad similar a la reportada en la Iiteratura Las frecuencia de cepas
resistentes a vancomicina es menor det 2%, sin embargo es muy alta para gentamicina
{dosis altas} y ampiciling, 10 cual se asocia significativamente a mortalidad Por todo elio
es necesario replantear los esquemas de tratamiento La resistencia a quinolonas se ha
incrementado también en los ultimos afios
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INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales se han incrementado de forma alarmante en la
dltima década De éstas, las bacteremias son actualmente una causa importante de

morbi-mortalidad’

Los enterococos son patégencs nosocomiales reconocidos recientemente En
Estados Unidos se reportaron como la segunda causa de infecciones nosocomiales’ y
su frecuencia se incrementd 20 veces entre 1989 y 1993 segun lo reportado por el
Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (the National Nosocomial
Infection Surveillance Sys’tem)2 El surgimiento de enterococo como patdgeno se
atribuye de forma directa a su caracteristica de resistencia mtrinseca y de su capacidad

para adquirir nuevas resistencias a multiples antimicrobianos®

Los enterococos representan el tercer germen mas frecuente entre las
bacteremias nosocomiales en Estados Unidos El programa Survelllance and Control of
Pathogens of Epidemicfoic Importance (SCOPE) reportd que el 117% de las
bacteremias nosocomiales eran causadas por enterococo en 1996* Por ofro lado, el
programa SENTRY dio a conocer que el 14 1% de las bacteremias por enterococo eran
producidas por cepas resistentes a vancomicina® en 1997 y en los resultados reportados
de este mismo programa de 1997 a 1999, este porcentaje fue del 817%° Esta
proporcidn tan elevada de cepas de enterococo resistentes a vancomuwcina es
preocupante debido al las opciones de tratamiento limitadas y por el nesgo potencial de

trasmision de genes de resistencia a otros organismos
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ANTECEDENTES

Aspectos microbiolagicos.

El nombre de Enterococcus proviene del francés Entérocoque, que se ublizaba
en el siglo pasado para describir las infecciones de origen entérico producidas por estas
bactenias” Los enterococos forman parte de la flora intestinal normal de humanos y
otros animaies Anteriormente se clasificaban dentro de la familia de los estreptococos
det grupo D, sin embargo a partir de los 1980 s después de analizar su contenido de
DNA, los observaron que no estaban relacionades con los estreptococos, por lo gue han
sido agrupados en su propio género' Las espectes con importancia clinica son E
faecalis, el mas frecuente, seguido de E faecwum, y los otros enterococos menos
frecuentes son: £ durans, E avium, E raffinosus, E gallinarum y E casseliflavus®

Los enterococos son cocos grampositivos que se agrupan en pares y cadenas
cortas, son anaeroblos facultativos y el crecimento optmo ocurre a 35°C Se
caracterizan por crecer en medios que contengan azida de sodio , azul de metileno,
sales biliares (40%) y esculina hidrolizada, ¢ NaCl (6 5%) de y a temperaturas hasta de
45°C Producen o, B y 7 hemdlisis en el agar sangre®, Las pruebas bioquimicas estandar
para su identtficacién son las siguientes: hidrélisis de pyrrofidonil-g-naftilamida (PYR),
reaccion de catalasa negativa, produccién de leucina-aminopeptidasa y reaccion de
hidrolisis positiva en medio de bilis-esculina®

Resistencia antimicrobiana.

Se conoce que la mayoria de los enterococos tienen resistencia natural a
diferentes antibidticos (B-lactamicos, Incosaminas, aminoglucdsidos vy trimetroprim-
sulfametoxazol} y también se caractenzan por su capacidad de adquinr nuevas
resistencias La resistencia a los B-lactamicos se manifiesta por concentraciones
inhibitorias minimas mas elevadas que en el género de Streptococcus®

La mayoria de los enterococos tienen resistencia natural o adquirida a diversos
antimicrobianos, incluyendo cefalosporinas, penicilina, ampicilina, ureidopenicilinas,

tetraciclinas, ertromicina, cloramferucol y tnmetroprim
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En la Ultima década se ha reportado una rapida emergencia mundial de cepas
resistentes a vancomicina a partir de 1986 y a dosis altas de gentamicina, atribuido al
sobreuso de antibidticos en todo el mundo Esta resistencia esta determinada
genéticamente, siendo intercambiado a ftravés de plasmidos, bacteriéfagos,
transposones® y oligopéptidos llamados feromonas Estas ultimas son secretadas al
medio de cultivo, y si se encuentra con un plasmido que responda a la feromona, se
activa la trascripcidn de un gen produciendo una proteina que produce agregacidn de
tas células de enterococo, transfiriéndose el matenat genético por un mecanismo no
conocido ® No solo existe un intercambio genético a través de todos estos mecanismos
entre las diferentes cepas de enterococos, sino también con otras bacterias de géneros
como Staphylococcus Streptococcus, £ Coff, 10s cuales también pueden encontrarse en
el tubo digestiva™

La produccién de beta-lactamasas en E faecalis se describié en 1983 La
enzima es tipicamente penicilasa transferible, producida constitutivarmente e inhibida por
clavulanato La secuencia del gen blaZ confirma que la enzima es indistinguible de
algunos beta lactamasas tipo A de estafilococos Aunque la mayor parte de los
enterococos productores de beta lactamasas muestran resistencta a  altas
concentraciones de gentamicina, no son caracteristicas inseparables™

Se han determinado diferentes fenotipos de resistencia a vancomicina y los

genes que la confieren® '® 3%

+ El primero de ellos es vanA, el cual se caractenza por resistencia de alto nivel a
vancomicina concentracién minima inhibitoria (CM1) = 64 a >1000 pug/mL y a fa
teicoplanina de 16-512 pg/ml. Las especies donde se he encontrado este gen
son. £ faecium, E faecalis, E avium, E durans , E hirae, E. mundti, E
raffinosus, E gallinarum, E cassehffavus Este tipo de resistencia es transfenible,
pues se localiza en el transposdn Tn 7546 de 10 8 Kb

+ Ei genotipo vanB se ha descrito en E. faecium y £ faecalis, se caracteriza por
resistencia variable a vancomicina con CMI de 4-1,000 pug/mL y 0 5-32 pg/mb
para teicoplanina, este gen es adquirido (Tn 1547) y transferible en algunas

cepas por conjugacion
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s El genotipo vanC1 estd presente en E galfinarum y vanC2 y vanC3 en £
cassehflavus, E flavescens y forman parte del matenal genético normal de
estas especies Se definen por CMI de 2 a 32 pg/mL pero sensibles a la
teicoplanina CMI 0 5 a 1 y no son transferibles™

+ Ei genotipo vanD se describib en una cepa de £ faecium en Estados Unidos La
presencia de este gen confiere resistencia constitutiva moderada a la
vancomicina (CIM 16-64 ug/mL) y bajo nivel a la teicoplanina (CMI de 2-4
ug/mL) Es un gen que puede ser adquirido

+ El genotipo vanE, Confiere resistencia baja a vancomicma (CIM 16 ug/ml.) vy es
sensible a teicoplanina (CM! de 05 pg/mL) Se ha encontrade en cepas de £
faecals y puede ser adquirido

Las nuevas fluoroquinolonas (moxifloxacino, clinafloxacine, gemifloxacino vy
sitafloxacino) ofrecen la ventaja de mayor potencia contra organismos grampositivos
comparado con otras quinolonas como ciprofloxacino, levofloxacino u ofloxacino Existe
poca informacién acerca de la eficacia de las fluoroquinolonas ara las infecciones
graves por enterococo, sin embargo existen reportes aislados de casos de enterococos
sensibles y resistentes a vancomicina que se han beneficiado al agregar una
fluoroquinolona al tratamiento' con aparicién posterior de cepas resistentes a estos

antibidticos

Con el uso extendido de aminoglucédsidos y peniciina, los enterococos
desarrollaron resistencia a dosis altas de gentamicina Cuando una misma cepa
presenta resistencia a dosis altas de gentamicina y de estreptomicina, existen pocos
esquemas terapéuticos disponibles’

Asi mismo con la apancién de nuevos medicamentos contra cepas resistentes a
vancomicina, se han ido reportando la aparicién de cepas resistentes a drogas como
quinupristin/dalfopristin y linezolid, con una susceptibilidad intermedia hasta del 126% y
resistencta en el 38%° # Este incremento ha sido también relacionado al uso de
andlogos de estreptograminas (quinupristin/dalfopristin) en animales de consumo
humano, como promotor de crecimiento en alimentos para animales, al demostrarse Ia

diseminacién de cepas resistentes® ' % 28
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A través de muitiples analisis se ha confirmado la transmisidén de enterococos
resistentes a vancomicina de persona a persona a través de termémetros rectales'
guantes15 y por contaminacion de la piel, por lo que su estudio ha cobrado mucho

interés

Potencial patégeno de los enterococos.

Los enterococos se conocen desde hace muchos afios por ser patégenos
importantes en la infecciones de vias unnarias asociadas a instrumentacién ¢ a
anomalias anatdmicas, meningitis y endocarditis, abscesos intraabdominales vy

pélvicos’

Hasta la época de los 90 s los enterococos eran considerados como
comensales, debido a su alta frecuencia en la flora de infecciones intraabdominales o
pélvicas, basando su potencial patdgeno en su sinergismo con otros patégenos, por lo
que se dudaba sobre la necesidad de dar tratamiento antimicrobiano De los primeros
estudios que cambiaron este concepto fue el publicado por Garrison et al’, donde se
analizaron retrospectivamente las bacteremias por enterococos encontrando que tenian
un alto potencial patogenico ya que tenian una mortalidad mayor del 50%

Recientemente se han descrito posibles determinantes de patogenicidad de fos
enterococos productores de bacteremias, como la citolisina (toxina estructural) v la
proteina de superficie Esp (contnbuye a la colonizacion vesical'

Importancia clinica de las bacteremias por enterococo.

En 1993 el centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC Atlanta)
informd el incremento de 20 veces en el porcentaje de bacteremias nosocomiales por
enterococos a nivel mundial entre 1989 y 1993 2

En 1997 se encontrd en datos del programa de monitorizacién de bacteremias
nosocomiales SCOPE, que los enterococos representaron el 11 7% de las bacteremias
nosocomiales, y ésta se incrementd hasta el 817% para 1999 En el SENTRY
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Antimicrobial Surveillance Program de 1997, se reporté que las bacteremias por
enterococo representaban la 32 causa de bacteremia nosocomial®

Factores predisponentes de las bacteremias por enterococo.

Se han logrado encontrar los factores predisponentes para fa bacteremia por
enterococos, vy son en general enfermedades crénico degenerativas y debilitantes, ast
como el antecedente de uso de esteroides™ 7 " ' En el caso de bacteremias
producidas por cepas resistentes a vancomicina, $& ha encontrado una asociacion
importante con ¢l antecedente de uso de antibidticos, en especial cefalosporinas,
vancomicina y agentes contra anaerobios® %% Se han identificado a las infecciones
de vias urinarias como origen mas frecuente de las bacteremias asociadas a
catetenismo vesical 7 * *y hasta en cerca de 50% no se fogra dentfficar el origen, es

decir son bacteremias primanas

Mortalidad atribuible a las bacteremias por enterococo

La mortalidad atribuida a las bacteremias por enterococo se ha estudiado
extensamente, Los pruneros reportes demostraron entre 40 y 50% de mortalidad entre
los pacientes con bacteremia’ Algunos estudios han demostrado que la mortalidad
atribuida a la bacteremia es aproximadamente del 25% al 31% %7 %

Se han identificado factores asociados a mortalidad como son: bacteremia
miltiple, bacteremia nosocomial, estancia en terapia intensiva,® msuficencia renal
aguda, cancer? , ventilacion mecanica, neutropenia grave, escala de APACHE Il (acute
physiology and chronic heaith evaluation)®

El tema de la resistencia bacteriana y su asociacion con la mortalidad ha sido
objetivo de multiples estudios 17 1 2 31 32 38 3 Lasta el momento sigue siendo un tema
controvertido ya que se han reportado resultados opuestos Sin embargo la mayoria de
los estudios han reportado que la resistencia a vancomicina no es un factor

independiente de mortalidad
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Bacteremias por enterococo en América Latina y en México.

En la lteratura existen escasos reportes de estudios realizados en América
Latina En estos estudios se reporta una frecuencia baja de cepas de enterococo
resistentes a vancomicina, det 0 al 15%, en Argentina, Brasil y en Colombia ® * 2 %

La resistencia reportada en general para América Latina a través del programa
SENTRY de 1997 a 1999, mostrd sensibilidad del 100% de las cepas de enterococo
para teicoplanina y vancomicina, para las quinolonas se reportd una resistencia del 60%
para ciprofloxacine y del 20% para gatifioxacino, para ampicthna y gentarnicina se

encontro resistencia del 28%

De los estudios realizados en México se han reportado una frecuencia del 5 al
12% de resistencia a dosis altas de gentamicina en cepas de enterococo y del 25% para
enterococos responsables de bacteremias, en un estudio reahzado es este

Institute®® 40 %2

Se carecen de estudios que analicen la situacidon actual de las bacteremias en
Mexico asi como los patrones de suscephbiidad antimicrobiana de las cepas de
enterococo que producen bacteremia

Por lo descrito anteriormente nos damos cuenta que las bacteremtas por
enterococos son un problema de salud publica, sin embarge todavia son tema de
controversia, ¥y no conocemos bien la virulencia real de estos microorganismos
Mientras tanto es importante conocer cuales son las caracteristicas de las bacteremias
por enterococos en nuestro hospital, en relacion a fa susceptibilidad antimicrobiana y
sus aspectos epidemiolégicos, para determinar el fratamiento mas adecuado y tratar de
detectar los factores asociados a mortalidad en nuestra poblacién
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HIPOTESIS

Existen factores del enterococo (resistencia antimicrobiana) y del huésped (el
antecedente de procedimientos invasivos, estado de gravedad), que determinan
la muerte, entre los pacientes que desarrollan bacteremia por enterococo

Las cepas similares genéticamente comparten caracteristicas fenotipicas
semejantes y se asocian a un desenlace similar

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la epidemiologia y la tendencia de las bacteremias por enterococo, asi

como los factores de riesgo de muerte vy determinar caracteristicas fenotipicas y

genotipicas de los enterococos responsables de bacteremias, en un hospital de tercer

nivel de la Ciudad de México

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Conocer ia epidemiologia y tendencia de las bacteremias por enterococo
identificar la enfermedad y condiciones subyacentes en los pacientes que
desarrollan bacteremia por enterococo

identificar los factores de rniesge del huésped y del germen que determinan
mortahdad

ldentficar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los enterccocos
causantes de bacteremia
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MATERIAL Y METODOS

METODO:

Se realizé un estudio de sene de casos, retrospectivo de en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas v Nutricidn “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) ciudad de
México de enero de 1993 hasta abnl del 2002

Los criterios de inclusidn fueron;

o Pacientes con fiebre de > 38 3°C y sospecha clinica de bacteremia y 2
hemocullivos para enterococo, o

e 1 hemocultivo positive con aislamiento de cualquier especie de enterococo
con identificacion del sitio de origen de donde se haya aislado la misma cepa
de enterococo, o

+ 1 hemocultivo positive para cualquier especie de enterococe con sospecha
climica del origen de ta bacteremta y sin cultivo positive para enterococo de

ese stio

Laos criterios de exclusion fueron:
¢ Pacientes que no cumplan con los requisitos de bacteremia

o Falta de expediente clinico

VARIABLES DEL ESTUDIO:

La variable dependiente fue muerte y las variables independientes fueron:

» Socioecondmicas: edad, género, lugar de residencia

+ Enfermedades subyacentes: diabetes mellitus (DM), cirrosis hepatica (CH),
insuficiencia renal crénica (IRC), cancer sdlido, cancer hematolégico, lupus
entematoso generalizado (LEG), trasplante de érgano sblido, trasplante de
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células hematopoyéticas, antecedente quirurgico, antecedente de procedimiento
invasivo relacionado en tiempo con fa bacteremia y sindrome de
inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA)

Condicién inmunosupresora: uso de esteroides, uso de ofros
inmunosupresores, esplenectomia y neutropenia grave

Sitio de origen la bacteremia. infeccion de herida quirtrgica, infeccién de vias
urinanas, endocarditis, celulitis, neumonia, osteomielitis, meningitis, colangitis,
sepsis abdominal o absceso

Caracteristicas de la bacteremia; Fecha de la bactererma, nimero de
hemocultivos positivos, bacteremia miltiple, bacterias asociadas a la bacteremia
muitiple, tiempo de hospitalizacién entre la fecha de admision y la bacteremia,
bacteremia en unidad de terapia intensiva (UTI)

Datos clinicos de la bacteremia y gravedad complicaciones: sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, totai de dias de estancia intrahospitalaria,
estancia en UTI, APACHE, leucocitos y neutrdfilos totales, hemoglobina y
hematocrito, tratamiento adecuado, tratamiente previo a la baé:teremua,
comphcaciones: insuficiencia renal aguda, sindrome de insuficiencia respiratoria
del adultc (SIRPA), insuficiencia hepatica, choque séptico, coagulacion
intravascular diseminada y hemorragia de tubo digestivo alto (HTDA)
Desenlace: causa de muerte, sobrevida a 3 y 6 meses, fecha de ultima consulta
médica en el Instituto. (Ver tablat)

METODOLOGIA:

Cepas de enterococo. Se estudiaron todas las cepas de enterococo aisladas de

sangre de paclentes con sospecha de bacteremia en los servicios de urgencias, unidad
de terapia intensiva y hospitalizacion del INCMNSZ durante el penodo de enero de 1993
a abnl del 2002

Obtencidén de datos: Se revisé la base de datos de hemocuitivos del Laboratonio de
Microbiologia Clinica del INCMNSZ para seleccionar las cepas de enterococo Se
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recuperaron 93 cepas de enterococe, 52 de £ faecalts , 36 de E faecium, 2de E
avium , 1de E durans, 1 de E casselflavus y 1de E gallinarum

Las variables independientes de cada paciente se obtuvieron del expediente
clinico y se colectaron en un cuestionario (anexo 1) Posteriormente, fueron capturadas
en una base de datos

Susceptibilidad antimicrobiana: A todas las cepas se les realizd susceptibilidad por el
método de micradilucion en placa, segin especificaciones de la National Commuttee for
Laboratory Standards (NCCLS) a los siguientes antibidticos: penicilina (BD® BBL®
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD EU) para predecir la susceptibiidad a
ampicilina, vancomicina (SIGIVIA® Chemical Company, St Louis, MQ EU} ciprofloxacino
(BD® BBL®), gatfloxacino (BD® BBL®), levofloxacino (BD® BBL®) y teiocoplanina (BD®
BBL®)“9

La determinacion de la susceptibilidad a gentamicna 120 ug (BD® 8BL® y a
estreptomicina 300 pg (BD® BBL®) se realizé por difusion de disco Como contro! de la
prueba se usé la cepa £ faecium ATCC 51299 y £ faecahs ATCC 29212%

En breve, a partir de un cultivo puro en gelosa sangre de carnero, se tomaron
colonias hasta ajustar el inéoulo al 0 5 de McFarland (1 5x10® UFC/mL) Posteriormente
se diluyé 1:1000 Se utiizé como control de la prueba Enterococcus faecalis ATCC
29212%

Método de electroforesis de campo puisado. Las cepas se sembraron en agar
sangre de carero y se incubaron a 37°C por 20 a 24hr Del cultivo se tomé una colonia
y se {noculé en un tubo con Smb de caldo de BHI, se incubaron a 37°C con agitacién
(250 rpm) toda 1a noche Se tomaron 150uL de cada cultivo en tubos Eppendorff y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 2 min El sobrenadante se decanté El paquete
celular se lavd con 400ub de buffer PIV (Tris-HCL 1M, NaCl 1M, pH=76) y se
resuspendid en 150 ub del mismo buffer Los tubos se incubaron a 50°C para equilibrar
la temperatura, postertormente se agregaron 150ul de agarosa de bajo punto de fusién

al 1 6%, se tocmaron 100 uL para preparar los blogues en los moldes. Los biogues se
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dejaron solidificar y se colocaron en un tubo Eppendorff, se resuspendieron con 500 pl
de buffer de lisis pH=7 6 (Tris 1M, NaCl 1M, EDTA 100mM, Brij 58 0 5%, desoxicolato
acido 0 2%, launlsarcosinato de sodio 0 5%, ribonucleasa A 50 pg preparade al
momento) y se incubaron a 50°C toda la noche Se elimind el buffer de lisis y se
agregaron 500 pl de buffer ESP (EDTA 0 4M, laurilsarcosinato de sodio 0 1%, pH 98-8 5
y 0 5 mg/mL de proteinasa K, preparado al momento) y se incubaron a 50°C durante 24
hr Los bloques se lavaron 7 veces con buffer TE 1X (Tris SmM, EDTA 5mM, pH=7 5,
fenii-metit-sulfonil-fluorido 1mM), a 37°C 30 min, después se lavaron 3 veces con buffer
TE 01X durante 30 min Se colocaron en 300 ul. de buffer de restriccién 1X para
equilibrar por 45 min y después a cada blogque se le adicionaron 50U de enzima Sma |
(Bio-Rad Laboratories®, Hercules CA, EU) y se incubaron a 37° toda la noche®

Se prepard el gel de agarosa al 1% con buffer TBE 0 5X para reaiizar el campo
pulsado al y se colocd la mitad de cada bloque en cada pozo del gel, colocando
marcador de peso molecular lambda fadder (New England Biolabs® Inc } en los carriles
1y 15 Se incluyd el control de Staphylococcus aureus (Bio-Rad Laboratories®) en el
carril 8 La electroforesis se corrid en el programa de estafifococo del equipe GenePath
System Bio-Rad Laboratories® Después de la electroforesis el gel fue tefido con de
bromuro de etidio (1ug/mL}), se lavé con agua durante 15 minutos para el andlisis v se
tomo fotografia (Fig 1)

Las fotografias de cada gel fueron analizadas por el software Gel Print (Genomic
Solutions Inc ®, versién 4 00, 1998, EU) Cada dendograma obtenido se realiz6 con el
método DICE, con tolerancia del tamafic de banda de 5 0 y umbral de pareamiento de
lineade 800

ldentificacion del gen vanB  Se amplificd por PCR un fragmento de 635 pb (regién de
gen vanB) con las siguientes condiciones: el volumen final de reaccion fue de 25pL, 15
pmol de ofigonuclettidos vanB (5 ATGGGAAGCCGATAGTC 3) y vanB1 (5
GATTTCGTTCCTCGACC 3) MgCly 2mM; mezcla de dCTP, dATP, dGTP, dTTP § mM
(Gibco BRL, NY, EUA) vy fag polimerasa 1U (Gibco BRL, NY, EUA}, § mcL DNA de cada
cepa La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador PTC-100 MJ (Research Inc
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Watertown, Mass EUA) El programa consistié de un c¢iclo a 94°C 5 min, 30 ciclos de:
94° 30 seg, 54° 30 seg, 72° por 45 seg, y 1 ciclo a 72° por 7 min®

En cada lote de de amplificacion del gene se usé un control positivo con DNA de E
faecium resistente a vancomicina con genotipo VanB aislada en el laboratorio de
Microbiologia Clinica del INCMNSZ, un contral negativo con DNA de E faecalis ATCC
29212 y un control negativo de reactivo

Los productos de amplficacién fueron separados en un gel de agarosa al 2% vy se
tifieron con bromuro de etidio {10 mg/mL.), para observar la banda de 635 pb®'

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos fueron procesados y analizados con el programa estadistico SPSS
version estandar 10 0 para Windows (SPSS Inc® 1998) Se hizo un analisis descriptivo
de tas caracteristicas basales de la poblacién con medidas de tendencia central, con
medias y desviacién estandar para las variables continuas, y de proporciones y chi
cuadrada para las variables categoricas Para determinar las caracterishicas asociadas
a mortalidad se estimé el nesgo relative e intervalos de confianza al 95% El nivel de
significancia considerado para todo el andlisis fue de 0 05

Se hizo andlisis de sobrevida y analisis de riesgos proporcionales de Cox,
introduciendo en el modelo las vanables con una P menor de 020 El hempo de
sobrevida fue definido a partir de ta fecha de primer reporte de cultivo positivo vy la fecha
de ultimo seguimiento del paciente La causa de muerte fue obtenida del certficado de
defuncidn

El andlisis de la tendencia de sensibilidad durante el penodo de estudio se
realizé mediante la prueba de chi? para tendencia lineal
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RESULTADOS

Se recuperaron 93 cepas de enterococos provenientes de hemocultivos durante
el periodo de estudio Con fines del anélisis de sensibilidad y genético se consideraron
las 93 cepas de enterococo responsables de las bacteremias, sin embargo para el
andlisis del resto de las variables solo se consideraron los 72 casos de bacteremias,

todos ellos con expediente clinico
Caracteristicas clinicas de los pacientes.

Las caracteristicas basales de los casos se describen en la tabla 2 .a edad de
los pacientes fue en promedio de 47 afios (desviacion estandar (DE) + 19 6) De éstos
27 casos {37 5%) eran > 60 afios y 46 casos (62 5%) < 60 afios La distnbucion por
sexo fue 39 hombres (54 2%) v 33 (46%) mujeres.

La media de estancia intrahospitalaria fue de 29 dias con una DE + 40 9 dias De
los 72 casos, 29 estuvieron en la UTI en algin momento de ta hospitalizacién, y de
ellos, 16 desarrollaron 1a bacteremia en esa unidad

Los pacientes tuvieron mas de una enfermedad subyacente, las mas frecuentes
fueron cancer hematolégico 15 casos, cancer sélido 12, diabetes mellitus 9,
insuficiencia renal cronica terminal (IRCT) 6 v lupus eritematoso generalizado (LEG) 5
Veinte pacientes (27%) no tuvieron ninguna enfermedad subyacente El 66 7% (48
casos) tuvo algdin tipo de inmunosupresion, siendo la mas frecuente el uso de
esteroides (23/48 casos), sequida de otros inmunosupresores {6/48 casos)

En 38 pacientes la bacteremua aparecid después de 60 munutos de los
procedimientos invasivos: 18 casos (25%) con evento quirdrgico abdominal, 10 casos
{13 8%) con colangiopancreategrafia retrégrada endoscépica (CPRE), § casos (6 9%)
con linea venosa central y 5 casos {(4%) con cateterizacion urinaria con sonda Foley
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Los procedimientos invasivos mas frecuentes que no fueron seguides de
bacteremia fueron- cateterizaciéon urinaria con sonda Feley en 31 pacientes (43%),
catéter venoso central en 8 casos (11 1%), nutricién parenteral total (NPT) 2 (2 8%) v 31
pacientes que no tuvieron ningun tipo de procedimiento invasivo (43%) La media de
tiempo entre el procedimiento invasivo y el desarrolio de la bacteremia en estos casos
fue de 6 8 dias con una DE + 10 3 dias

El desarrollo de respuesta nflamatoria sistémica se presenté en 57 casos (79%)
De las vanables de laboratorio, la media de leucocitos fue de 11,351 cel/mm?®, DE +
8,800 cel/mm?®, de neutréfilos totales de 8,529 cel/mm?®, DE + 7,800, de hemoglobina fue
de 11 g/dL, DE + 3 8 y de hematocrito de 327%, DE + 89 En cuanto a la escala de
gravedad, APACHE 1l, tuvo una media de 13 puntos, DE + 7 puntos Al dividir los casos
por APACHE !l > de 15 puntos y <14 puntos al momento de la bactererma, se encontrd
una frecuencia de 28 pacientes con APACHE > 15 puntos (38%) vy 44 pacientes con
APACHE Il <14 (62%)

Se identficaron 21 (29 7%) casos que habian recibido antibidticos antes de la
bacteremia, los antibidticos mas frecuentemente utiizados fueron: cefalosporinas de
tercera generacién (ceftazidima y ceftriaxona) seguida de aminoglucésidos, quinolonas
y agentes contra anaerobios Se analizé el tratamiento para cada paciente con
bacteremia, y se clasificd como “adecuado” si era el sugerido segun Ias
recomendaciones validas para el afio en que se presentd la bacteremia, sefaladas en ia
tabla 1, y se encontré que el 73 6% (53 casos) habian temdo tratamiento adecuado vy
de los 19 casos restantes, 2 pacientes no recibieron ningun tipo de tratamiento

Al analizar las complicaciones se encontré que por paciente se presentaron de 1
a 4 complicaciones Las complicaciones mas frecuentes fueron: chogue séptico en 36
casos, insuficiencia renal aguda (IRA) 31 casos, insuficiencia hepatica en 12, sindrome
de dificultad respiratoria del adulto (SIRPA) 11, coagulacion intravascular diseminada
(CID) 8, hemorragia de tubo digestivo alte (HTDA) vy evento vascular cerebral 3 casos
cada uno, choque cardiogénico 2 y en 20 pactentes no se presentd ninguna

complicaciéon
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Caracteristicas de Jas bacteremias.

De los 72 pacientes incluidos en el estudio, 43 casos (59 7%) desarroflaron
bacteremia nosocomial y 29'(40 2%) bacteremia adquirida en ta comumidad

La frecuencia de las bacteremias primarias, es decir aquellas en las que el
origen de la infeccién no se determmnd, fue de 3 casos (4%) En el 96% restante se
localizd el sitio de origen de Ia bacteremia, siendo los sitios mas frecuentes: infeccion
de la via biliar (colangitis) 18 casos {25%), infeccidn de vias urinarias 15 (20 8%) y
sepsis abdominal 11 (15 3%)

En 21de los 72 casos de bacteremia (29 2%) se encontraron bacteremia
multiple Los organismos que se asociaron a ia bacteremta multiple con mas frecuencia
fueron: £ coli, P mirabilis, S epidermidis De ellos, 17 (80%) se acompafaron de 1
bacteria mas y en 4 casos se aislaron 2 bactenas mas La distrbucién de las especies
de enterococo asociadas a las 21 bacteremias miltiples fue: E faecalis en 14 casos, £
faecium en 6 casos y E casseliflavus en 1 caso

Caracteristicas de las cepas de enterococo responsables de las bacteremias.

Las bacteremias se presentaron con frecuencia diferente cada afio, con una
media de @ 3 + 5 5 casos por afio  Los aflos que mas casos presentaron fueron 1989 y
2001 con 18 casos cada uno (12 4%) y el que menos casos tuvo fue 1997 con 1 caso
(Ver tabla 3},

Las especies de enterococo tuvieron la siguiente distribucidn: E faecalis 52
casos (55 9%), E faecium 36 casos (38 7%), E avium 2 casos (2 2%), E durans 1
caso, E casseliflavus 1 caso y E gallinarum 1 caso (1 1%)

En cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana, se analizé la frecuencia de
resistencia para cada uno de los antibibticos en los 93 aislados El patrén de
susceptibilidad se observa en latabla 5 La resistencia encontrada para penicilina fue de
29%, para ciprofloxacino y gatifloxacino del 43%, para levofloxacino 33%, para
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teicoplanina 0%, para vancomicing 1 07%, para gentamicing 67% y para estreptomicina
52% (Ver tabla 5). E! patrén de susceptibilidad por especie se muestra en las tablas 6,
7,7y 7b

Solo se identificd 1 caso de resistencia a vancomicina. Fue una cepa de E
faecium y se confirmé por técnica de microdilucidn, prueba E para vancomicina y por ta
deteccitn del gen vanB (Fig 1 cepa 1987)

En cuanto a la susceptibdidad a quinolonas, se encontrd el mismo patron de
resistencia para ciprofioxacing y gatifloxacino, independientemente de la especie de
enterococo En general la resistencia fue levemente menor para levofloxacing {Ver
tabla 7)

Como de observa en la tabla 8, la resistencia aumentd con el tiempo: desde el 2000
para ciprofloxacino Y desde 1999 para gatfioxacino, sin alcanzar significancia
estadistica Para levofloxacino, hubo un incremento de 1 8 veces para 1999, 2 6 veces
para el 2000, de 4 3 veces para 2001 y de 3 7 veces para el 2002 (p<0 02) (Ver gréfica

1)

E faecium presentd mayor resistencia para todos los antibibticos, excepio para
aminoghuctsidos (Ver tablas 6, 7. 7* y 7b} La mayor resistencia en £ faecium se
presenté para quinolonas: ciprofioxacino y gatifioxacino de 72 2% con CMig 8ug/mL,
levoftoxacino 58 3% y CMig 16pug/mL., seguida de penicilina 61% y CMlg 16ug/mL Para
£ fascahs a resistencia fue mas alta para aminoglucésidos: gentamicina 82 6% y para
estreptomicina del 67 3%

Las cepas de E gallinarum, E avium, E casseliffavus y E durans mastraron
sensibilidad aita a todos los antibiéticos asi como falta de resistencia a vancomicing
Unicamente la cepa de & casseliflavus mostré resistencia a quinolonas y peniciiina Y
las cepas de £ duransy E avium presentaron resistencia del 100% a aminoghucostdos
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Anilisis de mortalidad

La mortalidad fue del 40 2% (29/72 casos) Del total de pacientes, 26 casos
(36 1%) tuvieron como primera causa de muerte el choque séptico. La sobrevida se
considerd como el tiempo en meses entre la fecha de reporte del crecimiento del cultive
hasta la fecha en que el paciente fue visto en la Ultima consulta en el hospital La
sobrevida media fue de 1 mes + 24 1 meses

Al anabzar ta mortalidad, se encontrd ascciacién con las siguientes vanables:
escala de Apache |l mayor de 15 puntos {p= 0 001) con nesge relativo (RR) =5 4,
estancia en la UTI en cualguier momento del internamiento (p=0001) con RR=84 y la
hacteremia que se desarrollo en la UTIl (p=0 0001} con RR=108 Los pacientes que
presentaron cualquier complicacién asociada a la bacteremia tuvieron una mortalidad
del 100% (ver tabla 4)

La resistencia a antimicrobianos se asoctaé con muerte excepto en aquellos
pacientes que tenian un aislado resistente a gentamicina y a ampicilina {(p=0 008} que

es el régimen recomendado (Ver tabla 9)

El tratamiento inadecuado de la bacteremia no se asocid a mortalidad Dos
pacientes no recibieron tratamiento para ta bacteremia, teniendo en los dos casos como
enfermedad de base cancer sdlide y como origen de la bacteremia para el pnimer caso
infeccion de vias unnarias y para el segundo infeccidn de herida quirurgica Los dos
casos tuvieron una adecuada evolucion siendo egresados y con sobrevida del primer
caso de 8 meses y del segundo de 61 meses

Analisis multivariado para mortalidad.

Se realizd analisis multivariado de regresion de Cox para muerte, incluyéndose
las variables gue resultaron con valor de p menor de 02 Las variables que resultaron
ser predictores de mortatidad fueron: la estancia en la unidad de terapia intensiva en
cualquier momento de la hospitalizacion (p=0 009) con RR 5 2, escala de APACHE Il
mayor de 15 puntos {p=0024) con RR 44, resistencia a peniciltna/ampicilina y
gentamicina (p=0 013) con RR 62 La prueba de ajuste Hosmer-Lemeshow para chi
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fue de 0 95 (Vertabla 10) Estas variables se controlaron por edad y sexo, sin presentar
asociacion ni modificacion de los valores

Analisis genético.

Se realizd electroforesis en gel con campo pulsade a las 93 cepas de
enterococos Se agruparon de manera arbitrana aquellas cepas con >65% de similitud y
se encontraron 4 familas La familia | es la més grande y estd conformada por 33
cepas, subdividiéndose a su vez en 5 grupos, con coeficiente de simulitud mayor del
70% La familia 1l esta constituida de 15 cepas y se subdivide en 4 grupos con
coeficiente de similitud mayor del 72% La familia 1!l tiene 10 cepas y se subdivide en 3
grupos con coeficiente de similitud mayor del 67% La familia IV es la méas pequeria, la
conforman solo 3 cepas pero con el coeficiente de similitud mas ailto entre todos los
casos, de 90% Se encontraron 31 cepas sin parentesco entre ellas, con un coeficiente
de similitud menor de 60% (Ver tabla 11 y figura 3)

Al analizar la asociacidén de las familias con la especie de enterococo se
encontrd que la especie de E faecium se agruparon en las familias fa, b, I¢, lla y llic
{p<005)

No se obtuvo asociacidn significativamente estadistica cuando se analizé la
asociacién de familias con mortalidad, bacteremia nosocomial, bacteremia multipie,
bacteremia en UT| vy estancia en UTI

Al analizar la asociacién de familias y sensibilidad a los diferentes antibiéticos se
encontré asociacion con resistencia a penicilina y quinolonas similar entre las familias
Ib, lc, lfa y llic (p<005) En el caso de quinolonas, la resistencia a ciprofloxacino y
gafifloxacine se asocid con las familias b, Ig, id, lia y illc (p<0 08) La asociacion para
levofloxacmo fue significativa con las familias fa, Ib, 1d y llic {(p<0 05) Todas estas
familias fueron las que mas se asociaron a la especie £ faecum

En caso de resistencia a concentraciones elevadas de gentamicina y de
estreptomicing, la asociacion a familias fue diferente Para gentamicina fa asociacion se

———-to

TESIS CON 25
FALLA DE ORIGEN




presenté asociactén con las famibas b, lla y IV {p<0 05) y para la resistencia a
estreptomicina no se presentd asociacion significativa con ninguna familia Las familias
Ib y Ita son las que presentaron asociacidn a resistencia con multples antidticos
{penicilina, quinolonas y a dosis altas de gentamicina)

Se anabzaron por dendogramas separados las cepas de E faecium y E faecals,
encontrando agrupamiento de cepas desde el 80% de coeficiente de similitud para
ambas especies Para las cepas de E faecium se encontraron 2 grandes familias, fa
familia 1, estuvo constituida por 27 cepas con coeficiente de simiitud de 60%,
subdmvidida en 7 grupos y ta familia I} por 4 cepas con coeficiente de similitud det 70% vy
5 cepas no relacionadas entre si Para E faecalis se encontraron 5 familias
emparentadas a mas del 61% La famtha | fue la més grande formada por 16 cepas; fa
familia |l por 9, ia familia i por 5, la familia IV por 6 y Ia familia V por 3 No se encontrd
asociacion con resistencia a los diferentes antirmicrobianos Sin embargo al analizar la
asociacion con mortahidad se encontraron 2 famitias (IV, V) de las cepas de £ faecalis
con significancia estadistica (p<0 05) y RR de 4 5 Y para E faecium se enconiré solo el
grupo la de la familia | asociado a mortalidad (p=0 02}y RR 5

Se realizé busqueda de gen vanB por PCR resultando negative en todas las
cepas con excepcion de dos casos: una cepa de E faecium con MIC para vancomicina
de 32 pg/mL {resistente), confirmada por prueba E para vancomicina y teicoplanina ¢ 25
ug/mb, compatibte con el fenotipo del gen vanB8 y una cepa de E faecium con CMI de
4ug/mL para vancomicina (sensible), confirmada por prueba E, teicoplanina de ¢ 062

pg/mb
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DISCUSION

En la actualidad se reconcce que los enterococos tienen un potencial patdgeno
importante en ciertos tipos de infecciones, principalmente las de origen nosocomiat y en
espectal las bacteremias El incremento en las cepas resistentes a vancomicina
productoras de bacteremias es alarmante y motivo de miitiples estudios para
determinar factores de nesgo que permitan el control de estas infecciones, asi como
patrones de resistencia para plantear estrategias de tratamiento y factores de riesgo
para muerte Desafortunadamente en México se desconoce la situacidn de las
bacteremias por enterococo; Sifuentes-Osornio et al informaron un incremento notable
en el nimero de bacteremias por enterococo en el INCMNSZ durante el periodo de
1981 a 1992%

En este estudio enconframos que la poblacion en que se desarrollaron las
bacterernias por enterococo fueron en pacientes de edad aduita, con una media de 47
afios, siendo hasta un tercio mayor de 60 aftos, con alguna enfermedad desgastante,
como céncer y diabetes meliitus, lo cual es similar a lo reportado en la literatura y
forman parte de los factores predisponentes ya identificados para las bacteremias por
enterococo'” 7 2 Sin embargo un tercio de nuestros casos eran previamente sanos,
esto probablemente se deba a que los ¢asos de pacientes sanos tenian como ongen de
la infeccién la sepsis abdominal secundana a traumatismos, o infecciones de la via biliar
por obstruccion benigna

En cuanto a procedimientos invasivos se ha estudiade su asociacion con el
desarrollo de las bacteremias, sin embarge no se ha hecho la distincion entre los
procedimientos gue son seguidos del desarrollo de a bacteremia de forma inmediata
En nuestro estudio pudimos encontrar procedimientos con desarrolio de bacteremia
hasta 1 hr después de la intervencion, siendo los mas frecuentes la cirugia abdominal y
la colangiopancreatografia  retrégrada endoscépica  Probablemente, estos
procedimientos son los que se asociaron mas con la bacteremia por la posible
movilizacién bacteriana con dichos procedimientos, asi como por que fueron los sitios
de origen de la bacteremia mas frecuentes entre los casos
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Se han reportado porcentzjes de mortalidad asociados a bacteremias por
enterococo tan aitos como del 40% en algunas series™'7#2% Algunos estudios
encuentran porcentajes hasta del 25% cuando se analiza la mortalidad atribuible a la

bacteremia

En nuestro estudio se encontrd una mortalidad cruda del 40 2% Para conocer el
impacto de las bacteremias sobre la mortalidad, se considerd solo la mortalidad
asociada al choque séptico, la cual fue de 26% Sin embargo, el disefio del estudio no
permite realizar esta asociacién

Los factores independientes de mortahdad que identificamos al realizar andlisis
multivariado de regresion de Cox fueron la estancia en UT! en cualquier momento de la
hospitalizacion con un riesgo de monr de 5 veces mas, escala de APACHE |l mayor de
15 puntos, con riesgo de muerte hasta de 4 4 veces mas; y ia resistencia combinada a
penicilina y gentamicina con riesgo de muerte de 6 veces mas Este ultmo hallazgo fue
muy importante, ya que se encontrd una alta resistencia a estos dos antimicrobtanos en
nuestra poblacién y es el esquema de tratamiento mas empleado Por lo anterior, es
necesano replantear los esquemas de antmicrobiancs para el tratamiento de
infecciones graves por enterococo, debido a la resistencia elevada a los antimicrobianos

mas empleados

Los patrones de sensibitidad observados en nuestro estudio, son muy diferentes
a los reportados en la iiteratura de Estados Unidos y pafses de Europa, donde la
resistencia a la vancomicina representan problemas de salud publica®® En Méxtco, se
habian reportado frecuencias de resistencia a dosis altas a gentamicina en los
enterococos responsables de bacteremias del 5 al 25%% %, sin embargo en nuestro
estudio encontramos una frecuencia mas alfa, del 69%, siendo més importante para fas

cepas de £ faecalis

La resistencia a vancomicina entre nuestra poblacon fue det 107% y la
resistencta a otros antibibticos parece ser mas importante
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Enfre las quinolonas estudiadas, levofloxacino es el antibidtico con menor
porcentaje de resistencia Sin embargo, se ha visto un incremento progresivo de cepas
resistentes para todas las quinolonas probadas y significativo unicamente para
levofloxacino en los uitimos 3 afios, tanto para cepas de £ faecium como de E faecalis
Este fendmeno de resistencia a quinoionas probabliemente refleje el uso indiscriminado
que se ha hecho de las quinolonas en palses como en México, ¥y mas aun su empleo en
infecciones asociadas a las bacteremias por enterococo, como son infeccion de vias

urmnarias

En el caso de glicopéptidos, estos no representan un problema ya que el 99% de
las cepas de nuestra poblaciéon mostraron ser sensibles a este grupe de antibidticos
Esto podria obedecer a la racionalizacién estricta que existe para la prescripcion de este
tipo de antibidticos en el hospital de estudio Estos resultados pueden no extrapolarse at
resto de la poblacién y hacen necesario la realizacion de estudios de sensibiidad en
otras instituciones de la Ciudad de México vy del resto del pais Sin embargo, éstos
constiftuyen una herramienta ferapéufica vahosa para las cepas de enterococo

resistentes

Hasta ef momento actual se han realizado diversos estudios para analizar la
asociacién genética de cepas de £ faecium obtenidas de muestras animales (cerdos y
pollos) y de humanos, con la finalidad de identificar la transmision de cepas
principalmente resistentes a vancomecina de animales & humanos Se ha logrado
demostrar la existencia de un geno-grupo comun para los cerdes y humanos tanto en
cepas de un mismo pais como en cepas provenientes de paises diferentes (Holanda y
Grecia®®) Recientemente se publicé un estudio® que valora la asociacién a dos
antimicrobianos en muestras de heces de animales y de humanos, donde encontrd que
fa resistencia a altas dosis de gentamicina se asociaron a resistencia tambien a
quinupristin/dalfopristin en cepas de £ faecim, tanto de pollos como de humanos Sin
embargo hasta el momento no existen asociaciones de geno-familias con resistencia a

mas de una droga

En diversos estudios se determind la diversidad genética mediante la siguiente
formula: DG = [n/{n - 1))(1-2x? donde x; es la frecuencia de cepas idénticas
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{coeficiente de similitud mayor del 95%) y n es el nimero de cepas®®*® Cuando las
cepas son altamente diversas y no existen cepas idénticas, la BG = 1 Cuando las
cepas son wénticas la DG =0 Por lo tanto a mayor valor de GP mayor heterogeneidad
genética En el caso de las cepas estudiadas en este andlisis el valor de GP fue de 1
No se observaron brotes, y Ias cepas con mayor similitud fueron aisladas en afios
ciferentes (1985, 1989 y 2001)

Los estudios donde se analizan las genc-familias de muestras de cepas de
humanos, s& han tomado solo cepas de £ fascium por ser las que mas fienden a
formar familias, En nuesfro estudio realizamos analisis de asociacion de las geno-
familias con las diferentes especies, encontrando también formacién de geno-familias
unicamente de las cepas de £ faecium

Por otro lado los estudios prevics se han enfocado a confirmar transmision de
cepas de enterococo En nuestro estudio se analizd la asociacion de las geno-familias
con diferentes variables clinicas: mortalidad, estancia en la UTIl, bacteremia
desarrollada en la UTI, de las cuales ninguna mostré significancia estadistica Este
fendmeno probablemente esté en relacidn a que no se presentaron brotes en el periodo

de estudio

En cuanto a la asociacidn de las geno-familias con la resistencia a diversos
antimicrobianos, se enconird asocgiacién significativa de 2 geno-familias con la
resistencia a quinolonas en especial con ciprofloxacino y gatifloxacino, gentamicina y
penicilina Al analizar por separado las diferentes especies en un dendograma cada
una, se encontro heterogeneidad entre las cepas de una misma especie No se
encontré asociacién con resistencia a los diferentes antimicrobianos En cuanto a la
asociacion con mortalidad, para las cepas de E faecium se encontré asociacion con 1
familia conformada por 4 cepas (p=0 02) y para las cepas de £ fagcalis se encontraron
2 familias formadas por 6 y 3 cepas respectivamente (p<0 03) Una hmitante importante
del estudio desde el punto de vista genético es la cantidad pequeia de cepas que
formaban una familia, en la mayoria de los casos fue menor de 5, ya que este numero
es considerado en Ia literatura como significativo para 1 familia®®*' Lo que da terreno
para nuevos proyectos de investigacion
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CONCLUSIONES

1 Las bacteremias por enterococo en nuestro INCMNSZ se asocian a muerte
cuando se presenta: resistencia tanto a ampiciina como a concentraciones altas
de gentamicina, estancia en la UTl y escala de gravedad APACHE il mayor de
15 puntos

2 Los enterococos responsables de las bacteremias en ef INCMNSZ muestran un
incremento en frecuencia y resistencia elevada a diferentes antimicrobtanos, en
especial 2 aminoglucosidos v ampicilina, haciende necesario replantear los

esquemas terapéuticos en nuestra poblacion

3 Los ghcopéptidos siguen siendo herramientas terapéuticas importantes en
nuestra poblacién para las infecciones graves por enterococo y deberign ser gl
esquema terapéutico empinco ante el aisltamiento de un coco gram positivo en
sangre

4 Las cepas de E faecium tienden a tener mayor similitud genotipica y mayor
tfraduccion fenctipica, mostrande paltrones de resistencia a diversos tipos de

antimicrobianos
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Tabla 1 Descripcion de las variables

* Escala do
Varlable Deftalelén mediclén Catogoria
Bacteremia por Fwabre con temperatura corporal > 38 5°C mas Nominal Numénea
enterococo 2 Hemocultives positivo para cualquiar especie de Si, No
antarococo O 1 hemocultivo positivo mas identficacién de (12}
la fuente de la bacteremia por cultvo positivo con et
misme germen o por datos clinicos de infeccidn en un siio
determinado
Bacteresmia nosccomiat 8l los hemocultivos positivos fueren realizados 5 dlas Nermunal Numérica
después de fa hospitalizacidn S, No{12)
Sexo Norunat Masculing ()
fernemino (2)
Edad Edad cumplida segun fecha de nacimiento Cuantiativa Alos
continua
Lugar de residencia Residencia hasta antes de hospitalizacion Nominal Numénca
Fecha de diagnostico Facha en la que se reportd el hemocultvo positivo Categdrica Continua
Diabetes Melitus Segln crterlos det National Dhabetes Data Group of the Momiaal Numéneca
Nationat lnstdutes of Health de 1979 Si, No
(1.2}
Céncer s6hido Neoplasia sélida con o sin tratanvento Norminal Numérica
S, No
(1.2}
Cancer hematolégico Neoplasta hematolégica como feucemias agudas, Nominal Numénca
leucemias crénicas Linfomas ¢on o sin tratamiento 81, No
(1.2
SIDA Infaccién por VIH més ura infaccién definitona Nerminat Numérnica
S, No
(1.2)
LEG Diagndstico establecido por datos ciinicos y examenes Nerrinal Numérnca
iomunolégicos S1, No (1,2}
Transplante de drganc Histosia de transplante renal de donador vivo relacionade Neminat Numénca
sélido o cadavérico y transplante hepético se consignard fa Si No
fecha det transplante (1.2)
Carga viral Cantitad de particulas virales reportadas mediante al Cuantitativa Numénca
método de continua leg
Conteo de CD4 Canhdad de células CD4 positivas. Cuanttativa Numénca
confinua Colfmm?
Esplenectomia Histona de esplenectomia ndependientemnente de la Nominal Numénca
causa 81, No(1,2)
Curosis hepatica Defirida por biopsia o por andlisis de laboratono y cuadro Nominal Numénea
clinice S, No {(1.2)
Transplante de células Histona de transptante de células hematepoyéticas por Nomiral Numénca
hematepoyéhcas cuatquiar razén Se constgnard ta fecha del trangplanta S, No (1.2)
insuficiencia renal crénica  Daterloro da fa funciGn renal con Cr >2 my/dt. o Dep Cr< Nominat Numérica
50mimin Si, No (1,2}
Uso da esterodes Uso da predmisona o cualquier otro asteroide a dosis Neminat Nurnérica
equivalentas, con dosis mmma de 10mg al dla durante 81, No
minimo 2 semanas méxmo 30 dias previos ala (12)
bacteremia
Use de mmunosuprasores  Uso de cualquier agente mmunosupresor Nominal Numénca
independientemente de la causa maxime 30 dias previos 81, No
a la bacteremia (1.2)
Neuiropenia grave Cuenta e neutr6fitos totates < 500 ce¥mm’ HNomingt Numérica
Si Ne (1 2)
Procedimiento mvasivo Haber side sometde a procedimientes wvasives como y Nominal Numénca
asociado en iempo a fa que se haya desarrollado la bacteremia hasta maximo 1 Cirugia = 1
bactaremia hr despuds Cistoscopa =2
Nofrostomia= 3
Sonda Foley=4
vla endovenosa central= 5
nutncidn parent total = 6
panendoscopia= 7
colonoscopia = 8
colangio Retrég endos=g
nefrostomla= 1¢
Bacterem:a multiple Pregencia en ¢l mismo hemocultivo de una ¢ mas Nomiral Numeanca
bactenas diferentes a cualguler espacle de enterococe St No{12)
Bactenas asociadas Prasencia de cualquier otra bactena desarrollada on ¢t Categdrica
hemotultive
Uso previo de antibidticos  Uso de antibidticos dentro de los 30 dias prevics de la Nominal Numérica
bactererma por to menos durante 2 dias 51, No
(12)
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Tabla1. Definicion de variables.
Escala de
Variable Deflnicidn medicidn Categoria
Dias transcumdos entre el Dias transcurridos entre la admision hospitatana y fa Cuantitativa Dias
mngraso y ka bacteremia bacleremia continua
Sitio de origen de Ja Documentada por cultivo del misme germen del Nominal Numénca
bacteremia hamotultivo o gon datos clinicos sugerantes dal sitio de Henda quirirg = 1
infe¢cidn Celultis =2
W= 3
Endocarditis = 4 neumnonia = 5
osteonialiis = &
Geps=7
Meningiis =8
Calangitis =9 sepsis
abdominal=10
Pantoniis Tenchkoff =11
Sindrome de respuesta Por lo menos 2 de ias siguientes condiciones Nominal Numénca
inflamatoria sistémica 1 Tempéralura oral »38°C, o < 36°C St No
2 Frecuencia respirateria > 20/min & PaCQ2 <32 {12)
mmig
3 Frecusncia cardiaca >9¢ latidos/min
4 Leucocios »12 000/imm’® 6 <4 000 & > 10%
bandas
Dias de estancia Dlas de hospitalizacién desde su ingreso al hospital hasta Cuantitativa Dias
intrahospitalana $u egraso Independiantemente del servico que recind al continua
paciente
Estancia on la Unidad de  Estancia en cualqular momento da la hospitalizacion en fa Cuantitativa Dias
Terapia lntensiva Unidad de Terapla Intensiva continua
Clasificacion de sevendad  Puntaje més alto segln fa clasificacion da APACHE H Cuantitativa Numénca
de la enfermedad durante lahospitalizacién continua 1=»15
APACHE H 2=<15
Complicaciones insuficiencia renal aguda elevacidn >0 § el valor basal de Nominal Numénca
relacionadas a la Cr 81, No
bacteramia Insuficiencia hepatica elevacidn de bilirrubina total at (12)
doble de su valor basal o duplicacidn det valor basal de
las !{_gnsammasas‘ prolongacién por mas de 3 segundos
del
Sindrome da insuficiencia respiratona del
adulto pO2/F02 <200 infiltrades puimonares bilaterales
en Rx de térax PCP <18 0 ausencia de datos clinico de
msuficiencia cardraca
Chogue séplice gasto cardiaco >5Uimn ¢ indices da
teslstoncias < 1900 dinas/seg/m?iem’ asociado a sepss
Coagulacion mtravascufar diserminada Fibnndgeno < 208
Dimere D >2 <4 tempos de coagulacion prolongados y
trombocitopania .
Tratamiento adecuade Tratamiento antimicrob:ano recomandado para el afo de Morninal Numénca
aislamignto segun gulas de tratamwento Sanford Si, No
1993 Perciing G 0 ampicilina +geatam (12)
1984 ¢ Vancomicina + gentamicina
1995
1986
1997 Paniciina G 0 ampicilina
1998 o Vancomicina 0 Amaxi/Sutbactam
1999 para E Faecalis
2000 & Quinupristin/dalfopristin (Synercid)
2001 para E feacium
Muerte Defuncidn a relacionada a la bacteremia Nominal Nurénca
St, No
(12)
Causa do mueste Causa asentada en la nota de defuncibn del expediente Catergonca Numénica
Refacionada a ka cinico o del certificado de defuncién expresada como Sy, No
bacteremia choque séptico (1.2)
Vivo a 3 moses Nominal Numénca
8), No (1,2)
Vivo a 6 meses Nominal Numénca
S No(12)
Fecha en que fue revisado por Gitima vez en el Inshiuto Cuanlitativa

Fecha de la ultima
consulta
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Tabla 2. Caracteristicas basales de los 72 pacientes con bacteremia

Caracteristica Frecuancia
Soxo
Masculino  no (%) 39 (54 2%}
Femanino 33 {46 0%}

£l
{x, DE) 478 (x196)
»60 afios no (%) 27 (37 5%)
f, ia Intrahospitalar]
{x, DE} 29 +409
i
No (%) 29 (40)
Paclentes con degarroilo de bacteremia en UT!
No (%) 16 (22 2%)
Enformedades subyacentes” (no}
Céancer hematolégico 15
Cdncer sdlide 12
Diabetes Melhtus 9
IRCT 6
LEG 5
Enfermedad inflamatona ntastinal 4
Cirrosis hepética 3
Transpiante de drgano séhido 3
SIDA 2
Desnutricion 2
Anemia Aplasica 1
Insufictencia supsarrenat 1
Ninguna 20
lnmunesupresién® (no )
Esteraides 23
Inreunosupresores 6
Neutropenia grave 2
Esplenectomizados 1
Ninguna 40
Procedimiontos
60.min%, _{no)
Cirugla abdominal 18 (25%)
CPRE 10 (14%)
Catéter venoso central 5 {7 0%)
Sonda Folay 4 {55%)
Cistoscopia 2 (30%)
Nefrostornia 2 (30%)
Ninguno 31 (43%)
Procadimian
Sonda Foley 31 {43%)
Catéter venoso cantral 3 {11 1%}
Nutncibn parenteral totat 2 (298%)
Ninguno 31 (43%)
Dias enire_procedimionto mvasivo y bacteremia
(x, DE) 68 +103
in inflamatoria sistém, i
No, (%) 57 (79 2%)
(x, DE} 13 +7
>45 puntos gno k3] 28 (38%)
1

Cuenta de leucocitos {ceifmm’) 11 351 +8800
Hernatogrito totales (cel/mm?) 8 520 +7900
Hemoglobina (g/dL) 1t +38
Hematoento (%) 327 *x89
Trata, bt
Ne (%) 21 (29 1%)
Tratamlonto antibidtico adecuade
No (%} 53 (73 6%])

*Un paciente puede tener una 0 mas condiciones
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Tabla 2, Caracteristicas basales de los 72 pacientes con bacteremia {continuacién)

Caractaristica Frecuencea

Complicaciones” {no)
Chogue séplico k)
IRA 31
Insuficiencia hepatica 12
SIRPA 11
CiD 8
HTOA 3
EVC 3
Chogue ¢ardiogénico 2
Minguna 20
Montalidad
No (%) 29 (40 2%)

Ji
(¢, DE) 1+241

* Un paciente puede tener una o mas condiciones
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Tabla 3. Caracteristicas de las 93 cepas de enterococos aisladas.

Caracteristica No, {%)
Especle  (No %)
E fascahs 52 (55 9)
E fascium 36@EST
£ avium 2(22)
E durans 1{1 1}
E casseliflavus 1(11)
E gaiknarum 1{11)
Frocuencla de bacteremia poraflo (No %}
1993 13 (14)
1994 6(65)
1995 6 {65)
1996 6 (65)
1997 101
1998 8 (86)
1999 18 (19 4}
2000 10 (108}
2001 18 (19 4)
2002 7 (75)
& el

21 (22 5)
Bacterjas acompariantes do ia bactoromia  (No )
E coh 5 (238)
§ epidormdis 3 (142}
P mirabilis 3 (14 2)
K pneurnomas 3 (14 2)
P aeruginosa 2{85)
E cloacas 1(13)
P asruginosa — E ¢loacae 1{13)
K pneumoniao - P mirabilis 1{13)
K pneumonae - S gpidormidis 1 {13}
$ epidermidis = Streplococcus 1{13)

imarla®
No (%) 3 (4)
Bacteremia secundaria®
No (%) 69 (98)
1 * NO (%)
Cotangitis 18 (25)
Infeccién de vias unnarias 15 (20 8}
Sepais abdornmal 11 {153}
Neumonla § {33)
Herida quinirgres 5 69
Celultis 5 (69)
Endecarditts 3 @42
Gastroantentis 3 (42)
Osteomieltis 1 (14)
Meningitis t (14)
Pestionitis asoc Teachkoff 1 (14)
a0 gl

No (%) 43 (59)

* da los 72 pacientes con bacteremia

e e g,
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Tabla 4. Caracteristicas de los 72 pacientes con bacteremia asociadas

a mortalidad
Caracteristica Muertas vivos Rlasgo Relative p
{intorvalo de
n {29) %, n (43) % canflanza al 85%)
Sexo
M/F 1514 52 24119 58 G905 15) Q7
Edad
60 aftes 10 72 7 24 08 (03 21) 06
»70 aftos -] 2t 8 19 11 (03-37) 08
Estanciz en U
20 277 9 125 84 (29-24¢) 00001
Bacteremia en UTI
. 13 18 3 41 108 (27-431) 09001
Enformedades subyacentes”
Cualquer enfermedad 21 72 31 72 t (03 29) 09
Céancear hamatoldgico 8 27 7 18 13{06-27) 04
LEG 4 13 1 23 2{1-39) 0t
oM 4 13 1 11 11{04-27) 08
Cancer sélido 3 10 9 21 06 (02~19) 03
IRCT 3 10 3 7 12 {4 32) 06
Sin enfermedad 8 27 12 28 1
{pmungsupresidn.
Cuakjuier mmmunosupresidn 13 45 19 44 1 (03-26) 09
Estercides 10 M4 13 30 11{05-1% 07
InerInGSupresores 8 27 9 21 11{06 21) 1]
Neutropema Grave 3 10 5 1% 09 {(03=-24) 08
Sin nmunesupresin 16 55 24 56 1
Proc iny con desarroflo de la
bagteremia dontro dg las 3 hr
siguiontes
Cirugla abdominal 10 34 ] 19 13(07-23) 03
CPRE 3 10 7 16 07 (02-2) 05
Sin precedimiento invasives 13 45 138 42 1
Bacteremia primaria
2 8 1 2 31 (0236) 03
Qrigen cle la bacteremia
Sepsis abdomunal 8 a7 3 7 11 ({04-11) 08
Colangitis 4 14 14 az QI @01-11) 01
Henda quirurgica 2 7 3 7 08 (01-22) 04
u 2 7 13 30 02(004~09) 0.04
Endocardiis 2 7 1 23 1{03-3) 03
Celultis 1 3 4 9 03(004-21) 01
Apache il
>15 puntos 18 62 10 23 54 (19151 0 oot
Cuenta de leucocitos {celimm?)
(madia, OE} 10683 8904 9233 7434 NA 043
Neutrofilos totales (cet/mm™)
(media DE} 9223 7434 8059 831 NA 053
Hemoglotina {g/dL)
(media, DE) 104 3 186 29 NA 009
Hematocnto (%)
{media, DE) 06 93 34 84 NA on
I I i th Vi
7 24 14 3z 07 93=-18) 04
mign;
. 9 31 10 23 14 (05-42) 04
I i
Choque séptico 28 86 1 25 201(2913%9) 00
{RA 19 85 12 28 17 8(2 5124 4) 00
SIRPA 8 27 3 7 211{29149¢) oo
ciD 7 24 1 23 254(361772) 00
Insuficiencia hepética ] 20 6 14 t4 5{1 2107 9) 00003
Sin complicacionas 0 [+4 29 100 NA 10
ia n
17 59 26 60 09{0324) 09
E fascals 14 46 17 3 12{07-21) 04
£ fagclum 12 41 23 63 07 {(04-13) 03
Bagteramla multinle®
11 38 10 23 20 {0758 01

TCategoria de reforencia no tener la condicion

DE desviacion estandar
NA No aplica

Do las 93 cepas respensables de la bactaremia
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Figura 4. Analisis genético de cepas de E. faecium,
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Figura 5 Analisis genético de cepas de E. faecalis.
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ANEXO 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

No___ 1REGISTRO 2FECHADX DE LABACTEREMIA _ /_ /3 EDAD

4 SEXO SDEH_____ & LUGAR RESIDENCIA 7 RURAL [

9 URBANO [—1  FECHA DE INGRESO

ENFERMEDAD BUYACENTE:

8 DM E 13 SIDA(CDA/CY) ] 16 TRANSPLANTE DE CEL

9 ESPLENECTOMIA / HEMATOPOYETICAS ]

10 CHAN Lt cancer 3 47 oTra

11 IRCT (1 15 TRANSPLANTEDE [J

12 LEG [] ORGANOSOLIDO

CONDICION INMUNOSUPRESORA:

18 ESTEROIDES E 20 NTG -

19 INMUNOSUPRESORES

SITIO ORIGEN INFECCION:

18 PIEL {1 24 OSTEOMILEITIS ] 29 ABsCESO -
19 CELULITIS 3 25 GenP [ 300TRO (M
20 VU 1 26 MENINGITIS |

21 ENDOCARDITIS [ P VABILAR E 3t CIRUGIA PREVIA I
22 NEUMONIA ] 28 SEPSISABDOMIN

32 PROCEDIMIENTO INVASIVO [

1 SONDA FOLEY {1 4 PANENDOSCOPIA 1 7 nerrosTomias (1
2 CATETER VEN CENTRAL=™ 5 COLONOSCOPIA R 3
3 NPT [ 6 cerre -

33 DIAS DE ANTECEDIERON A LA BACTEREMIA [~

CULTIVOS

32 No CULTIVOS POSITIVOS —J 35 E FAECALIS —

33 ENTEROCOCO SP — 36 VANCORESISTENTE  [—]

34 E FAECIUM —

37 OTRAS BACTERIAS EN LA BACTEREMIA A)

B) c)

MANIFESTACIONES:

42 SRIS -]

43 LEUCOCITOS TOTALES NT ____/ 44 HB/HIO /

TESS CON | =
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45 TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICO PREVIO A LA BACTEREMIA -

ANTIBIO 1 DOSIS DURACION
ANTIBIO 2 DOSIS DURACION
ANTIBIO 3 DOSIS DURACION
45 TX ESPECIFICO
ANTIBIO 1 DOSIS DURACION
ANTIBIO 2 DOSIS DURACION
ANTIBIO 3 DOSIS DURACION
46 TX AMBULATORIO
ANTIBIC 1 DosIs DURACION
ANTIBIO 2 DOSIS DURACION
ANTIBIO 3 DOSIS DURACION
COMPLICACIONES
49 IRA
50 SIRPA 55 OTRO ]

]
]
51 INSUF HEPATICA — 1
52 CHOQUE SEPTICO E
53 CID

DESENLACE

59 MUERTE 1
60 CAUSA DIRECTA DE MUERTE
1

61 EGRESO 1
62 VIVO A3 MESES E
63 VIVO A 6 MESES

64 FECHA DE LA ULTIMA CONSULTA

56 FECHA DE INGRESO A UTI E
57 ESTANCIA EN UTI
58 BACTEREMIA EN UTI 1
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