UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS M,EDICAS Y NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN

Colonizacion gastrointestinal e infeccion por Enterococcus resistente a
vancomicina en pacientes hospitalizados en las unidades de cuidados criticos en
el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”

TES IS DEPOSGRADO
QUE PARA OBTENER EL DIPLOMA DE
ESPECIALISTA EN INFECTOLOGIA
PRESENTA

Dra. Carolina Pérez Jiménez

TUTOR PRINCIPAL

Dr. Luis Alfredo Ponce de Leén Garduiio

ASESORES DE TESIS

0 Dr. José Sifuentes Osornio
Dra. J. Miriam Bobadilla del Valle
(@ O Dr. Arturo Galindo Fraga

O O México, D.F., agosto de 2007.

INCMNSZ



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A Rodrigo, por su amor y apoyo incondicionales.

A mis padres, Antonio y Francisca, por todo el amor que me han dado y por los
sacrificios que hicieron para que yo lograra mis suefios.

A mi Tia Ernestina, por su carifio y por estar a mi lado cuando lo he necesitado.

A mis hermanos, Antonio Carlos, Alejandro y Luis Fernando.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor y a mis asesores de tesis, por la confianza y el apoyo que me brindaron y los
conocimientos que me han transmitido.

A todo el personal del Laboratorio de Microbiologia Clinica del INCMNSZ por el
esfuerzo extra que hicieron y el tiempo que invirtieron en apoyarme. En especial a
Melisa, Esau, Silvestre, Araceli, Lorena, Patricia y Alejandra.

A todos mis comparieros residentes de Infectologia.

A lvan Romarico Gonzalez y Christianne Bourlon.



“Dondequiera que se ame el arte de la medicina, se ama también a la humanidad™

Platon



INDICE

Pagina
] 11 1= 1 1S |

0o [ o o] o} o R |
1. El género Enterococcus.
. Infecciones ocasionadas por Enterococcus.

. Resistencia a aminoglucdésidos en Enterococcus.

2
3
4. La emergencia del Enterococo resistente a vancomicina.
5. Mecanismos moleculares de resistencia a vancomicina en Enterococcus.

6. Colonizacion fecal por Enterococo resistente a vancomicina.

7. Enterococo resistente a vancomicina en México.

8. Enterococo resistente a vancomicina en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran”.

JUSHITICACION ... e e e e e e e et e e e e e e e e 14
o T 0] 1] PP Ko
ODBJetiVOS gENEIAIES. ... . ittt et e e e et e e e e e e e ien e e 1D
ODbjJEtiVOS ESPECITICOS. ..\ttt te it iet et et et et e e e et et e e e e e e e ne e eneeneenenennennennensesnnnlD

=1 (o [ N
1. Disefio del estudio.
2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.
3. Pacientes.
4. Procedimientos.
5. Célculo del tamafio de muestra.
6. Aspectos éticos del estudio.

7. Andlisis estadistico.



ST 7= T [0 23
1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes.
. Cultivos de colonizacion.
. Factores de riesgo durante la hospitalizacion.

. Identificacion y pruebas de susceptibilidad de los aislados.

. Infeccion por Enterococcus resistente a vancomicina.

2
3
4
5. Infecciones concomitantes durante la hospitalizacion.
6
7. Desenlaces de los 64 pacientes del estudio.

8

. Epidemiologia molecular.

D01 U1 o] o PP 29
(00 0T U1 [o] o 11 J PP 34
RECOMENUACIONES. .. ..ottt et e e e et et e et e et e et e e e e e e ees 34
TADIaS. ..o e 35
0= T 40
N o< T o= PP 47

BBl Ografia. .. ... e e e e e e e ae DD



RESUMEN

Titulo.- Colonizacion gastrointestinal e infeccion por Enterococcus resistente a vancomicina (ERV)
en pacientes hospitalizados en las unidades de cuidados criticos en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ).

Introduccion.- Actualmente Enterococcus es un patdogeno nosocomial emergente en todo el mundo.
La resistencia a vancomicina, descrita inicialmente en 1986, se ha diseminado rapidamente. De
acuerdo a SENTRY, la prevalencia en de infecciones por ERV en Estados Unidos (E.U.) es de 17% y
en Latinoamérica de 2%. La relacién colonizacién/infeccion es de 10:1 y los pacientes colonizados y
hospitalizados constituyen el reservorio mas grande de este germen en los E.U. El sitio principal de
colonizacidn es el tubo digestivo. Los factores de riesgo descritos, para colonizacion e infeccion son:
hospitalizacion en unidades de terapia intensiva (UTI), neoplasias hematologicas, transplante de
organo solido, insuficiencia renal crénica, exposicién prolongada a antibioticos y proximidad a un
paciente colonizado. La prevalencia descrita en la literatura de colonizacion gastrointestinal por ERV
es de menos del 1% al 20%. Nosotros describimos en un brote de infecciones por ERV en nuestro
hospital en el 2005, en el cual se encontraron 27 casos, todos ellos con aislamiento de E. faecium
resistente a vancomicina, con genotipo y fenotipo vanA; mediante electroforesis en gel por campos
pulsados, se encontrd que todas las cepas pertenecian a una misma clona. Debido a que esto representa
solo una fracciéon del problema, consideramos necesario conocer la tasa de colonizacion por este
germen en nuestra poblacion.

Objetivos.- Determinar la prevalencia de colonizacion gastrointestinal por ERV en los pacientes que
ingresen a las unidades de cuidados criticos del INCMNSZ; determinar la tasa de infeccién por ERV
dentro del grupo de pacientes colonizados; describir la epidemiologia molecular de las cepas de ERV
que se encuentren como colonizantes y/o infectantes; describir los factores de riesgo especificos
asociados a colonizacién gastrointestinal e infeccion por ERV; identificar formas de transmision
nosocomial de ERV en la poblacion colonizada.

Meétodos.- Se realizd un estudio de cohorte, prospectivo, de vigilancia activa mediante la toma de
exudados rectales semanales a todos los pacientes que ingresaban a las UTI del INCMNSZ, durante el
periodo del 22 de mayo al 12 de julio del 2007. Se obtuvieron datos del expediente clinico. Las
muestras se cultivaron en agar bilis esculina adicionado con 8ug/mL de vancomicina. Los gérmenes
aislados en este medio se identificaron con el Sistema Vitek 2®; se corrobor6 susceptibilidad con el
método de microdilucion en placa y prueba E. Se realizaron determinaciones de genes de resistencia y
electroforesis en gel por campos pulsados (EGCP). Se analizaron todos los aislados clinicos que se
encontraron en los pacientes durante su seguimiento en el estudio.

Resultados.- Se incluyeron 64 pacientes. De éstos, 19 (29.6%) se encontraron colonizados por ERV,
10 (52.6%) lo estaban desde el primer cultivo, 3 (15.8%) en el segundo cultivo, 2 (10.6%) en el tercer
cultivo y 4 (21%) en el cuarto cultivo. La mediana de tiempo del ingreso al estudio hasta el primer
cultivo positivo fue de 4.6 dias. La mediana de edad fue de 52 afios; para el grupo colonizado por
ERV, la mediana fue de 48 afios (17 — 84) y para el grupo no colonizado fue de 61 afios (27 — 77), (p
= 0.03). Del grupo colonizado por ERV, 13 pacientes fueron hombres (68.4%) y 6 fueron mujeres; en
el grupo no colonizado, 18 pacientes (40%) fueron hombres y 27 fueron mujeres (60%), (p = 0.05). La
mediana del tiempo de hospitalizacién previo al ingreso al estudio, para el grupo colonizado fue de 13



dias y para el grupo no colonizado fue de 1 dia (p < 0.0001). Como factores de riesgo significativos
para colonizacion se encontraron: uso previo de fluconazol (p = 0.005), uso previo de clindamicina (p
= 0.001), nutricién parenteral (p = 0.004), cirugia de cualquier tipo (p = 0.05), cirugia abdominal (p =
0.01) y tener como diagnostico de ingreso sepsis abdominal nosocomial (p = 0.002). De los 19
pacientes colonizados, 7 (78%) presentaron infeccion por ERV, en el grupo no colonizado hubo 2
infecciones por ERV, la diferencia fue significativa (p = 0.002). Todas las cepas colonizantes tuvieron
fenotipo y genotipo vanA. Mediante el analisis genético por EGCP se encontrd que todas las cepas
colonizantes tenian entre si una relacion clonal > 85%; se compard el analisis genético de las cepas de
este estudio con el de las cepas del brote de infecciones por ERV descrito previamente y se encontro
que todas tienen entre si una relacion clonal > 85%.

Conclusiones.- La prevalencia de colonizacion por ERV es alta en nuestra poblacion, comparada con
lo descrito en la literatura. Ratificamos que los factores de riesgo en nuestra poblacion para
colonizacién e infeccion por ERV fueron semejantes a aquellos descritos en otros estudios. La
colonizacién intestinal por ERV precede claramente a las infecciones. Todos los aislados de ERV
provenientes de infeccion o de colonizacion tienen un parentesco genético mayor de 85%, por lo que
pueden considerarse como la misma clona, probablemente residente en esta institucion.






COLONIZACION GASTROINTESTINAL E INFECCION POR ENTEROCOCCUS
RESISTENTE A VANCOMICINA EN PACIENTES HOSPITALIZADOS EN LAS UNIDADES
DE CUIDADOS CRITICOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y
NUTRICION “SALVADOR ZUBIRAN".

INTRODUCCION

1. El género Enterococcus.

Los enterococos fueron originalmente clasificados como cocos grampositivos entéricos y mas
tarde se incluyeron en el género Streptococcus. En 1930, con el establecimiento del sistema de
tipificacion seroldgica de Lancefield, el enterococo fue clasificado como estreptococo del grupo D y se
diferenciaba de otros estreptococos del grupo D no entéricos como el Streptococcus bovis por sus
caracteristicas bioguimicas distintivas.(1,2)

Sherman posteriormente recomendé el término “Enterococcus” para nombrar especificamente a
los estreptococos que crecian a 10 y a 45°C, pH de 9.6, en soluciéon de NaCl al 6.5% y que podian
sobrevivir a 60°C por 30 minutos. Estos organismos ademas hidrolizaban la esculina en presencia de
bilis. En 1980, finalmente, basandose en sus caracteristicas genéticas distintas, los enterococos fueron

removidos del género Streptococcus y colocados en su propio género, Enterococcus.(1)

2. Infecciones ocasionadas por Enterococcus.

Aunque se ha identificado mas de una docena de especies de Enterococcus, s6lo dos son
responsables de la mayoria de las infecciones en humanos. Hasta hace algunos afios, E. faecalis se
consideraba como la especie predominante, aproximadamente 80% a 90% de todos los aislados
clinicos de enterococos; E. faecium se encontraba solo en 5% a 15% de los casos. Otras especies de
enterococos (E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. avium y E. raffinosis) se encuentran de

manera mucho menos frecuente, s6lo en 5% de los aislados clinicos.(3)



Desde hace mas de un siglo se reconoce el papel patdgeno de enterococo en endocarditis. Ademas,
a finales de los afios setenta comenzd a ser reconocido como una causa comun de infecciones
nosocomiales. Esto coincidio con una tendencia al aumento en el uso de las cefalosporinas de tercera
generacion a las cuales el enterococo es intrinsecamente resistente.(1)

Actualmente, enterococo es un patégeno nosocomial emergente y se ha colocado como el segundo
organismo mas comun en infecciones urinarias nosocomiales e infecciones de herida quirdrgica, asi
como el tercer germen méas comun en bacteremia nosocomial en los Estados Unidos (E. U.).(4)

Una de las razones principales por las que estos organismos han sobrevivido en los ambientes
hospitalarios es por su resistencia intrinseca a varios antibioticos cominmente usados y, quizas la mas
importante sea su habilidad de adquirir resistencia a practicamente todos los antibidticos disponibles,
ya sea por mutaciones o por adquisicién o transferencia de plasmidos o transposones.(5)

Las dificultades en el tratamiento de las infecciones por enterococo se han descrito desde
principios de los afios cincuenta, cuando las tasas de respuesta a penicilina en casos de endocarditis

por enterococo eran muy bajas, comparadas con las de endocarditis por estreptococos.

3. Resistencia a aminoglucoésidos en Enterococcus.

La resistencia a aminoglucdsidos es usualmente de bajo nivel (concentracion inhibitoria minima
[CIM] de 62 a 500 u/mL) y se debe a baja permeabilidad de la pared al antibi6tico; sin embargo,
algunas cepas presentan resistencia de alto nivel a estos antibidticos (CIM > 2,000 ug/mL), la cual es
mediada por la produccion de enzimas modificadoras o inactivadoras de aminoglucésidos. La
resistencia a gentamicina y estreptomicina ocurre por mecanismos diferentes, la primera es mediada
por la enzima 2”-fosfotransferasa-6"-acetiltransferasa que confiere resistencia a gentamicina,

tobramicina, netilmicina, amikacina y kanamicina. La resistencia a estreptomicina es secundaria a la



presencia de la enzima adeniltransferasa, estas cepas permanecen susceptibles a gentamicina. (1)
Multiples estudios han demostrado que los genes que codifican la resistencia de alto nivel a
aminoglucoésidos se encuentran codificados dentro de plasmidos conjugativos y transposones, lo que
permite la transmision horizontal de estos determinantes de resistencia.(6)

La resistencia de alto nivel a aminoglucosidos tiene una alta prevalencia a nivel mundial, que
incluso ha ido en aumento en los Gltimos afos. El Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY
reportd, en 1999, una prevalencia de resistencia de alto nivel a gentamicina de 30% en los E. U., 16%
en Latinoamérica, 26% en Europa y 30% en Asia.(7)

Este tipo de resistencia cobra relevancia debido a que se requiere de sinergia bactericida entre j3-
lactamicos o glicopéptidos, con un aminoglucosido para tratar la mayoria de las infecciones serias
ocasionadas por enterococo, especialmente en pacientes con endocarditis y meningitis. Sin embargo,
esta actividad bactericida sinérgica se pierde si se encuentra resistencia de alto nivel a
aminoglucosidos, lo cual es relativamente frecuente. Ademas, muchos aislados de E. faecium son
altamente resistentes a penicilinas, por la baja afinidad de sus proteinas ligadoras de penicilina (PLP).
Hasta hace algunos afios, la vancomicina se considerdé como el unico antibiotico atil en las infecciones

causadas por enterococos multirresistentes.(1, 8).

4. La emergencia de Enterococcus resistente a vancomicina.

Vancomicina y teicoplanina son los dos glicopéptidos con mayor disponibilidad a nivel mundial.
Debido a su actividad contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y contra
estafilococos coagulasa negativa, estos medicamentos han sido ampliamente utilizados para el

tratamiento y profilaxis de las infecciones causadas por este microorganismo. Ademas, la vancomicina



oral, que se absorbe pobremente, ha sido usada frecuentemente para el tratamiento de la enterocolitis
por Clostridium difficile en los Estados Unidos.(1, 3).

En 1988, Uttley fue el primero en reportar el aislamiento de E. faecium y E. faecalis resistentes a
vancomicina (ERV) en Inglaterra(9). Pocos afios después, cepas similares fueron detectadas en Francia
y en hospitales de la costa este de Estados Unidos, las que subsecuentemente se han diseminado con
rapidez inesperada y ahora se encuentran no sélo en todo el territorio de los E.U., sino también en
Canada, Australia, Bélgica, Dinamarca, Alemania, Italia, Holanda, Espafia, Suecia, Malasia y
Latinoamérica.(1, 3).

La prevalencia de ERV ha aumentado de manera importante en la Gltima década y actualmente se
encuentra dentro de las cuatro primeras causas de infecciones nosocomiales en E.U. La NNISS
(National Nosocomial Infections Surveillance System) reporté una prevalencia de infecciones
nosocomiales causadas por Enterococcus sp de 28.5% en 2003. De acuerdo a los estudios de vigilancia
antimicrobiana SENTRY, la prevalencia de ERV en los E. U. oscila entre 13% y 17%, mientras que en
América Latina la prevalencia se ha mantenido menor a 2%.(10)

La resistencia, puede ser inducida por glicopéptidos (vancomicina, teicoplanina, avoparcina y
ristocetina) y por agentes no glicopéptidos como polimixina B, bacitracina y robenidina, estos ultimos
se utilizan para tratar infecciones en aves de corral.(3)

Las infecciones causadas por ERV se han asociado con tasas elevadas de mortalidad y morbilidad
en particular entre los pacientes inmunosuprimidos. La tasa de mortalidad cruda entre los pacientes
con bacteremia por ERV se ha estimado entre 17% y 73%. En algunos estudios, la mortalidad de la
bacteremia por ERV es mayor a la de los pacientes con bacteremia por enterococo sensible; mientras
que otros estudios han mostrado que la mortalidad es similar en ambos grupos.(3, 11)

La mayoria de los pacientes con infecciones por ERV se encuentran en las unidades de cuidados

intensivos sin embargo, también se ha visto una frecuencia incrementada en aquellos con:



insuficiencia renal crénica, neoplasias, trasplante de érganos, hospitalizacién prolongada, tratamiento
antibiotico previo, exposicion a equipo médico contaminado, realizacion de procedimientos invasivos
y proximidad a pacientes colonizados con el mismo germen.(5,12,13)

Hasta la fecha, todos los brotes descritos por ERV han sido causados por E. faecium o E. faecalis,
con fenotipos vanA y vanB. Ademas se ha descrito que el ERV puede transferir el gen vanA de

resistencia a vancomicina a otros patdgenos mas virulentos como Staphylococcus aureus.(3)

5. Mecanismos moleculares de resistencia a vancomicina en Enterococcus. Fenotipo y genotipo.

Existen cinco fenotipos de resistencia a vancomicina reconocidos en enterococo, vanA, vanB,
vanC, vanD y vanE. Las cepas vanA poseen resistencia inducible y de alto nivel a vancomicina (CIM
> 64 pug/mL) y a teicoplanina (CIM > 16 pg/mL). Las cepas vanB inicialmente se consideraban como
resistentes de manera inducida y de bajo nivel a vancomicina (CIM 32 a 64 ug/mL), pero sensibles a
teicoplanina; ahora se sabe que los niveles de resistencia a vancomicina de las cepas vanB pueden
variar de 4 a > 1000 pg/mL, aunque se mantiene la sensibilidad a teicoplanina. Los determinantes de
resistencia en las cepas vanA y vanB se encuentran en el transposon Tn1546, es decir son transferibles.
El fenotipo vanC se describio en E. casseliflavus y E. gallinarum, los cuales tienen resistencia
intrinseca y de bajo nivel a vancomicina (CIM 4 a 32 pg/mL) y son sensibles a teicoplanina.(Ver tabla
1).(1, 2)

En condiciones normales, la sintesis de peptidoglicanos en el enterococo incluye la unién de dos
moléculas de D-alanina mediante una ligasa para formar D-Ala-D-Ala, la cual se une al tripéptido
UDP-N-Acetilmuramilo para formar el pentapéptido UDP-N-Acetilmuramilo, que finalmente se
incorpora al peptidoglicano en formacién (transglicosilacion), permitiendo la construccion de puentes

entre las moléculas (transpeptidacion), lo que contribuye a la resistencia de la capa de peptidoglicanos.



La vancomicina se une con alta afinidad a la terminacion D-Ala-D-Ala de las unidades de
pentapéptidos precursores, bloqueando su adicién a los peptidoglicanos en formacion, previniendo asi
la construccion correcta de la capa de peptidoglicanos.(Ver figura 1).(5)

El gen vanA y otros genes involucrados en la regulacion y expresion de la resistencia a
vancomicina (van R, vanS, vanH, vanX, vanY y vanZ) se localizan en el transposon Tn1546, el cual
frecuentemente se encuentra dentro de un plasmido. EIl hecho de que el Tn1546 y elementos similares
hayan sido localizados en péptidos conjugativos 0, en ocasiones en plasmidos que responden a
feromonas sexuales, puede explicar en parte porque la resistencia a vancomicina se ha diseminado
rapidamente entre diferentes cepas de E. faecium y E. faecalis.(1,3)

La expresion de estos genes resulta en la sintesis anormal de los péptidos precursores de
peptidoglicano, al producir moléculas terminadas en D-Ala-D-lactato, en lugar de D-Ala-D-Ala. La
vancomicina se une a la terminacion D-Ala-D-lactato con mucha menos afinidad que a la terminacion
normal.

La proteina VanA es una ligasa que se encarga de producir D-Ala-D-lactato en lugar de D-Ala-D-
Ala, la proteina VanH es una D-hidroxi-acidodeshidrogenasa que proporciona la fuente de D-lactato
para ser utilizado en la reaccion anterior. La proteina VanX es una D,D-dipeptidasa que reduce los
sustratos de D-Ala-D-Ala que utiliza la ligasa nativa del enterococo, minimizando la sintesis
competitiva del pentapéptido normal. La proteina VVanS aparentemente funciona como un sensor para
detectar la presencia de vancomicina y posteriormente enviar una sefial a la proteina VanR, que
funciona como regulador para activar la sintesis de otras proteinas (VanH, VanA y VanX)
involucradas en la resistencia.

En cuanto a la resistencia con fenotipo vanB, ésta es mediada por una ligasa anormal (la proteina
VanB), que es estructuralmente muy parecida a la ligasa VanA. La proteina VVanB también favorece la

produccidn de pentapéptidos con terminacién D-Ala-D-lactato.(1)



6. Colonizacion fecal por ERV.

En la mayoria de los hospitales afectados por ERV, el germen se encuentra como colonizante méas
frecuentemente que como patégeno. La relacién colonizacién/infeccion es tan alta como 10:1 en
aquellas instituciones que realizan exudados rectales o perirrectales de rutina en blasqueda de ERV, en
pacientes de alto riesgo.(3,14) Las infecciones mas frecuentes ocasionadas por ERV son
intraabdominales, urinarias, sanguineas, relacionadas a catéteres vasculares y de herida quirdrgica. Sin
embargo no siempre es facil decidir la significancia clinica del aislamiento de VRE en cultivos de
rutina, o diferenciar colonizacion de infeccion, sobre todo en orina.(2)

Las infecciones por ERV tipicamente son precedidas por la colonizacidn por este mismo germen.
Hasta el momento, se considera que los pacientes hospitalizados y colonizados por ERV forman el
gran reservorio de este germen en los hospitales de los E.U.(5,3,15) Dado que, que estos pacientes son
asintomaticos, este reservorio puede pasar inadvertido a menos que se realicen cultivos de vigilancia.
El tracto gastrointestinal es, sin duda, el mayor reservorio de ERV. Sin embargo, también se ha
reportado colonizacion por este tipo de gérmenes en via aérea superior, lo que puede deberse a
contaminacion por las manos del personal paramédico durante la manipulacién de tubos
endotraqueales o traqueostomias.(1)

La colonizacién intestinal por ERV depende basicamente de dos factores: 1) exposicion a un
paciente colonizado y 2) susceptibilidad del hospedero. En cuanto a la exposicién al ERV, los aspectos
importantes son la proximidad y la duracién de la exposicion al paciente colonizado previamente.
Cuando la proporcion de pacientes colonizados por ERV en una unidad en particular, es superior a
50% (“presidn de colonizacidn™), otros factores de riesgo para colonizarse por ERV se vuelven menos

importantes.(5,16)



En referencia a los factores de susceptibilidad para colonizacion por ERV, se ha descrito en
pacientes gravemente enfermos que requieren atencién en unidades de terapia intensiva, ademas de
pacientes con enfermedades hematoldgicas, transplantes de 6rganos sélidos, insuficiencia renal
crénica y aquellos que requieren de multiples y prolongados cursos de antibidticos (en especial
cefalosporinas de tercera generacion, anaerobicidas como clindamicina y metronidazol, y
vancomicina) (17,18); también se ha descrito que los trabajadores de hospitales de zonas urbanas y
sus familiares estan en riesgo de colonizarse por este germen.(1,3,5,13)

Una vez que ocurre la colonizacién gastrointestinal por ERV, ésta persiste durante meses, ya que
no se conoce aun un método definitivo para erradicarla. (5,19) En un estudio realizado en la Clinica
Mayo, en el que se consideraba “aclaramiento de la colonizacion” como 3 cultivos rectales para ERV
negativos, con una semana de diferencia, se encontrd que sélo 34% de 53 pacientes con transplantes
de 6rganos sélidos, presentaban descolonizacion espontanea.(20) Ocasionalmente se han reportado
casos de pacientes que permanecen colonizados durante un afio.(21)

En la literatura se encuentran maltiples reportes de colonizacion fecal por ERV, en los que se han
obtenido las muestras para cultivo mediante exudado rectal.(22,23,24,25,26,27). Se ha demostrado que
este tipo de cultivos realizados de manera semanal o dos veces por semana, tiene un valor predictivo
negativo para colonizacion por ERV de 99%.(28) La colonizacion del tracto digestivo superior es
menos conocida y se ha descrito en pacientes en unidades de cuidados intensivos quirdrgicos, en los
gue se obtuvieron muestras para cultivos mediante aspirados gastricos.(29)

Se ha reportado una prevalencia de colonizacién fecal por ERV muy variable, desde 0.82% hasta
20%, obtenidas mediante cultivos de vigilancia en pacientes hospitalizados en diversas series.(23,30)

Calfee y cols. reportaron un seguimiento de 5 afios de 128,266 pacientes, en el cual encontraron

una tasa de colonizacion de 0.82%, ademas, 14% de los pacientes colonizados por ERV tuvieron un



aislamiento clinico del mismo germen dentro de los 15 dias siguientes a la deteccion de la
colonizacion.(23)

El control adecuado de la transmision del ERV en el ambiente hospitalario puede ser muy dificil
de lograr. Esto se debe a multiples factores, entre ellos que el ERV puede permanecer viable en
superficies inertes por semanas, ya que es capaz de soportar la desecacion y las temperaturas extremas,
por lo que puede transmitirse facilmente de las superficies ambientales a las manos del personal de
salud y asi, de un paciente a otro, a pesar del uso de precauciones de contacto. Las habitaciones de los
pacientes pueden contaminarse con ERV y funcionar como reservorio para este organismo en los
hospitales, esto sucede con mayor frecuencia en las habitaciones de pacientes con diarrea.(1,3, 5)

La diseminacion del ERV en los hospitales se ha atribuido a multiples factores: deficientes
practicas de control, admisidn de pacientes previamente colonizados y estancia prolongada; ademas, se
ha descrito que los pacientes colonizados pueden reintroducir el ERV a la misma institucion en
multiples ocasiones. Por ello, la CDC publicé en 1995, guias para la prevencion de la diseminacion del
ERV, en donde se incluyen medidas como: desarrollo de métodos para la identificacién temprana de
los pacientes colonizados, vigilancia activa con exudados rectales para busqueda de ERV, aislar a los
pacientes colonizados en cada hospitalizacion desde el momento de su ingreso, uso prudente de
vancomicina y otras.(3,5,31,32) Perencevich et al, desarroll6 un modelo matematico interesante en la
Universidad de Maryland, con el que demostrd que, mediante la vigilancia activa de los pacientes de
las unidades de terapia intensiva, podria obtenerse una reduccion significativa (39%) de la transmision

del ERV.(33,34)

7. Enterococo resistente a vancomicina en México.
En nuestro pais se han descrito pocos casos de infecciones por ERV, en la literatura se encuentran

unicamente dos reportes. Miranda y cols. estudiaron 289 aislados clinicos de Enterococcus, colectados



en un periodo de 18 meses, de un hospital pediatrico de tercer nivel. Setenta y seis por ciento de los
aislados fueron E. faecalis, 10% E. avium, 5.2% E. faecium y 5.2% E. raffinossus, el resto fueron
otras especies. Encontraron una prevalencia de resistencia global a vancomicina de 3%, aunque no se
realizaron fenotipos ni genotipos de resistencia.(35)

Calderdn-Jaimes y cols. realizaron un estudio prospectivo de enero de 1998 a diciembre de 1999,
en un hospital pediatrico, en el cual encontraron 97 cepas de Enterococcus spp, 60 E. faecalis y 37 E.
faecium, todas provenientes de infecciones graves, como endocarditis, bacteremia, meningitis e
infecciones intraabdominales. Se les realizé sensibilidad in vitro a las 97 cepas, de las cuales 7 fueron
resistentes a vancomicina, todas ellas E. faecium, 5 con el fenotipo vanA y 2 con el fenotipo vanB,
aunque esto no se corrobord por determinacion de genes de resistencia.(36) Sin embargo, hasta el

momento no se han realizado estudios de colonizacion fecal por ERV en este pais.

8. Enterococo resistente a vancomicina en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
“Salvador Zubiradn” (INCMNSZ).

Nosotros realizamos el analisis de un brote de infecciones por ERV a partir de mayo de 2005, en
nuestra Institucion, el cual se publicd en el Emerging Infectious Diseases de mayo del presente
afio.(37) Se encontraron 30 pacientes con aislados clinicos de ERV, el diagndstico de ingreso més
comun fue sepsis abdominal (56.7%). ElI EVR se aisl6 de muestras intraabdominales en 53.3% de los
casos, de orina en 26.7% Yy de sangre en 10%. Treinta por ciento de los casos se encontraron en los
pisos de hospitalizacién, 20% se encontraron en la UTI y el restante 20% en areas diversas; sin
embargo, de los 30 pacientes reportados, 40% (12) habian requerido en algin momento de
hospitalizacién, ventilacion mecéanica, por lo que habian estado hospitalizados durante periodos
variables en una de las unidades de cuidados criticos. La mediana de duracion de la hospitalizacion

previa al aislamiento fue de 21 dias; 93.3% de los pacientes habian recibido antibi6ticos previo al



aislamiento de ERV. Durante la hospitalizacion, 23.3% de los pacientes fallecieron. De los 30
pacientes del estudio, a 27 se les aisld E. faecium, 26 de estos (96.3%) con genotipo y fenotipo vanA.
La caracterizacion genética de las cepas de E. faecium, mediante el analisis de la electroforesis en gel
por campos pulsados (ECP), revel6 que aproximadamente el 70% presentaron un parentesco genético
cercano a 80%.(Ver figura 2).(37)

Previamente se habian identificado de manera ocasional, en muestras clinicas, cepas de E.
gallinarum con bajo nivel de resistencia a vancomicina, pero nunca E. faecium o E. faecalis resistente
a vancomicina. El porcentaje de aislados clinicos de ERV entre mayo de 2004 y abril de 2005 fue de
0.27%, pero en el afio siguiente, de mayo de 2005 a abril de 2006, este porcentaje fue de 6.23%, lo
cual representa un incremento de 23 veces en la frecuencia de ERV. Ademas esto ha coincidido con un
incremento en la incidencia de enterococo con alto nivel de resistencia a ampicilina y
aminoglucosidos, por lo cual las opciones terapelticas son muy reducidas. Por todo lo anterior,
consideramos relevante la publicacién de este analisis, pues se tratd del primer reporte de infecciones

por ERV con corroboracion genética de la resistencia a vancomicina en México.



JUSTIFICACION

Recientemente, se ha incrementado la prevalencia del EVR en diferentes paises en el mundo, lo
que se ha asociado a tasas altas de morbilidad y mortalidad, sobre todo en pacientes inmunosuprimidos
infectados por este microorganismo, esto ha elevado los costos en la atencion hospitalaria debido al
uso de antibidticos como linezolid y tigeciclina, al mayor tiempo de hospitalizacion que requieren
estos pacientes y a las medidas de aislamiento de contacto que deben implantarse. Nosotros
describimos el brote de infecciones por ERV en el 2005, por lo que, al ser esto sélo una fraccion del
problema, consideramos necesario determinar la prevalencia de colonizacion por ERV en los pacientes
que ingresan a las UTI del INCMNSZ, asi como conocer la proporcion de pacientes colonizados que
presentan infeccion. El conocimiento que se genere de este estudio, ayudara a definir e instituir las

medidas de control para evitar la diseminacion de EVR.



HIPOTESIS

1. La colonizacidon gastrointestinal por ERV es > 20% en los pacientes que ingresan a las

unidades de cuidados criticos en el INCMNSZ.

2. La mayoria de los pacientes que presentan infeccion por ERV estan previamente colonizados

por este germen.

OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar la prevalencia de colonizacion gastrointestinal por ERV en los pacientes que se
hospitalizan en las unidades de cuidados criticos en el INCMNSZ.

2. Determinar la tasa de infecciébn por ERV dentro del grupo de pacientes previamente

colonizados por este germen.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir la epidemiologia molecular de las cepas de ERV que se encuentren como

colonizantes y/o infectantes.

2. Describir los factores de riesgo especificos asociados a colonizacion gastrointestinal e

infeccion por ERV.

3. Identificar formas de transmisién nosocomial de ERV en la poblacién colonizada.



METODO.

1. Disefio del estudio.

Se realizd un estudio de cohorte prospectivo y observacional, de vigilancia activa, en pacientes que
ingresaron a las unidades de terapia intensiva y hospitalizacion de urgencias de esta institucion,
durante el periodo de 22 de mayo al 12 de julio de 2007. EIl estudio evalud la prevalencia de

colonizacion fecal, asi como la tasa de infeccion por Enterococcus resistente a vancomicina (ERV).

2. Criterios de inclusion, de exclusion y de eliminacion.
a) Criterios de Inclusién
e Hombres o mujeres que ingresaron a las unidades de terapia intensiva (UTI) u hospitalizacién
de urgencias (HU) del INCMNSZ, durante el periodo mencionado anteriormente.
e Pacientes con estancia en HU o UTI de por lo menos 24 hrs.
¢ Individuos mayores de 18 afios de edad, o en caso de que fueran menores de edad, que tuvieran
un familiar responsable para autorizacion de ingreso al estudio.
e Firma de consentimiento informado.
b) Criterios de Exclusion
e Pacientes con historia clinica de infeccion previa por ERV en el INCMNSZ, considerada asi
por el médico tratante y que hubiera sido meritoria de tratamiento antibiotico especifico.
e Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.
c) Criterios de Eliminacién

e El paciente que retire su consentimiento.

3. Pacientes.



Reclutamiento.

Se invitaron a participar a todos los pacientes que ingresaron a las UTI y hospitalizacion de
urgencias durante el periodo de estudio y que cumplieron los criterios de inclusién. A los que
aceptaron participar se les realiz6 una toma de exudado rectal a las 24 hrs del ingreso a la unidad de
cuidados criticos, luego a las 72 hrs y posteriormente una vez por semana, hasta que tuvieron un
cultivo positivo para ERV (colonizacion) o hasta su egreso de la unidad en caso de que sus cultivos
permanecieran negativos. Los pacientes con colonizacién desde el ingreso fueron seguidos

clinicamente y se les tomo un cultivo de vigilancia al momento de alta de la unidad.

Obtencién de datos.

Se obtuvo la siguiente informacion del expediente clinico, mediante el llenado de una hoja de
captura: edad, sexo, diagnosticos de ingreso, fecha de ingreso al hospital, fecha de ingreso a la UTI,
tiempo de estancia hospitalaria previo a su ingreso a UTI, enfermedades concomitantes, uso previo de
antibioticos, realizacion de procedimientos invasivos, tipo de nutricion (parenteral o enteral), tiempo
de cada uno de éstos, cirugias abdominales y de cualquier otro tipo previas al desarrollo de ERV;

indices de gravedad y pronosticos (SOFA y APACHE I1).

4. Procedimientos.
Obtencion de muestras de exudado rectal.

El exudado rectal se realiz6 de la manera siguiente: se introdujo un hisopo de algodon hasta 4 cm.
del margen anal, se rotd 6 veces y se extrajo, la muestra se colocd en un tubo de ensayo con 2 mL de
solucidn salina a 0.85% y se homogeneiz6 manualmente. Las muestras obtenidas fueron transportadas

al laboratorio de microbiologia, en un lapso no mayor de una hora.



Procesamiento de las muestras.

En el laboratorio, cada muestra se homogeneizé con agitacion en vértex durante 30 segundos;
posteriormente se inocul6 1uL de la muestra en dos medios de cultivo: una placa de agar bilis esculina
adicionado con vancomicina (8 ug/mL)(38) para aislar el ERV y otro agar bilis esculina sin
antibidtico, como control de desarrollo; las placas fueron sembradas en forma radiada. Ademas, por
cada lote de muestras sembradas diariamente, se incluyeron las cepas control ATCC 700221 de E.
faecium resistente a vancomicina y la ATCC 29212 de E. faecalis susceptible en un medio de agar
bilis esculina con vancomicina. Todos los cultivos se incubaron a 37°C durante 48 hrs., en condiciones

aerobias. Las placas de cultivo se leyeron a las 24, 48 y 72 hrs.

Interpretacion del cultivo en medio de bilis esculina.

Se considerd un cultivo positivo de ERV, cuando hubo desarrollo de colonias con halo de color
negro en el medio de bilis esculina con vancomicina. Cuando hubo desarrollo de colonias en el medio
sin antibidtico se reporté como control de desarrollo positivo, esta placa se desecho.

En los cultivos positivos con ERV se realizé la cuenta de unidades formadoras de colonias/mL, se
resembraron en medio de agar sangre de carnero (ASC) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Después de la incubacion se revisaron los cultivos y si se observaron varios tipos de colonias, se
realizd la separacién de cada una de ellas en ASC para obtener cultivos puros y realizar la

identificacion.

Identificacion y pruebas de susceptibilidad de los aislados de ERV.
La identificacion y susceptibilidad se realizd en el sistema automatizado Vitek 2® (bioMérieux,

Durham NC, USA). Se utilizaron las tarjetas de identificacion GP y para la susceptibilidad, las tarjetas



de AST- GP61. Los antibidticos que se probaron fueron los siguientes: ampicilina, bencilpenicilina,
cefazolina, cloramfenicol, clindamicina, eritromicina, gatifloxacina, gentamicina de alto nivel,
levofloxacina, linezolid, moxifloxacina, nitrofurantoina, quinupristina/dalfopristina, rifampicina,
estreptomicina de alto nivel, tetraciclina y vancomicina. Estas tarjetas se leen mediante el método
colorimétrico y contienen 64 pocillos de prueba y 2 pocillos control cada una.

Los aislados incluidos en el estudio fueron todos aquellos identificados como E. faecium o E.
faecalis resistentes a vancomicina. Posteriormente, a todos los aislados incluidos en el estudio se les
realizé susceptibilidad por el método de microdilucion en placa, a los siguientes antibioticos:
ampicilina, ciprofloxacino, levofloxacina, gentamicina, teicoplanina y vancomicina, segun
recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). La determinacion de la
susceptibilidad a quinupristina/dalfopristina y linezolid se realizaron con la prueba E. En cada lote de

pruebas se utilizé como control la cepa de E. faecalis ATCC 29212.

Identificacion de los genes de resistencia a vancomicina.
a)Extraccion de DNA.

Se resembro la cepa en ASC, se incubd a 37°C durante 18-24 horas. En un vial Eppendorff se
agregaron 100puL de amortiguador TE (10-1mM), se tomaron de una a cinco colonias de la cepa a
probar y se resuspendio en el amortiguador, se calentd en un bafio seco a 95°C durante 10 min. y se
centrifugd 2 min. a 8000 rpm, posteriormente se transfirié el sobrenadante a un vial Eppendorff

limpio. Este se utiliz6 como DNA blanco.

b) Amplificacion de los genes vanA y vanB.
Para la identificacion de los genes vanA y vanB, se realizd una amplificacion maltiple mediante

la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las condiciones de la reaccion fueron:



volumen final de reaccion 25 uL, una mezcla de los oligonucledtidos vanA (5 GGG AAA ACG ACA
ATT GC), vanAl (5 GTA CAA TGC GCC GTT A 3’), vanB (5° ATGGGAAGCCGATAGTC 3)
y vanBl (5" GATTTCGTTCCTCGACC 3"), 15pM de cada uno, MgCl, 2mM; mezcla de dCTP,
dATP, dGTP, dTTP 5 mM (Gibco BRL, NY, EUA) y Taq polimerasa 5U (Gibco BRL, NY, EUA); se
utilizaron 5 uL. DNA de cada cepa prueba como blanco. La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador DNA Engine Tetrad 2 (MJ Research Inc. Watertown, Mass. EUA). El programa
consistié de un ciclo a 94°C 5 minutos, 30 ciclos de 94°C 30 seg., 54°C 30 seg., 72°C por 45 seg., y 1
ciclo a 72°C por 7 minutos.

En cada lote de pruebas se incluyeron un control positivo para vanA, con DNA de una cepa de E.
faecium aislada de muestra clinica (AC 22440), un control positivo de vanB, con DNA de E. faecalis
ATCC 29212 y un control negativo de reactivos. (39)

Los productos de amplificacion fueron separados en un gel de agarosa al 2% y se tifieron con
bromuro de etidio (10 mg/mL), Se tom6 fotografia en una camara Polaroid (MP4, Cambridge, Mass,
EUA).

c) Interpretacion.

La interpretacion positiva para vanA, fue la presencia de una banda de 732pb y para vanB la

presencia de una banda de 635 pb.

Método de electroforesis en gel por campos pulsados.

Las cepas se sembraron en agar sangre de carnero y se incubaron a 37°C por 20 - 24 hrs. Del
cultivo se tom6 una colonia y se inoculd en un tubo con 3 ml de caldo de BHI, se incubaron a 37°C
con agitacion (250 rpm) toda la noche. Se tomaron 150 uL de cada cultivo en tubos Eppendorff y se

centrifugaron a 14,000 rpm durante 2 min. El sobrenadante se decantd. El paquete celular se lavo con



400 pL de buffer PIV (Tris-HCL 1M, NaCl 1M, pH= 7.6) y se resuspendié en 150 ul del mismo
buffer. Los tubos se incubaron a 50°C para equilibrar la temperatura, posteriormente se agregaron 150
uL de agarosa de bajo punto de fusion al 1.6%, se tomaron 100 uL para preparar los bloques en los
moldes. Los bloques se dejaron solidificar y se colocaron en un tubo Eppendorff, se resuspendieron
con 500 uL de buffer de lisis pH=7.6 (Tris 1M, NaCl 1M, EDTA 100mM, Brij 58 0.5%, desoxicolato
acido 0.2%, laurilsarcosinato de sodio 0.5%, ribonucleasa A 50 pg preparado al momento) y se
incubaron a 50°C toda la noche. Se elimino el buffer de lisis y se agregaron 500 pL de buffer ESP
(EDTA 0.4M, laurilsarcosinato de sodio 0.1%, pH 9-9.5 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
5mM, EDTA 5mM, pH=7.5, fenil-metil-sulfonil-fluorido 1mM), a 37°C 30 min, después se lavaron 3
veces con buffer TE 0.1 durante 30 min. Se colocaron en 300 uL de buffer de restriccion 1 para
equilibrar por 45 min y después a cada blogue se le adicionaron 50U de enzima Sma | (Bio-Rad
Laboratories® , Hercules CA, EU) y se incubaron a 37°C toda la noche.

Se preparé el gel de agarosa al 1% con buffer TBE 0.5 para realizar el campo pulsado y se colocé
la mitad de cada bloque en cada pozo de gel, colocando marcador de peso molecular lambda ladder
(New England Biolabs® Inc.) en los carrilles 1 y 15. La electroforesis se corrio en el programa de
switch inicial 5.5, switch final 40 durante 19 horas en el equipo GenePath System Bio-Rad
Laboratories®. Despues de la electroforesis el gel fue tefiido con bromuro de etidio (1ug/mL), se lavo
con agua durante 15 minutos y se tom¢ fotografia. (40)

Las fotografias de cada gel fueron analizadas con el software GelCompar (Applied Maths, Kortrijk,
Beélgica), se usé el Coeficiente de Dice, con una tolerancia de bandas del 3% . Se seleccion6 un

coeficiente de similitud > 80% para definir el parentesco genético. (41)



5. Calculo del tamafio de la muestra.

El objetivo de este estudio fue conocer la prevalencia de la colonizacién e infeccion por ERV en
los pacientes hospitalizados en las unidades de cuidados criticos en nuestra Institucion, por lo que no
es necesario realizar un calculo del tamafio de muestra, y se incluyeron a todos los pacientes que

ingresaron durante el periodo de estudio.

6.Aspectos éticos del estudio.

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Investigacién en Humanos del INCMNSZ.
Se otorgd la autorizacion por escrito por parte de este comité previo al inicio del estudio.

Todos los pacientes incluidos firmaron un consentimiento informado, previa explicacion detallada

de los procedimientos a realizar por parte del investigador.

7. Andlisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como promedios y desviacién estandar (DE) o mediana e
intervalo intercuartilar (11Q), y las proporciones de las variables categdricas como porcentajes. Se
calcul6 la prevalencia de colonizacidn en esta poblacién. Como prueba de hipotesis entre grupos, las
variables continuas se sometieron a prueba t de Student o U de Mann-Whitney, y las categoricas a
prueba de chi cuadrada o exacta de Fisher, segun fueran adecuadas a su distribucién. Se considero

como significativo un valor de p <0.05.



RESULTADOS

1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes.

Durante el periodo de estudio invitamos a participar a 67 pacientes que cumplian con los
criterios de inclusion, 3 no aceptaron, por lo que incluimos 64 pacientes. De éstos, 19 (29.6%) se
encontraron colonizados por ERV en algin momento de su estancia en las UTI y 45 (70.3%) nunca
fueron colonizados durante su seguimiento. Las caracteristicas clinicas y demograficas de esta
poblacion se describen en la tabla 2.

La mediana de edad fue de 52 afios (17-84) en general; para el grupo colonizado por ERV,
la mediana fue de 48 afios (17-84) y para el grupo no colonizado fue de 61 afios (27-77), la
diferencia de edad entre estos dos grupos fue significativa, (chi cuadrada, p = 0.03).(Ver tabla 2).

De los 64 pacientes estudiados, 31 (48.4%) fueron hombres y 33 (51.6%) mujeres. Del
grupo colonizado por ERV, 13 pacientes fueron hombres (68.4%) y 6 fueron mujeres; mientras
que en el grupo no colonizado, 18 pacientes (40%) fueron hombres y 27 fueron mujeres (60%),
esta diferencia también fue estadisticamente significativa (p = 0.05).

La mediana del tiempo de hospitalizacion previo al ingreso a la UTI en todo el grupo fue de
2 dias (0-74), para el grupo colonizado fue de 13 dias (1-74) y para el grupo no colonizado fue de
1 dia (0-31). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0.0001).

La mediana de la escala de SOFA al ingreso de los pacientes fue de 7 (1-16); para el grupo
de pacientes colonizados fue de 8 (2-16) y para el grupo de pacientes no colonizados, también fue
de 7 (1-14), la diferencia entre ambos grupos no fue significativa.

La mediana de la escala de APACHE 11 al ingreso fue de 17 (2-35); para el grupo de
pacientes colonizados fue de 19 (13-26) y para el grupo no colonizado fue de 14 (9-21), con una

diferencia no significativa.



Los diagndsticos de ingreso mas frecuentes entre los 64 pacientes fueron: neumonia
nosocomial, 15 pacientes (23.4%); eventos neuroldgicos agudos, 8 pacientes (12.5%); sepsis
abdominal nosocomial, 8 pacientes (12.5%); eventos cardiovasculares agudos, 5 pacientes (7.8%);
eventos pulmonares agudos, 4 pacientes (6.3%); neumonia adquirida en la comunidad, 3 pacientes
(4.7%); sepsis abdominal comunitaria, 4 pacientes (6.3%); posquirurgicos de cirugia abdominal, 6
pacientes (9.4%); posquirdrgico de otras cirugias, 5 pacientes (7.8%) y otros diagndsticos, 6
pacientes (9.4%). Se encontrd diferencia estadisticamente significativa solo para el diagnéstico de
ingreso por sepsis abdominal nosocomial, con 7 pacientes (36.8%) en el grupo colonizado y un
paciente (2.2%) en el grupo no colonizado, (p = 0.002). (Ver figura 3).

Todos los pacientes, excepto uno, tenian alguna enfermedad concomitante, 43 pacientes
tenian 2 6 méas. Las comorbilidades méas frecuentes fueron: diabetes mellitus, 16 casos (25%);
enfermedades reumatoldgicas, 9 casos (14.1%); enfermedades cardiovasculares, 26 casos (40.6%);
enfermedades neuroldgicas, 8 casos (12.5%); enfermedades hematoldgicas no neoplasicas, 5 casos
(7.8%); neoplasias hematoldgicas, 4 casos (6.3%); neoplasias de 6rgano soélido, 8 casos (12.5%);
trasplante de 6rgano solido, 1 caso (1.6%); cirrosis hepatica, 3 casos (4.7%); SIDA, 5 casos
(7.8%); insuficiencia renal cronica, 2 casos (3.1%). No se encontr6 diferencia estadisticamente

significativa entre el grupo colonizado y el no colonizado, en relacion a las comorbilidades.

2. Cultivos de colonizacion.
De los 19 pacientes colonizados, 10 (52.6%) lo estaban desde el primer cultivo, 3 (15.8%)
en el segundo cultivo, 2 (10.6%) en el tercer cultivo y 4 (21%) en el cuarto cultivo (Ver Tabla 4).
La mediana de tiempo del ingreso al estudio hasta el primer cultivo positivo fue de 4.6 dias,

con un rango de 0 a 15 dias.



3. Factores de riesgo durante la hospitalizacion
El uso de nutricion parenteral previo fue mayor en los pacientes del grupo colonizado, 8
pacientes (42.1%), que en el grupo no colonizado, 4 pacientes (4%), (p = 0.004, OR = 7.4, IC 95%

1.8 -29.4). (Ver tabla 3).

Uso de antibidticos.

El uso previo de antimicrobianos tales como clindamicina y fluconazol, se asocié con una
mayor probabilidad de colonizacién.

Siete pacientes del grupo colonizado utilizaron clindamicina (36.8%) vs. 4 pacientes del
grupo no colonizado (9.1%); p = 0.013, razén de momios de 5.8, IC 95% 1.4-23.3.

Ocho pacientes del grupo colonizado (42.1%) utilizaron fluconazol, vs. 7 del grupo no
colonizado (16.3%); p = 0.05, razén de momios de 3.7 (IC 95% 1.1-12.6).

Se observé una tendencia a un uso mas frecuente de meropenem o imipenem/cilastatina, en
el grupo colonizado, 14 pacientes (73.7%) vs. 21 pacientes (46.7%) del grupo no colonizado,
aunque esta diferencia no fue significativa; p = 0.06, razon de momios de 3.2 (IC 95% 1-10.3).

También hubo una tendencia al uso més frecuente de ceftazidima en el grupo colonizado,

13 pacientes (68.4%), vs. 19 pacientes (42.2%), aunqgue sin significancia estadistica (p = 0.09).

Eventos quirargicos durante el seguimiento.
Los pacientes colonizados fueron sometidos a cirugia de cualquier tipo, con mayor
frecuencia que los no colonizados, 14 pacientes (73.7%), vs. 20 pacientes (44.4%), p = 0.05 y una

razén de momios de 3.5 (IC 95% 1-11.3).



Ademas, analizando so6lo los que fueron sometidos a una cirugia abdominal, también se
encontro diferencia significativa, (colonizados, 10 pacientes, 52.6% vs. no colonizados 9

pacientes, 20%; p = 0.01, razén de momios de 4.4 (1C 95% 1.4-14.2).

Traslado de otro hospital.
No se encontrd diferencia entre los pacientes trasladados de otro hospital y los pacientes

que provenian de las salas de internacion del Instituto para la colonizacion por ERV.

Sitio de estancia hospitalaria previo al ingreso a terapia intensiva.

Los pacientes que habian estado hospitalizados en primero y segundo pisos tuvieron mayor
riesgo para colonizacion por ERV, 14 pacientes (73.7%) vs. 15 pacientes (33.3%), p = 0.005, razén
de momios de 5.6 (IC 95% 1.7-18.5).

Ninguno de los 11 pacientes (24.4%) hospitalizados en tercero y cuarto pisos previo a su
ingreso a la unidad de terapia intensiva desarrollé colonizacion por ERV durante el seguimiento (p

=0.02).

4. Identificacién y pruebas de susceptibilidad de los aislados.

Los 19 aislados de ERV en cultivos de exudado rectal se identificaron como E. faecium
por el sistema automatizado Vitek 2®.

La corroboracién de susceptibilidad mediante microdilucion en placa mostrd lo siguiente:
Todas las cepas, excepto una fueron resistentes a ampicilina, ciprofloxacina y levofloxacina. Otra
cepa diferente fue susceptible a gentamicina de alta concentracion, pero resistente a todos los
demas antibidticos. Todas las cepas fueron resistentes a vancomicina y teicoplanina. S6lo una cepa

fue resistente a quinupristina/dalfopristina; todas las cepas fueron sensibles a linezolid.



5. Infecciones concomitantes durante la hospitalizacion.

El aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en orina fue mayor en el grupo colonizado (3
casos, 15.8%) que en el grupo no colonizado (0 casos), p = 0.02; asi mismo, también se encontro
de manera mas frecuente este germen en expectoracion y aspirado endotraqueal en el grupo
colonizado (8 casos, 42.1%), que en el grupo no colonizado (6 casos, 13.3%), p = 0.01. Ver tabla
o.

Otro hallazgo significativo fue el aislamiento de Escherichia coli en muestras
intraabdominales mas frecuentemente en el grupo colonizado (4 casos, 21.1%) que en el grupo no
colonizado (0 casos), p = 0.006.

También se encontrd6 de manera mas frecuente Candida spp en orina en el grupo
colonizado (11 casos, 57.9%), que en el grupo no colonizado (12 casos, 26.7%), p = 0.02.

Encontramos un mayor nimero de aislamientos de Staphylococcus aureus en sangre en los
pacientes colonizados (3 casos, 15.8%) que en los no colonizados (1 caso, 2.2%), aungue esto no
tuvo significancia estadistica (p = 0.07).

En cuanto al aislamiento de Enterococcus sensible a vancomicina, no hubo diferencias

significativas entre el grupo colonizado y el no colonizado.

6. Infeccion por Enterococcus resistente a vancomicina.

De los 19 pacientes colonizados, 7 presentaron también infeccion por Enterococcus
resistente a vancomicina, 5 en orina (26.3%) y 2 en muestras intraabdominales (10.5%), un total de
36.8% de la poblacién colonizada. Entre el grupo no colonizado también se identificaron 2

infecciones por este germen (4.4% de 45 pacientes), con diferencia estadisticamente significativa



(p = 0.002), razén de momios de 12.5, IC 95% 2.3-68.4). Es decir, de los 9 pacientes que

presentaron infeccion por ERV, 7 (78%) estaban previamente colonizados por este germen.

7. Desenlaces de los 64 pacientes del estudio.

En el grupo colonizado 4 pacientes (21.1%) fueron egresados por mejoria, 10 (52.6%)
fallecieron y 5 (26.3%) continuaban hospitalizados al momento de este andlisis. En el grupo no
colonizado, 23 pacientes egresaron por mejoria (52.3%), 15 fallecieron (34.1%) y 6 continuaban
hospitalizados (13.6%). La diferencia entre ambos grupos, respecto a estos tres desenlaces no

alcanzo significancia estadistica (p = 0.07).

8. Epidemiologia molecular.

A todos los aislados de ERV de las muestras de exudado rectal se les realizd determinacion
de genes de resistencia vanA y vanB. Todos presentaron el genotipo vanA. (Ver figuras 4 y 5).

Se realizé electroforesis en gel por campos pulsados a 13 de las 19 cepas de ERV. Se
encontrd que todas tenian entre si > 85% de similitud, por lo que se consideraron como parte de
una misma clona.(Ver figura 6).

Ademas, estas 13 cepas se compararon con las cepas del brote de infecciones por ERV,
ocurrido en nuestra institucion en el 2006 y se encontr6 que también existia una similitud genética

>85% entre las 27 cepas del brote y las 13 cepas de nuestro estudio.(Ver figura 7).



DISCUSION

La prevalencia de la colonizacion fecal por ERV varia entre menos del 1% hasta el 20% en la
literatura mundial. En nuestro estudio encontramos una prevalencia de colonizacion por ERV en las
unidades de cuidados criticos de 30%, durante el periodo del estudio. Sin embargo, 50.6% de éstos se
encontraban colonizados al momento de su ingreso a la UTI; podemos inferir de este hallazgo que la
colonizacién por ERV no se encuentra restringida a las unidades de terapia intensiva de nuestra
Institucion, sino que es relativamente mas frecuente en los pisos de hospitalizacion, debido a que estos
pacientes que tienen una estancia mas prolongada, una patologia mas compleja y un estado de
gravedad mayor, ademas de que en la mayoria de las ocasiones tiene una larga exposicion a
antibidticos. Estos pacientes, al encontrarse colonizados en los pisos de hospitalizacion, han
funcionado como reservorio del ERV en nuestro hospital y favorecen la diseminacion del germen.
Esto coincide con los factores de riesgo encontrados en el anélisis del brote de infecciones por ERV en
nuestra institucién, donde 30% de los pacientes infectados se encontraron en los pisos de
hospitalizacidn, 20% en la UTI y otro 20% en diversas areas. Con respecto a los pacientes que se
colonizaron durante su estancia en UTI, todos lo hicieron dentro de los primeros 15 dias de su
estancia, es decir, la colonizacion por ERV, cuando ocurre en la UTI, es temprana.

Entre las caracteristicas demograficas y clinicas de los 64 pacientes que participaron, destacé que
la poblacién colonizada tenia una menor edad al grupo no colonizado; la mayoria de los colonizados
eran de genero masculino y habian tenido una estancia promedio en el hospital de 13 dias, en
comparacion con los no colonizados, que tuvieron una estancia previa de 1 dia. El diagnostico de
ingreso que se relaciond con colonizacion por ERV fue el de sepsis abdominal adquirida en el hospital.
Se ha descrito previamente en la literatura que los pacientes con hospitalizaciones prolongadas y con

maultiples cirugias abdominales se encuentran en mayor riesgo para colonizarse por ERV, sin embargo



no se ha descrito que la colonizacion tenga relacion con el género masculino ni con la edad. Esto
pudiera deberse a que en nuestra institucion se refieren multiples casos de pacientes con patologia
quirdrgica y, por lo general menores de 50 afios, por lo que probablemente nuestros resultados tengan
un sesgo de seleccion en estos rubros.

En cuanto a los factores de riesgo durante la hospitalizacion, los que se vieron relacionados a
colonizacion por ERV fueron: el uso de nutricion parenteral, el uso previo de ceftazidima, meropenem,
clindamicina y fluconazol, la cirugia previa de cualquier tipo, pero sobre todo, la cirugia abdominal.
Esto también se encuentra descrito en la literatura, ya que los pacientes con cirugias abdominales
tienen un mayor riesgo de colonizacion por ERV, por estar expuestos a una amplia gama de
antibidticos, con lo que la flora intestinal se modifica; de la misma manera, pareciera ser que los
procedimientos invasivos multiples ponen en riesgo de exposicion al ERV.(1,3) El uso previo de
antibioticos como las cefalosporinas de tercera generacion, fluoroquinolonas y clindamicina, también
son un factor de riesgo conocido para colonizacién por ERV.(1,5) En nuestro estudio llama la atencion
la colonizacién por ERV en pacientes con uso previo de clindamicina y carbapenémicos, situacion que
se ha descrito como factores predisponentes para colonizacion por gérmenes gramnegativos no
fermentadores, no para ERV.

Es interesante el que el uso de vancomicina fue mayor en el grupo colonizado, en comparacién con
el grupo no colonizado, aungue no fue estadisticamente significativo, es posible que esta diferencia no
haya sido estadisticamente probable por el pequefio tamafio de la muestra; y refleja claramente el uso
extensivo de vancomicina para el manejo de pacientes en quienes se sospecha infeccion por
estafilococo resistente a meticilina de manera inicial o bien, dirigida.

En el caso del fluconazol, en particular, no se ha descrito una asociaciéon con la colonizacion por

ERV; sin embargo, en nuestra poblacion de pacientes colonizados, se encontré una frecuencia



incrementada de aislamiento de Candida en orina, por lo que estos dos fendmenos pudieran estar
asociado entre si.

La estancia previa en primer o segundo pisos fue un factor de riesgo para la adquisicion del ERV,
no asi la estancia previa en tercero o cuarto pisos, lo cual represento incluso un factor protector. Esto
se explica por la distribucion de los pacientes y el personal de enfermeria en el primero y segundo
pisos, donde se distribuyen mas pacientes por cada enfermera, y no se cuenta con suficientes cubiculos
para aislamiento de los pacientes, con lo que los pacientes no colonizados se exponen de manera mas
prolongada a los que estan colonizados, ain mas si esta colonizacién pasa inadvertida por falta de
realizacion de cultivos de vigilancia en pacientes de riesgo. En tercero y cuarto pisos, cada paciente se
encuentra en una habitacion aislada y por tanto, la exposicion a otros pacientes colonizados es mas
dificil.

Se estudiaron también los aislados clinicos més frecuentes de todos los pacientes del estudio y los
que se encontraron relacionados a la colonizacion por ERV fueron: P. aeruginosa en orina y
expectoracion; E. coli en muestras intraabdominales y Candida spp en orina. Uno de los diagndsticos
de ingreso mas frecuentes de los pacientes que estudiamos fue neumonia nosocomial, lo que explica la
mayor cantidad de aislamientos de P. aeruginosa en muestras de tracto respiratorio; el aislamiento de
este mismo germen en orina de manera mas frecuente puede deberse a que 92% de nuestros pacientes
requirieron el uso de sonda urinaria durante periodos prolongados, lo que también explicaria el
hallazgo de Candida en la orina de manera frecuente. El aislamiento de E. coli en muestras
intraabdominales puede deberse a que mas de 50% de los pacientes colonizados por ERV requirieron
de por lo menos una intervencion quirdrgica abdominal y que casi 40% de ellos presentaron sepsis
abdominal. EIl aislamiento de S. aureus en los pacientes del grupo colonizado fue mayor a los del
grupo no colonizado, pero esto no fue estadisticamente significativo, aunque podria explicar el uso

mas frecuente de vancomicina en los pacientes colonizados.



En cuanto a la infeccion por ERV, esta fue mas frecuente en el grupo colonizado, comparada con
el grupo no colonizado, 78% de los pacientes con infeccion por ERV estaban previamente
colonizados. Es probable que esto se deba a que estos dos pacientes, infectados pero no colonizados,
hayan tenido una colonizacion breve que no se identifico debido a los intervalos semanales de las
muestras que realizamos o a que se encontraran colonizados de otros sitios previos a la colonizacién
intestinal o incluso a alguna falla del método de cultivo. Aln asi, la hipétesis de que la mayoria de los
pacientes que se infectan con ERV estan previamente colonizados por este germen se corroboro.

No hubo diferencias significativas entre los dos grupos, respecto a los tres desenlaces
considerados: alta por mejoria, defuncion u hospitalizacion. Sobre este punto se han realizado
maultiples estudios en la literatura mundial.(3)Aln es controversial si los pacientes infectados y/o
colonizados con ERV tienen mayor mortalidad que los infectados por enterococo sensible a
vancomicina. Algunos reportes en particular han demostrado que aunque la morbilidad es mayor en
los colonizados por ERV, la mortalidad no se modifica al compararlos con pacientes infectados por
enterococo sensible.(11) Esto puede deberse a que la presencia de enterococo, independientemente de
su susceptibilidad antimicrobiana, puede ser considerado un evento terminal, es decir, la gravedad de
los pacientes es tal, que la mortalidad no se ve influenciada de manera directa por el germen sino por
sus comorbilidades. Ademas la falta de acceso a los antibidticos necesarios para tratar las infecciones
por ERV, como linezolid, tigeciclina y quinupristina/dalfopristina, influye de manera negativa en el
prondstico de estos pacientes.

Con respecto a la determinacion de genes de resistencia, todas las cepas de ERV presentaron el gen
vanA, lo cual coincide con lo descrito en la literatura mundial, ya que este gen tiene una penetrancia
en E. faecium de hasta 80%, y se describe con mayor frecuencia en la mayoria de los estudios de
colonizacion por ERV.(8) Especificamente en nuestra Institucion, todos los casos reportados de

infeccion por ERV han sido causados por E. faecium con fenotipo y genotipo vanA.



Finalmente, la epidemiologia molecular de las infecciones ha permitido establecer lineas de
transmision de patogenos dentro y fuera de las areas hospitalarias. En nuestro caso el estudio de
huellas digitales muestra claramente que existe una clona predominante que se encuentra presente en
los pacientes colonizados e infectados, tanto en los estudiados en este periodo como en la comparacion
de nuestros pacientes con los del brote de infeccion descrito anteriormente en el Instituto. La
diseminacion horizontal de esta clona demuestra la facilidad con que estos gérmenes, tal vez mas
indolentes pero no por ello menos peligrosos, se transmiten a través de las manos del personal y por
contacto con los mismos pacientes. Por ello, los hallazgos de epidemiologia molecular junto con la
corroboracion de los factores de riesgo, descritos previamente, son fundamentales para disminuir en el

futuro las infecciones por este patdgeno en nuestro hospital.



CONCLUSIONES.

1. La prevalencia de la colonizacién intestinal por este ERV es muy elevada en nuestra poblacion

en comparacion con los reportes descritos en la literatura.

2. Ratificamos que los factores de riesgo en nuestra poblacién para colonizacion e infeccion por

ERV fueron semejantes a aquellos descritos en otros estudios.

3. Lacolonizacion intestinal por ERV precede claramente a las infecciones.

4. Todos los aislados de ERV provenientes de infeccion o de colonizacion tienen un parentesco
genético mayor de 85%, por lo que pueden considerarse como la misma clona, probablemente

residente en esta institucion.

RECOMENDACIONES

Debido a que la colonizacién intestinal por ERV puede prolongarse durante meses, sin
progresar a infeccion aparente, es necesario:
1. El reconocimiento temprano de los pacientes colonizados a través de cultivos de vigilancia.

2. Instalar medidas de asilamiento temprano para evitar la diseminacion del germen.



TABLA 1. Caracteristicas de los diversos fenotipos de Enterococcus resistentes a glicopéptidos. Modificado de
Clin Microbiol Rev 2000;13(4):686-707.

Fenotipos de resistencia en Enterococcus

Caracteristicas VanA VanB VanC VanD VanE/G
Vancomicina 64 ->1000 4-1,024 2-32 128 16

CMI (ug/ml)
Teicoplanina 16 - 512 <05 <05 4 0.5

CMI (ug/ml)
Especies mas E. faecium E. faecium E. gallinarum E. faecium E. faecalis
frecuentes E. faecalis E. faecalis E. caseliflavus

E. flavescens

Genotipo VanA VanB VanC VanD VanE/G
Determinante Adquirido Adquirido Intrinseco Adquirido Adquirido
genético

Transferible Si Si No No No




TABLA 2. Caracteristicas demograéficas y clinicas de los 64 pacientes incluidos en el estudio:

individuos colonizados por enterococo resistente a vancomicina e individuos no colonizados.

Caracteristica

Edad (afios)
Género
Masculino
Femenino
Tiempo de estancia previa a UTI (dias)
SOFA al ingreso
APACHE I1 al ingreso

Diagndstico de ingreso

Neumonia nosocomial

Eventos neurolégicos agudos
Eventos cardiovasculares agudos
Eventos pulmonares agudos
Neumonia adquirida en la comunidad
Sepsis abdominal comunitaria
Sepsis abdominal nosocomial
Posquirdrgico de cirugia abdominal
Posquirlrgico de otras cirugias
Otros

Comorbilidades

Diabetes mellitus tipo 1y 2
Enfermedades reumatoldgicas
Enfermedades cardiovasculares
Enfermedades neurolégicas

Insuficiencia renal crénica

Condiciones hematolégicas no neoplasicas

Neoplasias hematolégicas
Neoplasias de 6rgano solido
Trasplante de érgano sélido
Cirrosis hepatica
VIH/SIDA

TOTAL
(n=64)
52 (17 - 84)

31 (48.4%)
33 (51.6%)
2(0-74)
7(1-16)
17 (2 - 35)

15 (23.4%)
8 (12.5%)
5 (7.8%)
4 (6.3%)
3 (4.7%)
4 (6.3%)
8 (12.5%)
6 (9.4%)
5 (7.8%)
6 (9.4%)

16 (25%)
9 (14.1%)
26 (40.6%)
8 (12.5%)
2 (3.1%)
5 (7.8%)
4 (6.3%)
8 (12.5%)
1 (1.6%)
3 (4.7%)
5 (7.8%)

ERV positivo

(n=19)
48 (17 - 84)

13 (68.4%)
6 (31.6%)
13 (1-74)
8(2-16)
19 (13 - 26)

7 (36.8%)
1(5.3%)
0 (0%)
1(5.3%)
1(5.3%)
0 (0%)
7 (36.8%)
0 (0%)
1(5.3%)
1(5.3%)

2 (10.5%)
1(5.3%)
7 (36.8%)
2 (10.5%)
0 (0%)
2 (10.5%)
2 (10.5%)
4 (21.1%)
0 (0%)
2 (10.5%)
2 (10.5%)

ERV negativo

(n=45)

61 (27 - 77)

18 (40%)
27 (60%)
1(0-31)
7 (1-14)
149 - 21)

8 (17.8%)
7 (15.6%)
5 (11.1%)
3 (6.7%)
2 (4.4%)
4 (8.9%)
1(2.2%)
6 (13.3%)
4 (8.9%)
5 (11.1%)

14 (31.1%)
8 (17.8%)
19 (42.2%)
6 (13.3%)
2 (4.4%)
3 (6.7%)
2 (4.4%)
4 (8.9%)
1(2.2%)
1(2.2%)
3 (6.7%)

0.034

0.055

< 0.0001
0.689
0.122

0.119
0.418
0.094
0.223
0.660
0.310
0.002
0.16
1.0
0.66

0.117
0.260
0.784
1.0
1.0
0.629
0.576
0.223
1.0
0.208
0.629




TABLA 3. Factores de riesgo durante la hospitalizacion de los 64 pacientes incluidos en el estudio:

individuos colonizados por enterococo resistente a vancomicina e individuos no colonizados.

Factor de riesgo

Procedimientos invasivos
Catéter venoso central
Linea arterial
Ventilacion mecénica
Sonda de Foley
Sonda nasogastrica o nasoyeyunal
Nutricion enteral
Nutricién parenteral
Uso previo de antibi6ticos
Ampicilina / amoxicilina-clavulanato
/ dicloxacilina
Tetraciclinas
Fluoroquinolonas
Cefalosporinas tercera generacion
Ceftriaxona
Ceftazidima
Macroélidos
Clindamicina
Metronidazol
Meropenem/Imipenem
Amikacina/Gentamicina
Vancomicina
Piperacilina/Tazobactam
Fluconazol
Anfotericina
Cirugias
Cirugia de cualquier tipo
Cirugia abdominal
Traslado de otro hospital
Estancia previa en el hospital
Urgencias
Hospitalizacion de urgencias
UTI
Primer y segundo pisos

Tercer y cuarto pisos

TOTAL
N=64

60 (93.8%)
16 (25%)

56 (87.5%)
59 (92.2%)
49 (76.6%)
39 (60.9%)
12 (18.8%)

23 (35.9%)

3 (4.7%)

16 (25%)

46 (71.9%)
28 (44.4%)
32 (50%)

15 (23.8%)
11 (17.5%)
29 (45.3%)
35 (54.7%)
49 (76.6%)
40 (62.5%)
17 (26.6%)
15 (24.2%)
13 (20.6%)

34 (53.1%)
19 (29.7%)
7 (10.9%)

46 (71.9%)
43 (67.2%)
37 (57.8%)
29 (45.3%)
11 (17.2%)

ERV positivo
N=19

19 (100%)
5 (26.3%)

19 (100%)
19 (100%)
16 (84.2%)
12 (63.2%)
8 (42.1%)

7 (36.8%)

0 (0%)

6 (31.6%)
15 (78.9%)
8 (42.1%)
13 (68.4%)
7 (36.8%)
7 (36.8%)
10 (52.6%)
14 (73.7%)
17 (89.5%)
14 (73.7%)
7 (36.8%)
8 (42.1%)
5 (26.3%)

14 (73.7%)
10 (52.6%)
2 (28.6%)

13 (68.4%)
15 (78.9%)
11 (57.9%)
14 (73.7%)
0 (0%)

ERV negativo
N=45

41 (91.1%)
11 (24.4%)
37 (82.2%)
40 (88.9%)
33 (73.3%)
27 (60%)

4 (8.9%)

16 (35.6%)

3 (6.7%)
10 (22.2%)
31 (68.9%)
20 (45.5%)
19 (42.2%)
8 (18.2%)
4 (9.1%)
19 (42.2%)
21 (46.7%)
32 (71.1%)
26 (57.8%)
10 (22.2%)
7 (16.3%)
8 (18.2%)

20 (44.4%)
9 (20%)
5 (71.4%)

33 (73.3%)
28 (62.2%)
26 (57.8%)
15 (33.3%)
11 (24.4%)

p

0.309
1.0

0.093
0.310
0.521
1.0

0.004

1.0

0.549
0.530
0.548

0.099
0.196
0.013
0.584
0.058
0.195
0.270
0.236
0.051
0.508

0.054
0.016
1.000

0.764
0.251
1.0

0.005
0.025

OR (IC 95%)

14(1.2-1.7)
1.1(0.3-3.7)
15(1.2-1.8)
14(1.2-1.7)
1.9 (0.4-17.8)
1.1(0.3-3.4)
7.4 (1.8-29.4)

1(03-32)

0.6 (0.5-0.8)
1.6 (0.4-5.3)
1.7 (0.4 - 6)

0.8 (0.3-2.5)
2.9(0.9-9.2)
2.6 (0.8-8.7)
5.8 (1.4 -23.3)
15 (0.5 - 4.4)
3.2 (0.98-10.3)
3.4(0.7-17.1)
2 (0.6 - 6.6)

2 (0.6 -6.5)

3.7 (1.1-12.6)
1.6 (0.4-5.7)

3.5 (1-11.3)
4.4 (1.4-14.2)
0.9 (0.2-5.3)

0.79 (0.2-2.5)
2.3(0.6-8)
1(0.3-2.9)

5.6 (1.7-18.5)
0.642 (0.5- 0.7)




TABLA 4. Tiempo al que presentaron desarrollo de ERV en cultivo de exudado rectal los 19 pacientes

colonizados.

Ndmero de cultivo NUmero de pacientes (n = 19) Porcentaje
Cultivo 1 (24 hrs.) 10 52.6%
Cultivo 2 (72 hrs.) 3 15.8%
Cultivo 3 (7 dias) 2 10.5%

Cultivo 4 (14 dias) 4 21.05%




TABLA 5. Aislados clinicos mas frecuentes durante la hospitalizacion de los 64 pacientes incluidos en el estudio.

Organismo/Sitio de aislamiento ERV positivo
N=19 (%)

Pseudomonas aeruginosa

Sangre 0 (0%)

Orina 3 (15.8%)

Intraabdominal 1 (5.3%)

Herida quirtrgica 2 (10.5%)

Expectoracion 8 (42.1%)

Escherichia coli

Sangre 2 (10.5%)
Orina 3 (15.8%)
Intraabdominal 4 (21.1%)
Klebsiella spp.

Sangre 1 (5.3%)
Expectoracion 3 (15.8%)
Candida spp.

Sangre 2 (10.5%)
Orina 11 (57.9%)

Staphylococcus aureus
Sangre 3 (15.8%)
Expectoracion 3 (15.8%)

Enterococcus sensible a vancomicina

Sangre 1 (5.3%)
Orina 0 (0%)
Intraabdominal 2 (10.5%)

Enterococcus resistente a vancomicina

Sangre 0 (0%)
Orina 5 (26.3%)
Intraabdominal 2 (10.5%)

ERV negativo
N=45 (%)

1(2.2%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

6 (13.3%)

1(2.2%)
4 (8.9%)
0 (0%)

0 (0%)
2 (4.4%)

2 (4.4%)
12 (26.7%)

1(2.2%)
3 (6.7%)

0 (0%)
5 (11.1%)
1(2.2%)

0 (0%)
2 (4.4%)
0 (0%)

p

1.0

0.023
0.297
0.085
0.019

0.208
0.415
0.006

0.297
0.150

0.576
0.024

0.075
0.351

0.297
0.310
0.208

0.021
0.085
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FIGURA 1. Mecanismo de accion de la vancomicina y mecanismos de resistencia a glicopéptidos
en Enterococos con resistencia a la vancomicina asociada al gen vanA. V = vancomicina.
Adaptado de Patel R. VVancomycin-resistant enterococci in solid organ transplantation. Curr Opin

Organ Transplant 1999;4:271-280.
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FIGURA 2. Casos de infecciones por ERV en el INCMNSZ de mayo del 2006 a abril del 2007.
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FIGURA 3. Diagndsticos de ingreso de los 64 pacientes del estudio.
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FIGURA 4. Amplificacion de genes vanA (732pb) y VanB (635pb) mediante PCR
maltiple. Carril 1 y 20, marcador de peso molecular ($X174), carriles 2-16 aislados
clinicos de Enterococo resistentes a vancomicina (vanA), carril 17 control positivo de

vanA, carril 18, control positivo de vanB, carril 19 control negativo de reactivos.
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FIGURA 5. Carril 1 y 13, marcador de peso molecular ($X174), carriles 2-9 aislados
clinicos de Enterococo resistentes a vancomicina (vanA), carril 10 control positivo de
vanA, carril 11, control positivo de vanB, carril 12 control negativo de reactivos.
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FIGURA 6. Electroforesis en gel por campos pulsados de 13 de las 19 cepas de ERV.
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FIGURA 7. Electroforesis en gel por campos pulsados de las 13 cepas de ERV de este

estudio, comparadas con las 27 cepas del brote ocurrido en el INCMNSZ en el 2006.
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APENDICES

1. Definiciones operacionales.
Colonizacién por ERV.- Desarrollo de colonias con halo negro (hidrolisis de bilis) en un
medio de agar bilis esculina adicionado con vancomicina (8 pg/ml) de un cultivo de

exudado rectal.

Infeccion por ERV.- Aislamiento de E. faecium o faecalis resistente a vancomicina por
el sistema Vitek 1®, de cualquier cultivo enviado al laboratorio de microbiologia por el
médico tratante del paciente y corroborado con el método de susceptibilidad por

microdilucién en placa.

Edad.- Edad cumplida de acuerdo a la fecha de nacimiento.

SOFA.- Puntaje mas alto de la escala SOFA obtenido durante las primeras 24 hrs de

estancia en la UTI.

APACHE I1.- Puntaje més alto de la escala de APACHE |1 obtenido durante las primeras

24 hrs. de estancia en la UTI.

Diagnostico de ingreso.- Diagndéstico nosoldgico principal establecido a la llegada a la

UTI por los médicos tratantes y que motivo el ingreso a esa unidad.

Neumonia nosocomial.- Aquella que se presenta posterior a las 72 hrs. de la
hospitalizacion.

Neumonia adquirida en la comunidad.- Aquella que se presento desde el momento del
ingreso al hospital o dentro de las primeras 72 hrs. de estancia, no relacionada a cuidados
de la salud.



Eventos neuroldgicos agudos.- Crisis miastenica, evento vascular cerebral isquémico o
hemorragico, estatus epiléptico, edema cerebral, hemorragia intracraneal posquirdrgica o

traumaética, mielitis longitudinal.

Eventos cardiovasculares agudos.- Angina inestable, infarto agudo de miocardio,

arritmias agudas, emergencia hipertensiva, edema agudo pulmonar.

Eventos pulmonares agudos.- Neumotorax, crisis asmatica, tromboembolia pulmonar

(TEP), insuficiencia respiratoria aguda.

Sepsis abdominal comunitaria.- Proceso infeccioso intraabdominal que se presento previo

al ingreso al hospital (apendicitis, colangitis, colecistitis aguda litidsica, diverticulitis, etc.).

Sepsis abdominal nosocomial.- Proceso infeccioso intraabdominal en un paciente con

intervenciones quirdrgicas abdominales previas durante la misma hospitalizacion.

Posquirargico de cirugia abdominal.- Paciente transferido a la UTI inmediatamente

después de una cirugia que involucrara tubo digestivo, via biliar o pancreas.

Posquirargico de otras cirugias.- Paciente ingresado a la UTI inmediatamente después de

una cirugia no abdominal (craneal, otorrinolaringoldgica, toracica, cardiaca, ortopedia).

Comorbilidad.- Enfermedad concomitante consignada en el expediente clinico y que
estuviera relacionada de manera directa al diagnostico de ingreso.

e Diabetes mellitus tipo 1, 2 y secundaria a uso de esteroides.

o Enfermedades reumatoldgicas: Lupus eritematoso generalizado (LEG), artritits
reumatoide (AR), esclerodermia, polimiositis, artritis gotosa.

e Enfermedades cardiovasculares: Hipertension arterial sistémica (HAS), valvulopatias
cardiacas, arritmias cronicas, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca congestiva.

e Enfermedades pulmonares cronicas: Hipertension arterial pulmonar (HAP), asma
bronquial, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), bronquitis cronica,
enfisema pulmonar.

e Enfermedades neuroldgicas: Miastenia gravis, epilepsia, polineuropatia degenerativa
axonal, secuelas de EVC, migrafa.



Enfermedades renales crénicas: Insuficiencia renal cronica, glomerulonefritis cronica.
Enfermedades hematoldgicas no neoplasicas: Anemia aplasica, mielofibrosis,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, parpura trombocitopénica idiopatica (PTI),
asplenia.

Neoplasias hematologicas: Leucemia aguda y crénica, linfoma de cualquier estirpe,
mieloma multiple.

Neoplasias solidas.

Infeccion por VIH/SIDA.

Cirrosis hepatica e hipertension portal hemorragica.

Transplante de 6rgano sélido o de médula 6sea.



2. Hoja de captura de datos.
COLONIZACION GASTROINTESTINAL POR ERV EN EL INCMNSZ

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre: Registro: Edad: Sexo:

Fecha de llenado: / / Fecha de Ing. UTI: / / Fecha de Ing. Hosp.: /

Diagndsticos de Ingreso: Comorbilidades:

FACTORES DE RIESGO:

Catéter venoso central: SI NO Periodo:

/ / a / /
Linea Arterial: Si NO Periodo: / / a / /
Ventilacion mecanica: Sl NO Periodo: / / a / /
Sonda nasogastrica/nasoyeyunal: SI NO  Periodo: / / a / /
Sonda Foley: Sl NO  Periodo: / / a / /
Alimentacioén enteral/NPT Sl NO Periodo: / / a / /
Traslado SI NO

CULTIVOS DE COLONIZACION:

Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:
Fecha: / / Resultado:

CAMBIOS DE CAMA:

Fecha ingreso:
Fecha ingreso:
Fecha ingreso:
Fecha ingreso:
Fecha ingreso:

Fecha egreso:
Fecha egreso:
Fecha egreso:
Fecha egreso:
Fecha egreso:

~ Y~~~
~ i~~~ I~
~ i~~~ I~
~ i~~~ I~
~ Y~ Y~~~




ANTIBIOTICOS PREVIOS:

Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
Fecha inicio: / /
CIRUGIAS PREVIAS:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
Cirugia: Fecha:
AISLAMIENTOS:
Especie NUm. Muestra  Fecha de toma  Sitio

Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:
Fecha término:

~ e e e e e e e e~ I~

~ e~ e e T e~ T I I I

Sensibilidad




SCORE DE GRAVEDAD
SOFA (Sﬁlential Organ Failure Assessment)

Colonizacién D Aislamiento clinico |:I Alta o desenlace |:I

Ingreso

Variables/score 0 1 2 3 4
Respiratory (PaO,/Fi0,, mmHg) =400 <400 <300 <200 <100
Coagulation (PLT x 103!;¢L) =150 <150 <100 <50 <20

Liver (bilirubin, mg/dL) <1.2 1.2-1.9 2-5.9 6-11.9 =12
Cardiovascular (Hg/kg/min) - MAP < 70 Dop £5 Dop > 5 (Epi £ 0.1) (Epi = 0.1)
CNS (GCS) 15 13-14 10-12 6-9 =6

Renal (creatinine, mg/dL) <1.2 1.2-1.9 2-3.4 3.5-4.9 >5

MAP, mean arterial pressure; Dop, dopamine; Epi, epinephrine; CNS, central nervous system GCS, Glasgow Coma Scale; PLT,

platelets.

APACHE Il al ingreso a UTI

A - Physialogy scare [AFS)

Paramseter +4 +3 +2 +1 [i] +1 +2 +3 +4
Fectal temperatune [°C) EX D 39-40.9 3.5-3849 IG-384 14-3549 12-319 I0-314 =14
Mean arerial presure mmilg =160 130- 159 =129 T0-109 50-69 =49
Heartrate/min =180 L40-1749 L1733 T0-100 55-69 40-54 =1
Ve rdilationrate/min® =50 315-49 25=134 12-24 L=11 6-9 =5
Dy genafion fmm g

Filly = QL5 A-ali, Z500 350-4949 200-149 <200

Fild < (.5 Fal), =70 G1=70 - 5560 <55
Arterial pH =17 76-769 7.5-7.59 7.33-7.49 725-7.32 7.15-7.24 <715
Serum sadivm (mmalfL] =180 LE0-1749 155-1539 150=154 130- 149 La0=129 L1i=119 =10
Berum polasium fmmal f1) =7 669 55-59 3.5-54 3-34 2.5-29 =25
Serum creatinine (mgdl]t =15 2-3.4 L5-19 06-14 =ik
Haematacril (%) =] 50-59.9 499 I-4549 20-29.9 <20
White blaad cells (tfmm’] =4 20-39.9 15-199 I-149 =24 <l
HE Oy -venaus (mmalfLI} 52 41-519 12-409 22-3149 18-219 15-1749 <15
Glamgow Cama Scale Score = 15 — aclual Glassow Comsa Scale
B - age paints T = Chranic Health points
A Faints II" the patient has @ history al severe argan system insullciency ar is immuno-commpramised assign paink & lallows
a4 i
45-5 2 (al Nan-aperalive or emengency 5 painis

pastaperative palienis

Gh-il 3 (] Elective poslaperative patienis 2 paints
G5-74 5
=75 &

* Non-venfilaed or ventilaied
t Seore point doubled Tar scute renal Failure.
1 Mising blood gas analysis.




3. Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA

Titulo del protocolo:

COLONIZACION GASTROINTESTINAL E INFECCION POR ENTEROCOCCUS RESISTENTE A
VANCOMICINA EN PACIENTES HOSPITALIZADOS EN LAS UNIDADES DE CUIDADOS CRITICOS
ENEL I.LN.C.M.N.S.Z.

Investigador Principal: Dr. Alfredo Ponce de Le6n Gardufio

Nombre del paciente:

DESCRIPCION/OBJETIVO DEL ESTUDIO

El Enterococcus es una bacteria que normalmente habita en el intestino de los humanos y que en condiciones
de salud adecuadas no ocasiona enfermedades graves. En los Gltimos afios, este germen ha incrementado su
capacidad de resistencia a varios antibidticos, sobre todo en los pacientes que requieren permanecer
hospitalizados por largos periodos de tiempo. A usted (o0 a su paciente) se le esta invitando a participar en un
estudio de investigacion que tiene como objetivo determinar el nimero de pacientes que portan esta bacteria
en el intestino, en las unidades de terapia intensiva del 1.N.C.M.N.S.Z. Los pacientes con enfermedades como
diabetes mellitus, insuficiencia renal crénica, diversos tipos de cancer, con trasplantes de 6rganos, cirugias
intraabdominales y los que requieren atencién en unidades de terapia intensiva, por la gravedad de sus
condiciones, estan predispuestos a adquirir el enterococo resistente dentro del medio hospitalario. A usted (0 a
su paciente) se le tomara una muestra de exudado rectal a su ingreso a la unidad de cuidados intensivos,
después de 72 hrs y posteriormente una vez por semana, hasta su alta de la unidad. Estos resultados se
reportaran tanto a su médico tratante como al comité de epidemiologia del hospital. Ademas se obtendran
datos de su expediente, tales como su edad, enfermedades actuales, motivo de ingreso, cirugias realizadas
durante su hospitalizacion y otros.

Este documento contiene informacion detallada sobre el estudio de investigacion. Una vez que ha
comprendido el estudio, se le pedira que firme esta forma de consentimiento, si es que usted desea participar.
Se le entregara una copia firmada y fechada de esta forma.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Se le tomara una muestra de exudado rectal, que consiste en la introduccion a través del ano de un pequefio
hisopo de algodon para obtener una muestra de heces fecales, tanto al momento de su ingreso a la unidad de
cuidados intensivos, como después de 72 hrs. de su estancia y posteriormente una vez por semana, hasta su
egreso de dicha unidad. La duracién del procedimiento es de aproximadamente un minuto y no tiene ningln
riesgo mayor. También obtendremos informacion de su expediente como su edad, el tiempo de estancia
hospitalaria, el motivo del ingreso, enfermedades subyacentes, uso previo de antibioticos y otros.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO
El estudio nos permitird conocer la proporcién de pacientes que son portadores de enterococo resistente en las
unidades de cuidados intensivos de nuestra Institucion.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Se puede presentar alguna pequefia irritacion superficial en la zona del ano secundaria a la toma de la muestra
en el caso de nifios pequefios, por lo delgado de su piel, pero esto no tiene ninguna repercusiéon mayor.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

La participacion en este estudio es voluntaria y por tanto puede usted decidir participar o no en ésta
investigacion, sin estar sujeto a ninguna sancion y sin que se vea afectada la atencion médica presente y futura
en el instituto. Si decide participar también podra cambiar de opinion en cualquier momento del estudio.



PAGO
Usted no recibira pago alguno por su participacion en éste estudio.

COSTOS ADICIONALES
No habra costos adicionales para usted como resultado de su participacién en este estudio. Ninguna de las
pruebas de laboratorio tendran algin costo para usted.

CONFIDENCIALIDAD
La informacion obtenida en este estudio utilizada para la identificacion de cada paciente serd mantenida con
estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

DERECHOS DE LOS PARTICIPANTES

Si se tiene alguna duda relacionada a la investigacion mientras ésta se realiza, podra contactar a la Dra.
Carolina Pérez Jiménez, teléfono 54870900, ext: 2172 6 2177, para que sus inquietudes sean resueltas.

Usted tiene acceso al Comité de Investigacién en Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubiran” en caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante del estudio a
través de su presidente:

Presidente del Comité Institucional de Investigacion Biomédica en Humanos:

Dr. Antonio Cabral Castafieda. Al teléfono: 55 73 12 00 ext.2605

CONSENTIMIENTO

Yo, , he leido y comprendido la informacién anterior y mis
preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. Entiendo que la informacién obtenida en el estudio
puede ser publicada o difundida con fines cientificos, sin embargo, también entiendo que mis datos personales
no seran publicados y que serdn mantenidos con estricta confidencialidad.

Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma
de consentimiento.

Firma del participante Fecha
o representante legal

Testigo Fecha

Testigo Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o representante):

He explicado al sujeto nombrado anteriormente la naturaleza y los propésitos de la investigacion, le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He preguntado si tiene alguna duda
y he contestado a las preguntas en la medida de lo posible.

Firma del investigador Fecha
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