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|. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



Justificacion y objetivos

Las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria constituyen, uno de los
problemas méas importantes de Seguridad de los pacientes en los hospitales, habiendo
ademas trascendido a otras instituciones especialmente centros de mayores asi como a la

propia comunidad.

Dentro de las infecciones tienen especial importancia las producidas por
bacterias multiresistentes a los antibioticos, destacando especialmente las producidas
por Staphylococcus aureus meticilin resistentes (SARM), Acinetobacter baumannii
resistentes a carbapenemes, Pseudomonas aeruginosa multiresistentes, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli portadoras de B-lactamasas de espectro ampliado

(BLEE) y enterococos resistentes a la vancomicina (ERV).

En nuestro hospital han destacado las infecciones producidas por SARM lo que
nos llevo a la implantacién en el afio 2008 de un Sistema de Vigilancia Activa que ha

demostrado una gran efectividad y eficiencia.

Acinetobacter baumannii, a diferencia de muchos hospitales dentro y fuera de
Espafia, ha tenido una baja incidencia, si bién en los dltimos afios empieza a

incrementarse.

Tampoco constituyen un problema importante las infecciones por Pseudomonas
aeruginosa multiresistentes ni por Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli portadoras

de B-lactamasas de espectro ampliado (BLEE).

En EE.UU. y en algunos paises de Europa los ERV particularmente
Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina (EfmRV) contituyen un grave
problema que ha llevado incluso a la implantacion obligatoria en algunos Estados

Americanos de un Sistema de Vigilancia Activa.

En nuestro estudio pretendemos precisar cual es la situacion en el Hospital
Universitario de Canarias de las infecciones asociadas a ERV y su evolucién a lo largo
de la década pasada (2001-2009). Asi como conocer su epidemiologia incluyendo la

aplicacion de marcadores moleculares.



1. REVISION Y ANTECEDENTES



Revision y Antecedentes

El término “enterococcus” deriva de la palabra griega “enteron” que significa
“intestino” y “KoKKos” que significa “baya o pepita”. L0S enterococos son cocCO0S
grampositivos dificiles de distinguir morfologicamente de los verdaderos estreptococos
y hasta hace muy poco eran clasificados como estreptococos. En 1930 en el esquema de
clasificacion de Lancefield los enterococos estaban incluidos entre los estreptococos del
grupo D, que incluian tanto especies de enterococos como de no enterococos. Sin
embargo en 1984 se demostré que los enterococos diferian lo suficiente de los
estreptococos como para ser clasificados dentro de su propio género Enterococcus™. Un
andlisis filogenético de género de cocos gram positivos, catalasa negativos, basado en la
comparacion de secuencias del gen 16SrRNA reveld que el género Enterococcus estaba
mas relacionado con los géneros Vagococcus, Tetragenococcus y Carnobacterium que
con los Streptococcus y Lactococcus con los que habian sido asociados
fenotipicamente®®,

E. ratti (AF539705)

E. faecium (Y18294)
E. durans (Y18359)

E. hirae (Y17302)
E. villorum (AF335596)

E. mundtii (Y18340)
“E. sanguinicola” (AY321376)

E. canis (X76177)
E. phoeniculicola (AY028437)

E. gilvus (AY033814)
63 | E. raffinosus (Y18296)

80| L-E. malodoratus (Y18339)

@ E. avium (Y18274)
93 [ E. pseudoavium (Y18356)

“E. hawaiiensis” (AY321377)
100 [E. gallinarum (AJ301833)
- — E. casseliflavus (AJ301826)

. E. asini (Y11621)
68 E. dispar (Y18358)
., E. pallens (AY033815)
E. hermanniensis (AY396047)

100 E. moraviensis (AF286831)
_“I E. haemoperoxidus (AF286832)
‘[ E. caccae (AY943820)

E. faecalis (AJ301831)
100 = E. italicus (AJ582753)
‘WL—L E. sulfureus (X55133)
E. saccharolyticus (Y18357)
E. cecorum (AF061009)

100
——'—{:— E. columbae (X56422)

V. fluvialis (X54258)

52

Figura 1. Arbol filogenético de especies del género Enterococcus, basado en la
comparacion de secuencias del gen 16SrRNA®.
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El género Enterococcus contiene al menos 28 especies. Dos de ellas son
responsables de la mayoria de las infecciones en humanos, Enterococcus faecalis (E.
faecalis), que ha sido el mas predominante, constituyendo entre el 80 y el 90% de los
aislamientos clinicos y Enterococcus faecium (E. faecium) representando entre el 5y 10
%. Otras especies de enterococos son aisladas en muestras clinicas con menos
frecuencia: E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. avium, E. raffinosis, E.
caccae, E.cecorum, E.dispar, E. mundtii, E. gilvus, E. hawaiiensis, E.hirae, E. italicus,
E. malodoratus, E. mundtii, E. pallens, E. pseudoavium y E. sanguinicola. No se ha

documentado el aislamiento de otras especies de enterococos en muestras clinicas .

Los enterococos son anaerobios facultativos capaces de crecer bajo condiciones
extremas. De este modo son capaces de crecer en un rango de temperaturas entre 10 a
45° C, a un pH 9.6 y en soluciones de NaCl al 6,5%. Muchos de ellos son capaces de
sobrevivir 30 minutos a 60°C y crecer en presencia de sales biliares al 40%. Los

enterococos hidrolizan la esculina y L-pirrolinonil-B-naftil-amida (PYR).

Los enterococos se encuentran en una notable diversidad de ambientes, de este
modo pueden ser hallados en abono, comida, agua y una gran variedad de animales
vivos. El hébitat mas importante de estos microorganismos parece ser el tracto
gastrointestinal, concretamente el intestino grueso de los seres humanos y de otros
animales, componen una porcion significativa de la flora intestinal normal
encontrandose E. faecalis con mas frecuencia en las heces de seres humanos, aunque E.
faecium es aislado también de forma habitual. Un pequefio nimero de enterococos se
aisla de manera ocasional en las secreciones orofaringeas y vaginales, en la piel, y sobre

todo en el area perineal ©.

En el &mbito hospitalario, los enterococos, constituyen una de las causas mas
importantes de endocarditis, bacteriemia, infeccion urinaria e infecciones de
localizacion quirdrgica. Se han convertido en la segunda causa mas comun de
microorganismos aislados en infecciones del tracto urinario e infecciones de
localizacion quirdrgica y la tercera causa mas comun de bacteriemias nosocomiales. A
mitad de 1970 los enterococos comenzaron a ser reconocidos como causa comudn de
infeccion nosocomial. Esto coincide con un aumento de la resistencia de los enterococos

a las cefalosporinas de tercera generacion. Una de las mayores razones por las que estos
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microorganismos han sobrevivido en el ambiente hospitalario es su resistencia
intrinseca a varios antibiéticos comdnmente utilizados y quizas méas importante, su
habilidad de adquirir resistencia a antibioticos sea por mutacion o por recibir material

genético ajeno a través de transferencia de plasmidos y transposones ©©.

I1. 1. Aspectos historicos de la resistencia de los enterococos frente a la
vancomicina.

En la década de los afios 50 debido a las pocas opciones terapéuticas para tratar
a los estafilococos resistentes a la penicilina, la compafiia farmacéutica Eli Lilly
comenz6 un estudio cuyo objetivo era encontrar un antibidtico con actividad frente a
esos patdgenos. Fue en 1952 cuando un misionero en Borneo envié una muestra de
tierra a la compafiia Lilly donde se aisl6 el microorganismo Streptomyces orientalis que
producia una sustancia llamada “componente 058657, la cual presentaba actividad
frente a los estafilococos resistentes a la penicilina. Observaron que algunos
microorganismos anaerobios, incluyendo el género Clostridium, también eran sensibles
a aquel componente. Tras varios pasos de purificacion, el “componente 05865 paso a
llamarse Vancomicina (de la palabra “vanquish” que significa vencer). Una vez
demostrada la eficacia clinica de la vancomicina, fue aprobada en 1958 en los Estados
Unidos (EE.UU.) el mismo afio en que se aprobd la meticilina y poco después las
cefalosporinas. Como la vancomicina presentaba importantes reacciones adversas se
reservé para pacientes alérgicos a los B-lactdmicos o para pacientes infectados con

microorganismos resistentes a nuevos antibiéticos'”.

En 1988, Uttley y colaboradores fueron los primeros en informar el aislamiento
de E. faecalis y E. faecium resistentes a la vancomicina en Inglaterra. Estudiaron un
brote principalmente entre pacientes con insuficiencia renal, habiendo sido muchos de
ellos tratados, antes del brote, con vancomicina o cefalosporinas®. Poco después fueron
informados otros enterococos resistentes a la vancomicina (ERV) por investigadores de
Francia y cepas similares fueron detectadas en hospitales al este de los EE.UU. Como
consecuencia, los ERV se propagaron rapidamente y ahora se pueden encontrar por

hospitales a nivel mundial®.



Revision y Antecedentes

En EE.UU. en la década de los 80 con la identificacion de Clostridium difficile
como causante de diarrea y el aumento de la prevalencia de Staphylococcus aureus y
estafilococos coagulasa-negativa resistentes a la meticilina, se incrementé el uso de la

vancomicina drasticamente, contribuyendo probablemente a la aparicion de ERV®.

En 1989 se informo el primer enterococo con alta resistencia a la vancomicina
en EE.UU., no estd muy claro como se introdujo el primer ERV en sus hospitales, lo
que si se sabe es que apenas existia documentacion sobre la colonizacién
extrahospitalaria, al contrario que en Europa, donde si existia informacion sobre la
colonizacion entre pacientes extrahospitalarios. La avoparcina, un glicopéptido usado
durante afios en muchos paises de Europa como promotor del crecimiento en la
alimentacion de los animales, fue un importante factor asociado con la aparicién de
ERV en la comunidad™®?.

Las dificultades terapéuticas presentadas por los enterococos fueron
reconocidas a principios de 1950 cuando al usar unicamente la penicilina como
tratamiento en las endocarditis por enterococos, la respuesta era mucho menor que en
endocarditis por estreptococos. Puesto que la mayoria de los enterococos son tolerantes
a la actividad bactericida de los R-lactamicos y glicopéptidos, se hizo necesaria la
sinergia bactericida entre antibioticos B-lactamicos y aminoglucésidos o glicopéptidos y
aminoglucosidos para el tratamiento de las infecciones méas graves por enterococos tales
como endocarditis y meningitis. El tratamiento con estas combinaciones de antibidticos
suelen durar mucho tiempo y la toxicidad es alta. La resistencia a los aminoglucésidos
entre los enterococos estd aumentando, en algunos centros muestran esta resistencia en
méas del 50% de los aislados y como consecuencia se estd perdiendo la sinergia
anteriormente comentada, constituyendo un grave problema. También, muchos E.
faecium aislados son altamente resistentes a la penicilina porque sus proteinas de unién

a la penicilina (PBP), presentan baja afinidad por éstas'®.

Quizés lo méas preocupante de los ERV es su capacidad de transmitir esa
resistencia a otros patogenos, en particular al Staphylococcus aureus, ya que poseen
varios sistemas de transmision, como plasmidos y transposones. El primer estafilococo
con sensibilidad disminuida a la vancomicina fue informado en Japén en 1997 y maés

tarde aparecieron en los EE.UU .
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I1. 2. Mecanismos de resistencia antibiotica

Los enterococos presentan dos tipos de resistencia antibidtica, intrinseca y
adquirida. La intrinseca esta presente en la mayoria de las cepas de enterococos y reside
en el cromosoma. La adquirida se debe 0 a una mutacion genética o a la adquisicion de
nuevo material genético. Los enterococos presentan resistencia intrinseca frente a
cefalosporinas, bajas concentraciones de aminoglucésidos y lincosamidas y frente a
trimetroprim-sulfametoxazol. Presentan resistencia adquirida frente a p-lactamicos
(PBP alteradas), penicilina y ampicilina (B-lactamasa), cloranfenicol, macrdlidos,
tetraciclina, estreptograminas, vancomicina, linezolid, rifampicina, quinupristn-
dalfopristin, altas concentraciones de lincosamidas y de aminoglucésidos, y

recientemente a las quinolonas®.

11.2.1.Resistencia a R-lactamicos

Todos los enterococos muestran una resistencia relativa a la penicilina,
ampicilina y otros B-lactamicos, como las cefalosporinas, causada por una reduccion de
la afinidad de las proteinas de unién a la penicilina de bajo peso molecular (en especial
las PBP5)°. Mientras que la mayoria de los aislamientos de E. faecalis son inhibidos por
concentraciones entre 1 y 8 ug/ml de penicilina o ampicilina, el E. faecium requiere de
16 a 64 pg/ml para inhibir el crecimiento®. En general, las cefalosporinas, y
especialmente las cefamicinas, son menos activas frente a los enterococos que las
penicilinas, y ninguna de las cefalosporinas disponibles en la actualidad posee una
actividad clinicamente atil frente a los enterococos. Aunque se han producido pocos
cambios en la resistencia de E. faecalis a las penicilinas, ha aumentado

expectacularmente la resistencia a las penicilinas en el caso de E. faecium ©.

11.2.2. Resistencia los Aminoglucosidos

Recientes estudios demostraron que los enterococos presentaban 2 tipos de

resistencia a la estreptomicina: 1) resistencia de bajo nivel (CMI 62 a 500ug/ml) debido
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a una baja permeabilidad, la cual aumenta cuando se afiade una penicilina ya que ésta

permite la captacion celular del aminoglucosido; 2) resistencia de alto nivel (CMI

>2000 pg/ml), la cual es mediada ribosomicamente debido a la produccion de enzimas
inactivadoras de antibioticos. Ya que la resistencia frente a la gentamicina y
estreptomicina ocurren por diferentes mecanismos, es importante testar la sensibilidad a
ambos agentes®. La produccién de enzimas modificadoras de los aminoglucésidos es el
mecanismo mas importante de la resistencia de alto nivel. Cada enzima puede conferir
resistencia de alto nivel para mas de un aminoglucésido y una unica cepa de
enterococos puede adquirir varios enzimas. Aungue la mayoria de los enzimas son
mediados por plasmidos, E. faecium difiere de los otros enterococos en que su
produccién de enzimas estd mediada cromosémicamente™?. La resistencia a la
gentamicina es debida a la presencia de la enzima 6-acetiltransferasa-2-fosfotransferasa,
confirirendo resistencia a la tobramicina, netilmicina, amikacina y kanamicina. Por lo
tanto, la resistencia a la gentamicina es un buen presagio de resistencia a otros
aminoglucosidos excepto a la estreptomicina. La resistencia a la estreptomicina se debe
a la produccidn por parte de los enterococos del enzima adeniltransferasa no dejando de
ser estas cepas de enterococos sensibles a la gentamicina. No existe sinergia entre
penicilina y aminoglucésidos cuando la cepa presenta resistencia de alto nivel a los
aminoglucosidos  (estreptomicina  CMI > 2000ug/ml; gentamicina CMI, >500
ug/mi)©E ),

11.2.3. Resistencia a los glucopéptidos

El mecanismo de accién de los antibi6ticos glucopéptidos como la vancomicina
y la teicoplanina se basa fundamentalmente en su unién al dipéptido terminal D-alanina-
D-alanina del precursor del peptidoglucano, inhibiendo la sintesis de la pared celular.
Existen 7 diferentes fenotipos de resistencia a los glucopéptidos en los enterococos,
denominados VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG y Van L. Todos fenotipos de
resistencia adquirida a excepcion de VanC que es intrinseca de E. casseliflavus y E.

gallinarum (ver tabla 1).
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(12)

Tabla 1. Mecanismos de resistencia a la vancomicina en los enterococos

; ; Intrinsic
Acquired resistance B TE

phenatype VanD VarE VanC
ligase gene vanA vang? vanp? vanE vanG* vanl vant
MIC e 1 L 16-1000 | 4-RF1000) | 64-1%8 8- % 16 B 2R
MIC g 1 EIL (i-) 16 - 512 05-1 ' 05 05 S 05-1
expression inducitle nducible constitutive inducible inducible inducible caﬂaﬂgm\f’
Localisation plasmit/ plasmids chromosome | chromosome | chromosome | chromosome? chramosome

chromasome chramosome '
transferable by conjugation - +- - - +

E. foecium

£. faecalis

E. durans ;

E. hirge Ej:ggg;‘m E. faecium E. gallingrum: vanC1
distribution among £. gallinarum? f durans E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecalis £. casseliflavus:
enterococcal spectes k. £ galtinarum? | E raffinosus vance/3

casseliflavust - gattinarum
E. raffinosus

E. avium

E. munatii

1 acquisition of vanA or vanB cluster in addition to vanCI or vanC2/3 genes - rare event
Zsubtypes exist [vanB1-3, vanD1-5, vanG1-2); S, susceptible to teicoplanin (na value given in the carresponding paper]

Los fenotipos VanA y VanB son los mas relevantes clinicamente, son mediados
por un grupo de genes de reciente adquisicion no encontrados antes en los enterococos y
fueron descritos en primer lugar en E. faecalis y E. faecium, aunque hoy en dia se han
descrito en E. avium, E. gallinarum, E.durans, E. casseliflavus, E.raffinosus y

E.hirae*®.

El fenotipo de resistencia VanA se caracteriza por presentar resistencia
inducible de alto nivel tanto a la vancomicina (CMI= 64-1000upg/ml) como a la
teicoplanina (CMI= 4-512 pg/ml). La resistencia puede ser inducida por glucopéptidos
(vancomicina, teicoplanina, avoparcina y ristocetina) y por agentes no glucopéptidos
tales como la bacitracina, polimixina B y robenidina, una droga usada en el tratamiento
de infecciones por coccidios en aves de corral. Los detalles de la resistencia a la
vancomicina han sido mas estudiados en el complejo de genes vanA encontrados en el
transposén Tnl546 o Tn5482. El Tn1546 se encuentra generalmente en plasmidos
transferibles, lo cual explica la habilidad de los enterococos para transferir el complejo

vanA a otras especies incluyendo estafilococos como el Staphylococcus aureus aungue,
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ocasionalmente, puede encontrarse en el cromosoma. EI mecanismo de resistencia a
glucopéptidos es complejo, interviniendo en él siete genes diferentes localizados en el
Tn1546 o Tn5482: vanA, vanR, vanS, vanH, vanX, vanY y vanZ. El gen principal para la
resistencia es vanA, gque codifica una proteina D-Ala ligasa que cataliza la adicion de D-
lactato a D-alanina para formar el dipéptido D-alanina-D-lactato. Este metabolito, que
presenta baja afinidad por los glucopéptidos, sustituird a la D-alanina-D-alanina (diana
de los glucopéptidos) en el peptidoglicano. Para que se produzca la resistencia a los
glucopéptidos son necesarias, ademas, al menos dos proteinas adicionales: VanH y
VanX. VanX es una dipeptidasa que hidroliza el dipéptido D-alanina-D-alanina
impidiendo, por tanto, su incorporacion al peptidoglicano. Por otro lado, VanR y VanS
constituyen un sistema regulador de dos componentes que regula la expresion de vanA,
vanH y vanX. Tanto la vancomicina como la teicoplanina son capaces de activar este
sistema de regulacién, induciendo la expresion del mecanismo de resistencia.
Finalmente, VanY y VanZ, son proteinas secundarias no escenciales para la resistencia;
la primera es una carboxipeptidasa que elimina los residuos de D-alanina terminales que
se hayan incorporado ya en el peptidoglucano y la segunda incrementa ligeramente las

CMs de teicoplanina especificamente, por un mecanismo adn desconocido & 4 3.

El fenotipo VVanB se caracteriza por resistencia inducible de moderado o alto
nivel a la vancomicina (CMI= 4-1000 pg/ml) pero sensible a la teicoplanina (CMI=0,5-
1ug/ml). Los elementos genéticos responsables de este fenotipo son similares al
complejo de genes de vanA con seis genes de resistencia: vanB, vanXy, vanHy, vanYy,
vanRyp, vanSp y vanW. Los primeros seis genes son similares a sus homologos en el
complejo vanA participando en la produccién del precursor D-alanina-D-lactato
terminal en la pared del peptidoglucano. La funcién de la proteina VanW es
desconocida. Estos genes se sitlan en elementos similares al transposén Tnl1546,
aunque, al contrario de lo que ocurre con el fenotipo VanA, su localizacion puede ser
cromosémica o plasmidica®: @3 4 se han documentado tres subtipos: vanB1, vanB2 y
vanB3, basados en la variabilidad genética del gen vanB ®®®_ os subtipos vanB1 y
vanB2, han sido encontrados en cepas de enterococos aislados en diferentes paises de
Europa y en EE.UU., sin embargo el subtipo vanB3 se ha detectado s6lo en EE.UU.
Diaz y cols. aislaron el primer Enterococcus faecium vanB (EfmvanB) en Espafia, al

analizar su secuencia, resultd pertenecer al subtipo vanB2®©.

11
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El fenotipo VanC se caracteriza por resistencia de bajo nivel a la vancomicina
(CMI =2 a 32ug/ml) pero sensible a la teicoplanina (CMI=0,5-1ug/ml). Este fenotipo,
de localizacion siempre cromosomica, no transferible, es caracteristico de algunas
especies de enterococo raramente encontradas en muestras clinicas: E. casseliflavus, E.
gallinarum y E. flavescens. EI complejo contiene 5 genes: vanC, vanXY, vanT, vanR y
vanS. A diferencia de lo que ocurria en los fenotipos VanA y VanB, la proteina VanC
sintetiza el dipéptido D-alanina-D-serina en vez de D-alanina-D-lactato® ™%, Se han
descrito tres genes vanC: vanC-1 en E. gallinarum, vanC-2 en E. casseliflavus y vanC-3

en E. flavescens 2,

También se han descritos los fenotipos VanD, VanE y VanG. Los tres se deben
a determinantes genéticos distintos de los clasicos VanA, B, o C, estan localizados en el
cromosoma Yy aparentemente son de naturaleza no transferible. De momento, ninguno de
ellos parece estar ampliamente diseminado como los fenotipos VanA o VanB, ya que
Unicamente se han encontrado en unas pocas cepas, de forma muy localizada. El
fenotipo VVanD se ha encontrado en E. faecium, E.faecalis y E.raffinosus, con resistencia
a la vancomicina (CMI= 64-128 ug/ml) como a la teicoplanina (CMI= 4-64 ng/ml). El
VanD se localiza en el cromosoma y no es transferible a otros enterococos. El VanE se
ha descrito en E. faecalis presentando resistencia de bajo nivel frente a la vancomicina
(CMI= 8-32 pg/ml) y sensible frente a la teicoplanina (CMI < 0,5 pg/ml). EI complejo
de VanG ha sido descrito en E. faecalis el cual presenta resistencia de bajo nivel frente a

la vancomicina (CMI=16) y sensibilidad frente a la teicoplanina (CMI < 0,5)©(3:4)

Se ha decubierto un nuevo fenotipo: VanL, el cual se ha encontrado en
asilamientos de E.faecalis con CMI de 8 pg/ml para la vancomicina y CMI de 0,5 pg/ml

para la teicoplanina, no transferible.

Un fendmeno importante que desarrollan algunas cepas de ERV con fenotipo
VanA y VanB es la dependencia de vancomicina. Estos enterococos no son sélo
resistentes a la vancomicina sino que ademas requieren de su presencia para su
crecimiento. Han sido aislados in vitro, en modelos animales y de pacientes tratados
durante largos periodos de tiempo con vancomicina®™®". Estas cepas han sufrido
mutaciones en el gen de la ligasa que codifica el dipeptido D-alanina-D-alanina diana

principal de la vancomicina, por tanto pueden crecer en su presencia y ademas la
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vancomicina es necesaria para inducir la codificacion de la D-alanina-D-lactato ligasa

por parte de los genes vanA y vanB. Han sido recuperados de medios para aislamiento

de Campylobacter o Neisseria gonorrhoeae

vancomicina® @,

los cuales llevan en su composicién

11.2.4. Los criterios del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

y del EUCAST (European Comité on Antimicrobial Susceptibility Testing):

Los puntos de corte que determinan la sensibilidad o la resistencia a la

vancomicina difieren segln los criterios americanos o europeos.

Los criterios definidos por el CLSI americano, en el afio 2010 son:

Método S | R
Vancomicina | Difusién con disco de 30pg (mm) 217 | 15-16 | <14
CMI (pg/ml) <4 8-16 | =32

Método S | R
Teicoplanina Difusion con disco de 30pg (mm) 214 | 11-13 | <10
CMI (pg/ml) <8 16 =232

Sin embargo, los puntos de corte que determinan la sensibilidad o la resistencia a

la vancomicina definidos por el EUCAST en Europa en el afio 2010 son:

Método S R
Vancomicina Difusion con disco de 5upg (mm) 212 <12
CMI (pg/ml) <4 >4

Método S R
Teicoplanina Difusion con disco de 30ug (mm) =16 <16
CMI (pg/ml) <2 >2

13
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11.3. Epidemiologia de los enterococos resistentes a la vancomicina.

Aunque el origen exacto y los factores asociados con la emergencia de ERV no
estan del todo aclarados, si se ha demostrado una compleja interrelacion entre el
medioambiente, reservorios de la bacteria, el uso de antibioticos tanto en animales como
en humanos y la rapidez con que se diseminan dentro de los hospitales. El origen del
complejo del gen van aun no estd aclarado. Es interesante saber que microorganismos
como Streptomyces toyocanensis y Amycolatopsis orientalis tienen genes similares a los
genes van. Genes homdlogos han sido detectados en el biopesticida Bacillus popiliae y
en la bacteria fecal anaerobia Eggerthella lenta y Clostridium innoculum, lo cual
sugiere que otra flora colonizante puede ser fuente de genes van homologos. Aunque no
se conoce la fuente ancestral del complejo del gen van, si se sabe que los genes van se
han extendido mas alla del género Enterococcus™®. Se ha aislado un Streptococcus
bovis que contenfa el gen vanB a partir de una muestra fecal®®. EI gen vanA también ha
sido aislado en el género Corynebacterium, Archanobacterium y especies de
Lactococcus incrementando la posibilidad de que la resistencia de alto nivel a la

vancomicina se disemine a otros organismos gram positivos.

La epidemiologia sobre las fuentes y reservorios de los ERV muestran una
interesante dicotomia entre los EE.UU. y Europa. En EE.UU. la colonizacién entre
personas no hospitalizadas ha sido poco documentada, al contrario que en Europa. El
amplio uso de glucopéptidos tales como la avoparcina como promotores del crecimiento
en la dieta de animales hizo que los ERV colonizaran el tracto gastrointestinal de
muchos animales como pollos, aves de corral y cerdos. Una vez que en 1997 se prohibid
el uso de la avoparcina, en Europa disminuyeron notablemente los casos de ERV
hospitalarios y la colonizacién por ERV en los animales de granja®™®®. willems y
cols. realizaron un andlisis de una larga serie de ERV (con resistencia VanA)
procedentes de animales, personas sanas y pacientes hospitalizados, comprobando que
existia relacion entre los aislados de los diferentes hospedadores. Para ello utilizaron la
técnica Amplified fragment length polymorphism (AFLP) para realizar el genotipado,
agrupando a los aislados en los siguientes genogrupos: A, B, C y D. Demostraron como
los genogrupos A, B y D se encuentran en animales y personas sanas y el genogrupo C
lo presentaban los pacientes hospitalizados. Estos hallazgos contradicen la relacion
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directa entre los enterococos del reservorio animal y aquellos causantes de brotes e
infecciones hospitalarias*®.

En contraste con Europa, los ERV en EE.UU. son resistentes a muchos
antibiodticos y poco variables genéticamente. Los enterococos procedentes de humanos
en Europa suelen ser sensibles a muchos antibidticos y altamente policlonales. Los
aislamientos clinicos tienen el mismo perfil de sensibilidad antibiotica que los ERV

aislados de animales.

En los EE.UU. nunca se establecid una relacion con las fuentes animales. Se han
realizado diversos estudios con distintas fuentes animales y no se ha detectado ni el gen
vanA ni el vanB. La avoparcina no ha sido utilizada en la industria ganadera de EE.UU.
y esa podria ser una explicacion a este hallazgo. A pesar de la escasa documentacion
sobre reservorios ambientales, los ERV son verdaderos patégenos nosocomiales en los
EE.UU.A910),

Existe la hipotesis de que los genes de la resistencia a la vancomicina se
originaron en microorganismos productores de glicopéptidos como un mecanismo de
defensa. Mas tarde estos genes se diseminaron horizontalmente hasta llegar a los
enterococos. Los ERV fueron seleccionados por la presion antibidtica. Esto di6 lugar a
un importante nimero de reservorios, animales y humanos sanos, de ERV en Europa,
pero estos genogrupos no se diseminaban a gran escala dentro de los hospitales. Sin
embargo en EE.UU. estos genes de resistencia entraron a formar parte de un genogrupo
que ya era resistente a casi todos los antibidticos, y por tanto los ERV eran mas

sensibles al efecto selectivo de los antibiticos®?.
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11.3.1. Descripcidn de la situacion epidemioldgica en los Estados Unidos

La emergencia de los ERV en los Estados Unidos esta muy bien descrita en los
datos aportados por el National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS) de
los Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Desde 1989 hasta 1993, en el
NNIS se informo de un incremento en el porcentaje de las infecciones nosocomiales por
ERV del 0.3% al 7.9% debido principalmente a un aumento de infecciones por ERV en
las UCIs del 0.4% al 13.6%“Y. En 1999 el porcentaje de ERV aumenté hasta un 25,2%
(1579 aislados de enterococos) en las UCIs lo que supone un incremento del 43% con
respecto a la media de las tasas de resistencia entre los afios 1989-1998. En 2000 el
porcentaje de ERV fue de 26.3% (2575 enterococos aislados) en las UCIs, lo que
supone un incremento del 31% con respecto a la media de los porcentajes de resistencia
entre los afios 1995-1999%. En 2003 (de los 2048 enterococos aislados), el porcentaje
de resistencia frente a la vancomicina fue de un 28,5% lo que supuso un incremento de

un 12% con respecto a los 5 afios previos desde 1998 a 2002 ¥,

Al principio los brotes que se informaban implicaban a pocos pacientes y eran
controlados con la aplicacién de medidas de control®, sin embargo cada vez eran mas
los pacientes colonizados con ERV y en 1995 la situacion se describié como endémica
@9 | a colonizacion fue mas frecuente en enfermos criticos y pacientes
inmunocomprometidos tratados en servicios clinicos donde el uso de antibi6ticos era
muy alto siendo la transmision cruzada importante en la diseminacién hospitalaria de la
bacteria, sugiriendo serios fallos en la aplicacion de las medidas de control® ", Varios
estudios demostraron que la diseminacién de los ERV en los hospitales fue influenciada
por varios factores como la colonizacion de los pacientes por ERV, la contaminacion
ambiental y la presién antibiotica. En los Estados Unidos la emergencia de los ERV ha
estado muy ligada al amplio uso de la vancomicina, lo cual no ocurria en Europa ®%. Un
estudio realizado por Kirst H. A. y cols. compararon el uso de vancomicina oral y
parenteral entre EE.UU. y cinco paises europeos, resultando ser de cinco a diez veces
mayor el uso en EE.UU.®®. En cuanto a la comunidad, en Estados Unidos hay poca

evidencia que sugiera la transmisién de ERV.
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11.3.2. Descripcion de la situacion epidemiologica en Europa

El primer ERV aislado de origen no hospitalario informado en Europa fue un E.
faecium en 1993 de muestras de aguas residuales en areas urbanas de Inglaterra y
pequefias ciudades de Alemania. Los siguientes afios se realizaron varios estudios que
sugirieron una posible relacion entre la recuperacion de estos microorganismos y el uso
de la avoparcina. Esta asociacion fue confirmada por estudios epidemioldgicos de

Dinamarca, Noruega y Holanda 9.

La relacion entre la colonizacion por ERV entre animales destinados al consumo
humano y la colonizacion por ERV en humanos fue sugerido por Bates y cols. los
cuales recuperaron ERV con idénticos ribotipos en restos de pollo y humanos . En
Europa, varios estudios demostraron la existencia de ERV en personas no relacionadas

con los cuidados sanitarios®®GY,

Segun datos del EARSS en 2007 se informaron menos aislamientos invasivos de
E. faecium (n=4.561) por parte de los paises participantes. De los 31 paises
participantes, 7 informaron menos de 20 aislados y 11 méas de 20. En 2007 informaron
con mas del 25% de ERV aislados los siguientes paises: Grecia (37%, n=388), Irlanda
83%, n=323) y Portugal (29%, n=158). Desde el 2001 al 2007 los ERV se han
incrementado en 6 paises: Alemania, Grecia, Irlanda, Israel, Eslovenia y Turkia. En
Eslovenia no se inform6 ERV hasta el 2005. Se observa una disminucion en los ERV en
Croacia, Portugal y en Inglaterra. Portugal ha experimentado una continua disminucién
desde un 47% (n=103) en 2003, a un 29% (n=158) en 2007. En Italia aumento el
namero de ERV aislados desde un 15% (n=80) en 2001 a un méaximo de 24% (n=166)
en 2003 para luego disminuir a un 11% (n=254). Una situacion similar a Italia ocurrié

en Israel®?,

Los genotipos de resistencia mas prevalentes en Europa son el vanA y vanB. El
principal reservorio para adquirir la resistencia a la vancomicina en el hombre es el E.
faecium. El incremento de las tasas de ERV en varios paises de Europa es debido a un
aumento de la prevalencia de E. faecium resistente a la vancomicina (EfmRV). Los E.

faecalis resistentes a la ampicilina (EfcRA) y vancomicina (EfcRV) son raros?.
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Es curioso observar como entre distintos paises de Europa teniendo similares
origenes, la prevalencia de ERV es diferente. Durante la mitad de la década de los 90
determinados clones fueron prevalentes en muchos paises de Europa coincidiendo con
un aumento de la prevalencia de E. faecium entre animales de cria y sus cuidadores, los
cuales usaban la avoparcina como promotor del crecimiento® %, En muchos paises las
tasas de ERV de aislamientos clinicos aumentd alcanzando su pico maximo 10 afios
mas tarde cuando la resistencia a los glicopéptidos habia disminuido en los reservorios

no hospitalarios ©?

. Los brotes de ERV en un mismo centro son policlonales,
sugiriendo una alta diversidad de cepas de E. faecium adquiridas en los hospitales y una

alta movilidad de los determinantes genéticos®?.

Algunos sistemas de vigilancia europeos recogen datos de resistencia a la
vancomicina en enterococos aunque en algunos paises ya es obligatorio, en otros paises
los datos son muy limitados y no permiten un andlisis estadistico de la poblacién e
incluso en algunos paises no hay datos. Uno de los sistemas europeos de recogida de
datos de resistencia antibidtica es el European Antimicrobial Resistance Surveillance

System (EARSS) (http://www.rivm.nl/earss/) que fue establecido en 1998 por la

Comisién Europea. EI EARSS recoge datos de resistencia antibidtica para determinadas
bacterias (S. aureus, Escherichia coli, E. faecalis y E.faecium, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa) en infecciones invasivas. En 2006 alrededor de 800
laboratorios pertenecientes a mas de 1300 hospitales de 31 paises proporcionaron datos
de mas de 500.000 aislamientos invasivos. Sin embargo, el EARSS tiene sus
limitaciones pues los laboratorios utilizan diferentes guias para la interpretacion de los
datos (Clinical and Laboratory Standars Institute — CLSI, European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST, British Society for Antimicrobial
Chemotherapy —-BSAC, etc) y utilizan diferentes métodos para determinar la
sensibilidad antibidtica (Concentracion Minima Inhibitoria o determinacion de CMI;

difusion en disco, etc)®?.

Norte de Europa

Los paises nérdicos se caracterizan por la baja prevalencia en resistencias
antibidticas y de ERV. Desde la mitad de la década de los 90, Noruega, Dinamarca e

Islandia habian registrado casos esporadicos y pequefios brotes de infeccién o
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colonizacién por ERV, a menudo entre pacientes transferidos desde otros hospitales con
alta prevalencia de ERV de Europa o de los Estados Unidos®. En Dinamarca y
Noruega se informaron numerosos reservorios animales debido al uso de la avoparcina
como promotor del crecimiento en los animales domésticos®® aunque estos reservorios

animales desaparecieron al prohibirse el uso de la avoparcina en 1996.

En Helsinki varios hospitales experimentaron entre 1996 y 1997 varios brotes de
ERV en las plantas de Hematologia y de Medicina Interna®?®®. En los brotes
estuvieron involucrados dos clones de E.faecium portadores del gen vanA, del gen vanB
0 ambos. Se aislaron también varios E. faecium sensibles a la vancomicina, los cuales
mostraron el mismo perfil de bandas por macrorrestriccion en el gel de electroforesis
del campo pulsado (PFGE) que las cepas del brote. Por este motivo, los investigadores
del brote sugirieron que el origen de este brote se produjo por la incorporacion de los
genes vanA y vanB a una cepa de EfmRA y sensible a la vancomicina. En Finlandia
durante los Gltimos 10 afios la situacion ha sido estable con 30 a 60 casos de infecciones

o colonizaciones de ERV por afio®.

En Suecia, la situacion se ha mantenido estable con 18 a 53 casos de infecciones
y colonizaciones por ERV por afio entre 2000 y 2007, con una prevalencia de ERV en
aislamientos invasivos por debajo del 0.5% hasta 2006°2:“%; pero esta situacion cambia
en agosto 2007 con la transmisidn de un clon de EfmvanB y de otras cepas entre mas de
200 pacientes en Estocolmo convirtiéndose en un patdgeno endémico en algunas partes

del pais.

En cuanto a las medidas de prevencion de este microorganismo en los paises
nordicos, Finlandia establecié unas guias nacionales para ERV en conjuncion con el
brote de 1996-1997 y en Suecia a los pacientes se les hace un screening para ERV
siguiendo las mismas guias que para el SARM. En Dinamarca, Noruega e Islandia los

ERV no estan sujetos a la misma regulacién que el SARM™?.

Inglaterra e Irlanda

No hay un Unico sistema para medir las infecciones por ERV en Inglaterra. Sin

embargo las bacteriemias causadas por ERV estan monitorizadas por cuatro programas
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de vigilancia con distinto grado y cobertura de participacion: el EARSS, el BSAC, el
informe anual de bacteriemias por ERV del Departamento de Salud de Inglaterra y la
Health Protection Agency (HPA). Segun los datos de los cuatro programas la
proporcion estimada atribuible a los ERV en 2007 oscilé entre el 8,5-12,5% para todos

los enterococos, 20-25% para E. faecium y 1.6-2.5% y el para E. faecalis®™? 32#D:(42),

Los datos de vigilancia de la HPA y el BSAC muestran cémo la prevalencia de
ERV en bacteriemias se ha incrementado en 2001 hasta 2006. EI EARSS comenzd ha

determinar la prevalencia a partir del 2005.

Entre octubre 2006 y septiembre 2007, se informaron 910 bacteriemias por ERV
en hospitales ingleses al Departamento de Salud. Pero los ERV no parecen una causa
importante de infecciones invasivas ya que son eclipsados por las 4.438 bacteriemias
por SARM vy los 50.392 casos de Clostridium difficile en el mismo periodo.

Irlanda contribuye con el EARSS desde el 2002 con una cobertura excelente de
casi el 100%. Las tasas de E. faecalis resistentes a la vancomicina se han incrementado

ligeramente pero contintian por debajo del 5%™2.

Europa Central

Austria ha informado datos de resistencia para enterococos al EARSS desde el
afio 2001, alcanzando en 2006 el 87% de cobertura de la poblacion. Estos datos también
se encuentran con mas detalle en el Nacional Antibiotic Resistance and Consumption
Report (AURES) 2005. La resistencia a la vancomicina, en Austria, es rara. Las tasas de
E.faecalis y E. faecium resistentes a la vancomicina fueron menores al 1% entre 2003 y
el 2006 con un ligero incremento hasta el 1,9% en 2007. El aumento de las tasas de E.
faecium resistentes a la ampicilina desde un 67% en 2001 a un 89% en 2006, sugiere
una amplia diseminacion de clones de adquisicion en hospitales como ocurre en otros
paises de Europa. AURES también informé de la baja colonizacion de animales de
granja por ERV.

Alemania informa al EARSS desde el afio 1999, pero el nimero de laboratorios

participantes cayo notablemente en 2006 (15 laboratorios representando solo al 2% de la
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poblacién) por lo que se hace imprescindible comparar sus datos con los de los distintos
programas de vigilancia que existen en el pais. Segin el EARSS el porcentaje de E.
faecium resistentes a la vancomicina aumento desde un 1% en 2001 a un 11% en 2004
para luego disminuir a un 8% en 2006 y aumentar hasta un 15% en 2007. Esta variacion
en las tasas es motivada por el cambio en el nimero de laboratorios participantes y no
refleja la verdadera tendencia epidemioldgica del pais. Un aspecto a destacar es el
aumento del porcentaje de EfmRA llegando a alcanzar cifras por encima del 90%
después de 2004. La prevalencia de EfcRVse mantiene por debajo del 1%. Uno de los
programas de vigilancia més consolidados en Alemania es el Paul Elrlich Society for
Chemotherapy Task Force Susceptibility testing and Resistance, en el que participan 30
laboratorios de Alemania, 3 de Austria y otros 3 de Suiza. En este sistema se informaron
tasas de EfcRV por debajo del 1% y de un aumento de las tasas de EfmRV desde un
2.7% en 2001 a un 13.5% en 2004 y un 11.2% en 2007 confirmando los resultados de

otros sistemas de vigilancia®?.

En Bélgica, son 24 los laboratorios que envian datos al EARSS. Bélgica ha
presentado en afios recientes unas elevadas tasas de SARM, por lo que han establecido
programas nacionales de control y campafias para atajar el problema. Segun el EARSS
las tasas de EfmRV se incrementaron desde 2004 a 2005 desde un 0% a un 14% pero
luego disminuyeron en 2007 a menos del 1%. Estas fluctuaciones se deben al variado

niimero de laboratorios participantes y a varios brotes producidos en este periodo™?.

En Holanda los datos de resistencia de varias bacterias, incluyendo los ERV,
aislados de muestras de sangre y orina son recogidos en el programa de vigilancia
electronico para laboratorios ISIS. Ademéas cada vez son mas los laboratorios que
envian sus datos al EARSS con una cobertura estimada de casi el 69% de la poblacion
holandesa. A parte de unos pocos brotes hospitalarios de importancia durante el 2000, la
prevalencia de ERV en bacteriemias es baja (<1%) a lo largo de los afios; esto puede
deberse al uso prudente de antibidticos y a la severa politica frente a ERV y SARM
llevada a cabo en los hospitales holandeses®?. A pesar de las bajas tasas de prevalencia
por ERV, en un reciente estudio nacional se demuestra un significativo aumento de
EfmRA en Holanda®®. La proporcién de EfmRA respecto al total de bacteriemias
producidas por enterococos aumentd desde un 4% en 1994 a un 20% en 2005“%.

Debido a ésto Holanda ha desarrollado guias con medidas destinadas a la prevencion de
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la transmision de microorganismos con elevada resistencia antibiotica incluyendo el
E.faecium. En estas guias el E.faecium es considerado un microorganismo de alta
resistencia cuando la cepa es resistente a ambos antibioticos, ampicilina y vancomicina,

poniendo en aislamiento al paciente en estos casos“®.
Francia

Antes de 2005, se informaron de casos esporadicos de ERV o brotes con un
namero limitado de casos. La incidencia de bacteriemias por EfmRV se encuentra por
debajo del 5%%?. A pesar del cuadro tranquilizador, en 2005, ocurrié un importante
brote en el cual estuvieron implicados cientos de pacientes, esto impulsé a las
autoridades francesas a notificar todos los casos de infecciones y colonizaciones por
ERV, ademas de la implantacion de estrictas medidas de control de la infeccion. Los
aislamientos debian ser enviados al laboratorio de referencia de enterococos situado en
el Centro de Referencia de Resistencia Antimicrobiana de Francia, por lo que se asume
que este Centro ha analizado los aislamientos de la mayoria de los brotes ocurridos en
Francia desde el afio 2005, concluyendo que la tasa de infeccion es inferior a la de
colonizacion por ERV en este pais. La gran mayoria de los aislados contenian genes
vanA o vanB siendo el EfmvanA el predominante. El analisis PFGE reveld una
diversidad clonal entre los ERV. Cada hospital tiene sus clones especificos aunque en
ocasiones se ha observado la transmision de cepas entre hospitales vecinos los cuales
intercambian pacientes. El tipado por MLST vy el andlisis e BURST mostraron que los
clones méas predominantes en Francia pertenecian al al complejo clonal hospitalario
CC17. Las secuencias ST78 y la ST18 son las mas frecuentemente aisladas y la

presencia de los genes esp y hyl es variable.

Suiza, al no pertenecer a la Unién Europea establecid su propio programa de
vigilancia de las resistencias antibioticas llamado SEARCH (Surveillance of Antibiotic
Resistance in Switzerland). En el afio 2007 estos datos fueron incorporados al EARSS.
Estos resultados muestran la baja resistencia antibiotica encontrada en Suiza: en 2007
las tasas eran del 1,5% y del 1,1% para E. faecium y E. faecalis respectivamente. Sin
embargo, cerca del 80% de los E. faecium aislados eran resistentes a la ampicilina lo

que demuestra una amplia distribucién de clones de adquisicion hospitalaria®?.
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Sur de Europa

Las elevadas tasas de ERV asociados con infecciones nosocomiales en Europa
fueron informadas por varios paises del sur de Europa como Grecia y Portugal con tasas
de hasta un 45%%2). Igual que en otros paises de Europa, los aislamientos de EfmvanA

fueron los responsables de las altas tasas de infeccion por ERV en Grecia, Portugal e
Italia " (48)(49),

Grecia cuenta con una alta participacion de laboratorios que envian sus datos al
EARSS, las tasas de EfmRV pasaron de <1% en el afio 2000 a un 42% en el 2006 para
luego disminuir a un 37% en 2007. Como en otros paises europeos las tasas de

resistencia frente a los glucopéptidos para E. faecalis se mantienen bajas (<10%)©?.

Los primeros estudios de vigilancia de ERV en Portugal datan de 1994, dénde
10 hospitales participantes informaron de tasas del 1% de EfcRV y 9% de EfmRV
causantes de infecciones del tracto urinario e infecciones invasivas. En 1996 los mismos
10 hospitales anteriores informaron de tasas de hasta un 20% para EfmRV y de un 47%
en 200329 En 2007 las tasas diminuyeron a un 29% debido a la implementacién de
medidas de control. Son muchos los hospitales portugueses que informan al EARSS con
una cobertura del 90% de la poblaciéon. Aunque la policlonalidad fue observada por
EfmRV, determinadas cepas de E.faecium y E. faecalis con gen vanA parecian
contribuir a la rapida y extensa diseminacion entre los hospitales portugueses“”®Y. La
alta proporcion de EfmRA (70-74% entre 1994 y 2006)©? junto con los datos obtenidos
por MLST sugirieron una alta diseminacién de clones epidémicos entre los hospitales

Portugueses “7:2,

En Italia un amplio estudio multicéntrico realizado entre 1993 y 1995 informo
de un 9% de EfmRV®®. Desde 2001 La lItalian Antibiotico-resistenza-Instituto
Superiore di Sanitd ha enviado datos de ERV al EARSS a través de hospitales de
atencion secundaria con una cobertura de la poblacion que ha ido disminuyendo hasta
un 11% en el 2007. La frecuencia de EfcRV se ha incrementado, pero manteniéndose
siempre por debajo del 5%°?. EIl primer brote clonal causado por ERV en Italia se
produjo en una UCI en 1996 y desde entonces se han informado otros brotes “2®%. g

mayoria de las cepas de EfmRV asociadas a infecciones en humanos, desde 1993, han
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sido cepas multiresistentes pertenecientes a clones de adquisicion hospitalaria®“9, La
transferencia horizontal de Tn1546 también parece haber contribuido a la reciente

expansion de ERV en Italia®®.

Este de Europa

El primer informe de ERV en Polonia data de la segunda mitad de la década de
los 90, ddnde se aislé el primer EfmvanA en tres pacientes hospitalizados en una planta
de Hematologia®”. El primer EfmvanB, portador de la variante del gen vanB2, fue
encontrado en un paciente sometido a un prolongado tratamiento con vancomicina en
una UCI de un hospital de Varsovia en 1999 La implantacién de adecuadas medidas
de control de la infeccion evitd una mayor diseminacion de ERV entre hospitales. Al
igual que en otros paises, la mayoria de los brotes por ERV en Polonia fueron causados
por E.faecium y E.faecalis. En el afio 2005 tuvo lugar un brote inusual con mezcla de
E.faecium y E.raffinosus, ambos portadores del gen vanA, en las plantas de
Hematologia, Nefrologia y Cirugia de un hospital de Cracovia®’. A pesar de estos
brotes esporadicos, segin datos del EARSS, los ERV no son un problema importante en

Polonia®?,

En la Republica Checa los primeros aislados de ERV fueron identificados en
1997 en un hospital de la regién de Moravia®. Entre 1998 y 2002, los ERV se
mantuvieron constantes en niveles entre 4.9 a un 6.8% de todos los enterococos aislados
en el hospital. EI EfmvanA fue el mas aislado, seguido del EfcvanB 9%, pero estas
tasas de ERV aumentaron en los afios siguientes®?. El screening en la poblacién en
general y en aves de corral mostro la existencia de ERV fuera del entorno nosocomial
pero sin evidencias moleculares de intercambio de cepas o de sus determinantes
genéticos de resistencia entre la flora comensal de animales y hombres y el ambiente

hospitalario®©%.

Segun el EARSS no existen datos de ERV procedentes de Eslovenia. En
Hungria entre el 2001 y 2004 se experimento una disminucion de enterococos aislados
de animales muertos desde que el uso de la avoparcina disminuyé en 1998¢©2_ gon
pocos los datos obtenidos por el EARSS 0 por otras publicaciones de ERV en hospitales

de Hungria. Los escasos datos procedentes de los paises Bélticos (Letonia, Lituania y
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Estonia) impiden hacer una estimacion de las tasas de ERV sugiriendo la ausencia de
casos 0 brotes por ERV. Segln datos del EARSS en Eslovenia aparece el primer caso
de ERV en 200642,

11.3.3. Descripcién de la situacidon epidemioldgica en Esparia

Los datos del EARSS de Espafia estan disponibles desde el afio 2001. Las tasas
de ERV se mantienen entre las mé&s bajas de la Union Europea: <1% para EfcRV y 1-
3% de EfmRV entre 2001 y 2003. Se han informado varios brotes causados por
EfcvanA®P @) E| primer EfmvanB informado en Espafia fue aislado en diciembre
del 2001 en el Hospital Universitario de Canarias, Tenerife, de una Ulcera sacra de un
paciente de 76 afios. EI gen vanB del aislado presentaba una alta homologia con el gen
vanB2 (ligado al trasposén Tn5382) de un E. faecium aislado en Taiwan™®. La
descripcion de dos brotes importantes causados por EfmvanB en diferentes ciudades del
noroeste de Espafia en 2004 y 2006, y la reciente diseminacion interhospitalaria de una
clona en particular merecen mucha atencion®®©©2.(% | 3 mayorfa de los aislados en
estos brotes pertenecen a tipos de clonas epidémicas de E.faecium y E.faecalis
(EfmRV:CC17 y EfcRV: CC2/CC9)®,

Pese a la baja prevalencia de EfmRV en Esparia, se ha detectado un importante
incremento de EfmRA aumentando desde un 49% en 2001 a un 73% en 2006 segun
datos del EARSS®? y de un 52,1% en el 2001 a un 62,9% en el 2006 segin datos del
estudio espafol VIRA (Vigilancia de Resistencias a los Antimicrobianos) publicado en

el afio 20069, lo cual puede facilitar en un futuro el incremento de EfmRV en Espafia
(66),(67),(70)

En Canarias, la prevalencia de ERV es baja, como ya describe un estudio

realizado por Hernandez X. y cols. en 2002¢"Y.
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11.4. Cadena epidemioldgica

11.4.1. Reservorio

11.4.1.1. Reservorio humano

Los pacientes hospitalizados colonizados por ERV son el principal reservorio
para la transmision de estos microorganismos a nivel hospitalario, asi queda demostrado
en el estudio que Bonten MJ y cols. llevan a cabo en una Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) demostrando que la colonizacion por ERV vy la subsiguiente
transmisién cruzada, son importantes factores para su diseminacién hospitalaria®”.
Debido a que estos pacientes colonizados son asintomaticos, estos reservorios pasan
facilmente inadvertidos a menos que se lleven a cabo cultivos de vigilancia™. Los
pacientes con colonizacion rectal por ERV tienen mayor riesgo de desarrollar una
infeccion y son una fuente para la transmision hospitalaria a través de las manos del
personal sanitario, del ambiente hospitalario y por contacto con otros pacientes,

especialmente si éstos presentan diarrea®”.

Montecalvo y cols. hicieron hincapié en que los pacientes quedaban colonizados
con ERV durante semanas 0 meses y a menudo seguian colonizados una vez que eran
readmitidos en el hospital”™. Livornese y cols. encontraron que la mayoria de los
pacientes pemanecian colonizados durante mas de 3 meses’® e incluso, se ha informado
de casos de pacientes con cultivos positivos durante 1 afio®”. De acuerdo al estudio de
Montecalvo y cols. algunos pacientes permanecen persistentemente colonizados con la
misma cepa de ERV, lo cual se demostrd por macrorrestriccion y PFGE (Pulsed Field
Gel Electrophoresis) y otros fueron positivos a mas de una cepa durante el periodo de

estudio,

El riesgo de colonizacion por ERV depende en primer lugar de la exposicion al

microorganismo y en segundo lugar de la susceptibilidad del hospedador®. Los
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pacientes mas susceptibles de colonizarse con ERV son los gravemente enfermos y con
muchas comorbilidades. Estos pacientes tienden a ser hospitalizados durante largos
periodos de tiempo en areas como UCI donde en paises como EE.UU. la endemicidad
de ERV es muy alta™. Son muchos los estudios que se han realizado sobre los factores
de riesgo asociados a la colonizacion rectal por ERV, los mas importantes son la
proximidad a otro paciente colonizado por ERV'® ™ una larga estancia

hospitalaria”®()E)(7 'y administracién previa de antibi6ticos® ©),

La presion de colonizacion es definida como la proporcién de pacientes
colonizados dentro de una poblacion o area definida. Cuando la presion de colonizacion
por ERV en una determinada area dentro de un hospital es alta se puede convertir en el
principal factor para la adquisicién de ERV, siendo menos importantes otros factores de
riesgo, incluso el personal sanitario corre el riesgo de ser colonizados. Si la presion de
colonizacion es baja, los pacientes mas enfermos y los que reciben multiples y
prolongados tratamientos antibioticos son los que presentan mayor riesgo de ser
colonizados por ERV. En EE.UU. los pacientes procedentes de centros de larga estancia

que ingresan en hospitales de referencia son el principal reservorio de ERV®®.

El papel de las clinicas con pacientes cronicos en la epidemiologia de ERV no
estd bien definido. En un estudio realizado en Chicago, con una alta endemicidad por
ERV durante afios, se encontrd que el 47 % de los pacientes admitidos a un hospital de
referencia, desde las clinicas con pacientes crénicos, estaban colonizados con ERV®? .
Este y otros estudios llegaron a la conclusion de que los pacientes de éstas clinicas
podian servir como de reservorio de EVR para hospitales de cuidados agudos y

viceversa®.

Aunque el papel de los antibidticos en la epidemiologia de los ERV ha sido
estudiado con detalle, existen muchas controversias. Los antibiéticos mas implicados en
la adquisicion de la colonizacion o infeccion por ERV son vancomicina, cefalosporinas

y antianaerobios®®.

Debido a la disminucion del uso de la vancomicina oral existen pocos datos

epidemioldgicos que relacionen la misma con la prevalencia de ERV, sin embargo el
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primer caso de bacteriemia por ERV documentado en EE.UU. fue descrito en un
paciente que recibié profilaxis con vancomicina oral®”. Numerosos estudios han
descrito la asociacion entre el uso de vancomicina intravenosa y ERV, mientras otros

n® ) un estudio multicéntrico llevado a cabo en EE.UU.

estudios no la encuentra
donde participaron 126 UCI de adultos de 60 hospitales repartidos por todo el pais
concluyeron que el uso frecuente de la vancomicina y cefalosporinas de tercera
generacion esta asociado a un aumento de la prevalencia de ERV independientemente
de las caracteristicas de la UCI, por lo tanto una disminucién de su uso podria reducir
las tasa de ERV en UCIs®®. Con el objetivo de disminuir la resistencia frente a la
vancomicina los CDC crearon unas guias para el correcto uso de la misma, a pesar de
esta iniciativa varios estudios han mostrado que el uso de la vancomicina sigue siendo
alto y que un alto porcentaje de casos es considerado inapropiado sobretodo en aquellos
hospitales donde los SARM vy los estafilococos coagulasa negativos resistentes a la
meticilina son un problema endémico. Moacyr S.J. y cols. estudiaron los factores de
riesgo asociados al uso inapropiado de vancomicina en su hospital con una alta
incidencia de SARM vy de estafilococos coagulasa negativos resistentes a la meticilina,
concluyendo que el uso de la vancomicina era inadecuado en pacientes de menos de 60

afios, no ingresados en UCIs y en pacientes que no presentaban neutropenia®”.

Las cefalosporinas de amplio espectro han sido identificadas por muchos
estudios como un importante factor de riesgo de colonizacién por ERV@®@7-E0.E8) y

los agentes antianaerobios también(®©):(0)

Donskey y cols. demostraron con un modelo murino que la ceftriaxona y la
ticarcilina-clavulanico promovian la colonizacién gastrointestinal por ERV mientras que
la piperacilina—tazobactam no®". Este mismo autor comprobé como aquellos
antibiodticos con actividad frente a bacterias anaerobias y escasa actividad enterocécica

promovian la colonizacién rectal por ERV en ratones®?.

En cuanto a la piperacilina—tazobactam existen estudios que relacionan un
aumento de su uso con el riesgo de la colonizacion por ERV y otros que no encuentran
asociacion ninguna®. Dentro de los agentes antianaerobios, el metronidazol, muy

recomendado para el tratamiento de la enfermedades asociadas por Clostridium difficile
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tanto en los casos leves como moderados, favorece al igual que la vancomicina la
permanencia de altas concentraciones de ERV en pacientes colonizados las cuales

disminuyen al retirar el tratamiento®?.

En cuanto a las fluorquinolonas y su relacion con la colonizacion por ERV
existen pocos estudios parece ser que su pobre actividad antianaerobia no promueve

altos niveles de colonizacion por ERV®?.

I1.4.1.2. Reservorio ambiental

Las superficies, instrumentos y equipos médicos en la habitacion del paciente
frecuentemente estan contaminados con ERV y pueden también servir de reservorios
para estos microorganismos en el hospital. Ejemplos de esos instrumentos son: ropas del
paciente, bafios, camas, barandillas de las camas, pisos, pomos de las puertas,
contadores de glucosa, tensiometros, termometros, monitores de electrocardiogramas,
bombas de fluidos intravenosos, teléfonos, estetoscopios@? (8.2 En algunos
estudios, se ha demostrado que los aislamientos obtenidos de superficies contaminadas
de las habitaciones y de pacientes afectados pertenecen a la misma cepa de ERV®). Los
EVR pueden continuar vivos en esas superficies durante dias o semanas pues estos
microorganismos son muy resistentes a la desecacidén y temperaturas extremas, por
ejemplo ERV puede sobrevivir de 5 a 7 dias en mostradores y ha sido recuperado a las
24 horas, 0 mas, de las barandillas de las camas, teléfono o estetoscopios®®. EfmRV ha
sido también aislado en un torniquete, 4 dias después de dar de alta a un paciente
colonizado y de un equipo de monitorizacién intravascular después de varios dias de

estar almacenado®,

1. 4.2. Mecanismos de transmision

La transmision puede ser directa, por contacto con pacientes colonizados o
infectados, o indirecta, a través de las manos del personal sanitario o de superficies
contaminadas.

En un estudio de cohorte retrospectivo llevado a cabo en 8 UCI en Boston,

EE.UU., se comprobo que la admision de un paciente en una habitacion anteriormente
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ocupada por un paciente ERV positivo y SARM positivo aumentaba significativamente
el riesgo de adquirir ERV y SARM, sugiriendo el importante papel de la contaminacién
ambiental en la transmision de estos microorganismos a pesar de los métodos de
limpieza estandares nacionales. Sin embargo, esta ruta de transmision no es tan

importante como otras®”.

La transmision de ERV a través de las manos del personal sanitario es
probablemente el mecanismo mas comun de transmision de paciente a paciente y son
eliminados de las manos mediante el correcto lavado de las mismas. Dukro y cols.
demostraron que el personal sanitario puede contaminar sus manos con ERV desde
objetos inanimados o de la piel de los pacientes y transferirlos a otras superficies dentro
de la misma habitacién o incluso a otros pacientes®. Cerca de la tercera parte del
personal sanitario adquiere ERV en sus guantes después de tocar a los pacientes y un
29% también lo llevan en sus manos después de quitarselos, por ello se recomienda el
lavado de manos antes y después de quitarse los guantes. El uso de guantes reduce el
riesgo de adquirir ERV en un 71%®%. Alrededor de un 37% del personal sanitario que
no usa guantes se contamina sus manos con ERV cuando entran en la habitacion de un

paciente colonizado por ERV, frente al 5% del personal que si los llevan puestos @9

Austin y cols estudiaron la dinamica de la transmision de ERV en una UCI
realizando cultivos de vigilancia diarios en los pacientes, tipado molecular de los
aislados y monitorizando el cumplimiento de las practicas de control de infeccion. Ellos
demostraron como cuantitativamente las medidas de control tales como lavado de
manos, reagrupamiento o sectorizacion de los pacientes y personal junto con la
restriccion antibiotica influyen en la transmision cruzada nosocomial. En el estudio, el
lavado de manos y la sectorizacion del personal sanitario fueron las medidas de control

con mayor importancia en la transmisién de ERV%%.

Numerosos estudios mostraron una elevada tasa de incumplimiento de las
medidas de control de infeccion por parte del personal sanitario. En el 2001 en el
estudio Antimicrobial Resistance Prevention and Control (ARPAC) se evaluaron los
programas de control de infeccion de 169 paises europeos, en la tercera parte de los
hospitales incluidos en el estudio no se incluia el uso de soluciones alcohdlicas en la

politica de control de infecciones, sin embargo describian una adherencia al lavado de
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manos por encima de un 80%. Un estudio concluyd que el lavado de manos con

soluciones alcohdlicas es més efectivo que el lavado de manos con jab6nt%2),

11.4.3. Sujeto susceptible

Numerosos factores de riesgo se han asociado con la colonizacion e infeccién
por ERV, unos dependen de la susceptibilidad del hospedador: edad avanzada, gravedad
de la enfermedad de base, pacientes inmunocomprometidos, quemados, hematoldgicos,
transplantados, con insuficiencia renal crénica, en hemodialisis, colonizados por ERV
en tracto gastrointestinal, con previa diarrea por Clostridium difficile. Otros factores de
riesgo dependen de la exposicion nosocomial como estar hospitalizados en UCI o en
plantas de transplantados, la proximidad a otro paciente con ERV, larga estancia
hospitalaria (sobretodo en plantas con alta prevalencia de ERV), alimentacién enteral,
uso previo de antibioticos, pacientes portadores de catéter venoso central, tubos

nasofarfngeos, procedimientos invasivos y factores medioambientales(’®(10%)(104)

A diferencia de lo que ocurre en EE.UU. ddonde el problema de la resistencia a
glucopéptidos en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) es especialmente grave (al
menos la mitad de las infecciones por ERV han afectado a pacientes en UCI), la
mayoria de los brotes en Europa han ocurrido en Unidades de Nefrologia y Hematologia

y s6lo unos pocos brotes han ocurrido en UCI®®),

La colonizacién del tracto gastrointestinal por ERV precede a la infeccién en
muchos de los pacientes. En varios estudios realizados por diferentes autores la
proporcion de pacientes colonizados por ERV que desarrollan bacteriemia varia
dependiendo de la poblacion en estudio, en un estudio con pacientes con cancer
presentaban una proporcion del 29,3% (29 bacteriemias de 99 colonizados), en otro
estudio con pacientes transplantados de médula désea la proporcion era de un 26,7% (4
de 15). Algunos de los factores de riesgo para el desarrollo de bacteriemia por ERV
identificados en estos estudios incluyeron: neutropenia, diabetes, fallo renal y uso
previo de vancomicina%®. En el estudio de casos y controles llevado a cabo por
Salgado CD, de 768 pacientes colonizados por ERV, 31 (4%) desarrollé bacteriemia por

ERV dentro de los 18 dias posteriores a su descubrimiento como portador rectal de
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ERV. Los pacientes colonizados por ERV que desarrollaron bacteriemia tenian una
media de edad de 52 afios, muchos provenian de centros de crénicos, habian estado méas
expuestos a procedimientos invasivos durante su hospitalizacion, presentaban otras
infecciones, habian sido, en su mayoria, tratados con vancomicina previamente y
también presentaban més probabilidad de morir que los pacientes colonizados con ERV

que no desarrollaron bacteriemiat®”.

Las tasas de mortalidad en pacientes con bacteriemia por ERV pueden alcanzar
de un 60 a un 70 %. Aproximadamente la mitad de esas muertes pueden ser atribuibles
directamente a la infeccion. Aunque muchas bacteriemias nosocomiales de enterococos
son polimicrobianas, del 80 al 90 % de las bacteriemias por ERV han sido
monomicrobianas. Ademas de causar infecciones en sangre, las cuales son a menudo
relacionadas con catéter, ERV se aislan en orina, abscesos intraabdominales y heridas
quirdrgicas infectadas, son aislados ocasionalmente en liquido pleural y muy raramente
en liquido cefaloraquideo. No es facil valorar el significado clinico de ERV en cultivos
de rutina o de diferenciar colonizacion de infeccidn, especialmente cuando se aislan en
orina o cuando forma parte de infecciones polimicrobianas. En algunos de estos casos,
el tratamiento no estd indicado. La exactitud con la que el ERV causa morbilidad y
mortalidad es a menudo dificil de determinar, pues la mayoria de los pacientes afectados
tienen graves enfermedades de base que causan morbilidad e incluso la muerte y
ademéas suelen recuperarse de cultivos mixtos con la presencia de otros

microorganismos potencialmente patégenos®.

Carmeli Y. y cols. llevaron a cabo un estudio restropectivo de casos y controles
comparando pacientes con bacteriemias producidas por ERV con pacientes con
bacteriemias por enterococos sensibles a la vancomicina (ESV), encontraron que los
pacientes con ERV presentaban unas tasas de mortalidad muchos mas altas 17% frente a
un 6% (Riesgo relativo [RR] de 2,13; 95% intervalo de confianza [CI]:1.05-4.37),
mayor duracion de la estancia hospitalaria, intervenciones quirdrgicas, mayores ingresos
en UCI y provenian con més frecuencia de centros de cronicos que los pacientes con

bacteriemias por ESV(%),
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11.5. Vigilancia y control de enterococos resistentes a los glucopéptidos.

Es importante controlar la emergencia y diseminacion de ERV en los hospitales
debido a las limitadas alternativas terapéuticas, comprometiendo la salud del paciente y
también debido a la capacidad que tienen de transferir la resistencia frente a los
glicopéptidos a otras bacterias patdgenas como son los Staphylococcus aureus
incluyendo los resistentes a la meticilina. La epidemiologia es compleja pues los
hospitales pueden verse afectados por casos esporadicos, epidémicos o endémicos de
colonizacion e infeccidn. Cada una de estas situaciones habra que manejarla de distinta

manera dependiendo del riesgo que conlleva al paciente®®.

No existe una guia de recomendaciones estandarizadas para el control de la
infeccion por ERV que pueda aplicarse a cualquier institucion. Cuando se elige una
estrategia a seguir debe tenerse en cuenta los siguientes factores: la prevalencia de ERV
en esa institucion, los factores de riesgo de su poblacion, los reservorios, el modo de
transmision y los recursos con los que se cuentan para llevarla a cabo. De esto se deduce
que cada institucion deberia establecer un programa para el control de la infeccion por
ERV, eligiendo los métodos que mejor se adapten a sus caracteristicas. Para ello deben
involucrarse y trabajar de forma conjunta todo el personal sanitario, incluyendo personal
para el control de las infecciones, enfermeria, médicos, microbiélogos, farmacologos,

personal de limpieza y administradores.

En el afio 2003 la Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA)
public6 una guia para la prevencion de la transmisiébn nosocomial de cepas
multiresistentes de Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. en instituciones
sanitarias™®?

Committee (HICPAC) of the Centers for Disease Control and prevention (CDC) publico

. Un afio mas tarde la Healthcare Infection Control Practices Advisory

en forma de proyecto una propuesta de revision de su guia sobre precauciones de
aislamiento en hospitales publicada en el afio 1996 y ademas incluia recomendaciones
generales para el control de organismos multiresistentes en las instituciones sanitarias
cuya version final fue publicada en el afio 20069, Ambas guias ofrecen una revision
de recomendaciones para el control de microorganismos multiresistentes basada en la

evidencia usando para ello el mismo sistema de clasificacion, también recomiendan
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similares medidas de control y destacan la importancia de monitorizar la adherencia por

parte del personal sanitario al cuidado del paciente™".

La mayoria de las guias recogen una serie de recomendaciones para la

prevencion y control de los ERV en los hospitales que incluyen:

11.5.1. Medidas administrativas.

Crear sistemas que alerten del ingreso de un paciente colonizado o infectado por
ERV ya conocido antes de su readmision o antes de ser trasladados a otro centro

sanitario™*?.

11.5.2. Educacién del personal sanitario.

Promover programas periodicos y educativos dirigidos al personal sanitario
sobre las medidas para la prevencion de la transmision de ERV®?).

11.5.3. Vigilancia.

Los laboratorios de Microbiologia deberan usar métodos estandarizados y
actualizar las guias publicadas para la determinacién de la susceptibilidad de los ERV.
Deberan desarrollar e implementar protocolos de laboratorio para guardar las cepas de
ERV para realizar, cuando sea necesario, un tipado molecular y asi confirmar la

transmision o definir la epidemiologia en la institucion.

Cada Institucion debera monitorizar la tendencia de la incidencia de los ERV
para determinar si las tasas han disminuido y si es necesario afiadir alguna medida de
control adicional™® ™% También han de revisar los cultivos positivos para detectar
cualquier ERV vy realizar estudios de prevalencia de colonizacién en unidades con
pacientes de riesgo™*("™®. Implementar sitemas de vigilancia activa mediante cultivos
para identificar el reservorio de ERV vy utilizar medidas de precaucion de contacto para

evitar su diseminacion.
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Son muchos los estudios que han demostrado que la vigilancia activa con
cultivos para identificar pacientes colonizados y el uso de las medidas de precaucion de
contacto para evitar la contaminacion de las manos del personal sanitario al cuidado del
paciente, han originado una notable reduccién de las tasas de colonizacién e infeccion
de pacientes con ERVUOMDMAUW) E| factor de riesgo méas importante para la
adquisicion de ERV durante un brote fue la proximidad a un paciente con cultivo
positivo por ERV durante los 7 dias previos, por el contrario, no fue un factor de riesgo

usando medidas de aislamiento de contacto®®.

Esta indicado realizar cultivos de vigilancia en el momento de la admisién
hospitalaria a todo paciente con factores de riesgo de ser colonizado por ERV@?:
(112,13 " La frecuencia de los cultivos dependera de la prevalencia de ERV de cada

hospital 114117 118)

En las instituciones con una alta prevalencia de ERV esta indicado realizar
cultivo a todos los pacientes ingresados para identificar a los que son portadores de

ERV y asf instaurar medidas de aislamiento®4:19,

La muestra idonea para el estudio de vigilancia de ERV son heces o exudado
rectal o perianal. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), los cultivos con caldo
de enriquecimiento y cultivos cuantificados de heces tienen mayor sensibilidad que la
siembra directa de los exudados rectales y perianales. La siembra directa de exudados
perianales se utiliza para el control de la infeccion y es recomendado por su efectividad

y rentabilidad®(9120)

Los pacientes ERV pueden agruparse en cohortes con otros pacientes portadores
de ERV),

Es evidente que en nuestro caso como en el resto de hospitales de Espafia, no
procede poner en marcha un Sistema permanente de Vigilancia Activa de ERV, dada la

situacion epidemiolégica actual.
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11.5.4. Higiene de manos

La higiene de manos es considerada como la medida mas importante para el
control de la transmisién de ERV y otros microorganismos multiresistentes como
SARM. EI CDC ha recomendado el correcto lavado de las manos después del contacto
con cualquier paciente, con especial énfasis, en las precauciones universales desde 1987
y luego en las precauciones de contacto desde 1996. Pero a pesar de los esfuerzos,
existen estudios que demuestran que la adherencia del personal sanitario es baja con
tasas desde un 40% o tan bajas como el 10%. Las razones de la falta de adherencia al
lavado de manos son complejas y complica el esfuerzo para reducir la transmision de
ERV. El insuficiente nimero de lavabos ha sido informado como un factor de riesgo,
sin embargo, en un estudio reciente, se inform6 de una disminucion de la adherencia
incluso después de la construccién de un nuevo hospital dotado de mas lavabos®??. La
irritacion de la piel por el frecuente lavado de las manos con agua y jabon suele ser un
importante obstaculo para la adherencia. Debido a la baja adherencia, casi universal,
esta claro que hay hacer especial hincapié para la mejora de la higiene de manos entre el

personal sanitario al cuidado del paciente®??.

El personal sanitario debera fomentar la descontaminacion de sus manos con
alguna preparacion antiséptica antes y después del contacto con cualquier

paciente12¥:(124.(125

. Lavarse las manos con jabon y agua se requiere cuando estan
visiblemente sucias o0 contaminadas con sangre, fluidos u otras sustancias
corporales™?®. Cuando las manos no estan visiblemente contaminadas se recomienda
usar soluciones alcohdlicas que contengan emoliente®??(2:129  Es myy (til

monitorizar la adherencia del lavado de manos del personal sanitario®3?.

11.5.5. Aislamiento de contacto para pacientes colonizados por ERV

Entre las medidas de aislamiento de contacto cabe destacar:
n (131), (99)(132)

- Ponerse guantes siempre al entrar en la habitaci

- Usar equipo de proteccion personal ¢#(74-(112). (114)
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- Usar ropa adecuada y guantes o0 s6lo guantes en unidades de riesgo donde

existan pacientes con cultivos de vigilancia pendientes®.

- Aislamiento de pacientes en una habitacion individual. Si no es posible,
realizar cohortes en la misma habitacion con pacientes colonizados por ERV o

e 19 cuando estos cohortes con

con pacientes con riesgo de colonizars
pacientes colonizados por ERV no se puedan llevar a cabo, colocar pacientes
con bajo riesgo de colonizarse por ERV y cuya estancia hospitalaria sea

corta®?,

- Utilizar el mismo material no critico para uso exclusivo del paciente infectado

o colonizado por ERV®*",

- Algunos hospitales sectorizan el personal al cuidado de los pacientes

colonizados o infectados por ERV®?.

11.5.6. Control del uso de antibioticos

Los servicios clinicos deberian tener sus propias politicas de antibiéticos para
evitar el uso inadecuado de los mismos®, como por ejemplo, restringir el uso de la
vancomicina y asi disminuir la presion selectiva que favorece la resistencia a la
vancomicina®® ) También deberan prevenir la colonizacién intestinal por ERV,
disminuyendo el uso de antibiéticos con poca o ninguna actividad frente a los
enterococos en pacientes cuyo estado de portador de ERV no sea conocido (Siempre que
sea adecuado para el cuidado del paciente que esta siendo tratado), como por ejemplo,
las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion 3% 39:(%) o disminuir el uso de
agentes antianaerobios en pacientes portadores intestinales de ERV (siempre que sea

adecuado para el cuidado del paciente que esta siendo tratado)®#: 39137,
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11.5.7. Descolonizacién de los pacientes portadores de ERV

No se recomienda la descolonizacién de pacientes portadores de ERV. No se ha

establecido ni el régimen ni la eficacia de los protocolos para ERV®4: (138).(139),

11.5.8. Desinfecciéon ambiental

No existe evidencia suficiente sobre cual es el mejor régimen de limpieza para la
eliminacion de los ERV®“?)- Cada hospital debe desarrollar politicas de limpieza y
desinfeccion ambiental frente a microorganismos multiresistentes tales como los ERV.
La clasificacién de Spaulding divide a los instrumentos en las categorias de critico,
semicritico y no critico con diferentes niveles de desinfeccion y esterilizacion para cada

uno de ellos®4Y: (142),

Es importante la limpieza, desinfeccion de las superficies y equipos médicos que
pueda estar contaminado incluyendo barandillas de la cama del paciente portador de

ERV, pomos de las puertas, mesillas, etc 2.

Los ERV son susceptibles a muchos desinfectantes de bajo nivel e intermedio,

compuestos de amonio cuaternario, fenoles e iodéforos (con diluciones adecuadas)®*4"
(145)

Aungue muchos desinfectantes son activos tanto para SARM, ERV como para
MSSA y ESV, se ha comprobado que para la eliminacién de los ERV es mas efectivo
realizar una limpieza a fondo de las superficies que pasar un pafio mojado con
desinfectante™*®. Byers y cols. encontraron que el 16% de las superficies de las
habitaciones del hospital permanecian contaminadas por ERV después de una limpieza
rutinaria que consistia en pasar rapidamente un pafio mojado con un desinfectante de
amonio cuaternario. En contraste, los autores encontraron mayor eficacia utilizando un
nuevo método de limpieza que consistia en pasar un trapo mojado con el mismo

desinfectante pero dejando las superficies empapadas durante 10 minutos 4%,
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Aunque la realizacion de cultivos ambientales de forma rutinaria no esta
recomendado, en casos donde la transmision de ERV es continua si que ayudan a

evaluar la efectividad y limpieza de los procedimientos de desinfeccion®?.

Hay que tener en cuenta la desinfeccion del material médico como estetoscopios,
esfingomandmetros, termometros, etc, ya que son reservorios de ERV. La desinfeccion
con alcohol isopropilo al 70% ha demostrado ser eficaz™V. La limpieza de estos
materiales debe llevarse a cabo de forma rutinaria entre pacientes para prevenir la
transmision de ERV®®).

11.6. Aplicaciéon de marcadores moleculares en la epidemiologia de los
ERV

Los procedimientos de tipificacion molecular constituyen una de las
aportaciones microbioldgicas que mas difusion han tenido en los dltimos afios. Estos
sistemas comprenden una gran variedad de técnicas que tienen como objeto comparar la
composicion de los acidos nucleicos de dos 0 més microorganismos. De este modo se
puede reconocer la relacion entre aislamientos vinculados epidemiolégicamente y, por
tanto, derivados de un mismo microorganismo precursor comun. La mayor ventaja de
estos métodos es la estabilidad de los marcadores genéticos utilizados y la posibilidad
de poder utilizarlos universalmente a distintos géneros y especies de microorganismos.
Los marcadores moleculares se han aplicado en diferentes campos y su disponibilidad
ha mejorado nuestro conocimiento sobre:

- patogénesis e historia natural de ciertas infecciones

- deteccion de brotes y epidemias, identificacion de reservorios y de

mecanismos de transmision de patdgenos

- disefio de medidas de control de propagacion de la infeccién y evolucion

genética de poblaciones microbianas.

En todas las aplicaciones el objetivo de los marcadores moleculares es el de
definir la relacion existente, clonal o no, entre los aislamientos estudiados. El término
clon o grupo clonal en epidemiologia hace referencia al grupo de aislamientos

relacionados por el hecho de descender de un ancestro comun, esto es, por formar parte
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de una cadena de replicacion y transmisién. Las cepas relacionadas provienen, pues, de
la expansion clonal de un precursor unico y poseen un nivel de similitud entre sus
genotipos y fenotipos significativamente superior al que se encontraria entre

aislamientos no relacionados de la misma especie seleccionados arbitrariamente.

La aplicacion de técnicas y marcadores de epidemiologia molecular es
indispensable en el estudio de la infeccion nosocomial, sobre todo en hospitales en los
que se dispone de unidades de vigilancia intensiva, neonatologia, quemados,
hematologia u oncologia, en ddonde ingresan pacientes susceptibles de adquirir
infecciones graves intrahospitalarias. Asimismo existen numerosas referencias
relacionadas con la aplicacion de marcadores moleculares al estudio de las infecciones
extrahospitalarias, son algunos ejemplos los estudios de patrones de transmision de
tuberculosis, la identificacion de reservorios de legionelosis y los estudios

epidemiologicos de infeccion por neumococo 0 meningococo.

Existen varios métodos moleculares aplicados al estudio epidemiologico, la
eleccion del mismo dependerd de la capacidad de la técnica y tecnoldgica del
laboratorio, de la situacion epidemioldgica especifica a estudiar y de la rapidez

necesaria en la respuesta del laboratorio.

La definicion de clon es probabilistica y el nivel de similitud necesario para su
definicién debe tener en cuenta el taxon estudiado, el marcador utilizado y el tiempo
que dure la investigacion epidemioldgica. Por ello, antes de escoger un marcador
molecular debe formularse de forma clara y precisa aquella pregunta en términos
epidemioldgicos cuya respuesta es preciso conocer, definir el nivel de relacion genética
que es necesario determinar, escoger los marcadores que son capaces de discriminar a

este nivel de relacion y verificar la eficacia de los métodos seleccionados.

Cuando se analizan brotes epidémicos por taxones muy homogéneos es
necesario utilizar marcadores muy discriminativos para reconocer a los aislamientos no
relacionados como distintos de la cepa epidémica. Por el contrario, en la vigilancia de
las enfermedades infecciosas, puede interesar monitorizar la diseminacion de un clon a
nivel mundial de forma prospectiva. En este caso, es posible que este clon sufra

cambios microevolutivos que generen patrones relacionados pero no identicos. Si
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utilizamos patrones muy discriminativos podemos identificar aislamientos relacionados
como diferentes. Es por ello que se ha recomendado establecer categorias de relacion
entre las cepas. En el caso de la electroforesis de campo pulsante (pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE), se habla de cepas “idénticas”, “probablemente relacionadas”,
“posiblemente relacionada” o “distintas” en funcién del nimero de cambios genéticos
que traduce la diferencia genética entre los patrones obtenidos. La capacidad de
discriminacion de un marcador depende de la variabilidad genética existente en la

region del cromosoma que se explora®®).

Desde el punto de vista de la aportacion de la microbiologia a los estudios
epidemioldgicos, es basico diferenciar entre lo que se define como epidemiologia local
0 a corto plazo de lo que es la global o a largo plazo. En la epidemiologia a corto plazo
se intenta responder a cuestiones como las siguientes: 1) en los casos en los que se
observa una infeccion recurrente en un paciente, ¢se trata de un recidiva por fracaso
terapéutico o estamos ante una reinfeccion por una cepa diferente?; 2) en el caso de
agrupamientos de casos en la comunidad o en el hospital, ¢;nos encontramos ante un
brote o, alternativamente, ante una serie de infecciones independientes por diferentes
cepas? Sin embargo en la epidemiologia a largo plazo, el fin Gltimo es establecer las
relaciones de las diferentes lineas clonales (que producen brotes en diferentes
paises/continentes y/o décadas, que adquieren determinantes de resistencia a
antimicrobianos o que manifiestan un aumento del nivel de virulencia) y ser capaces de

trazar su dispersion global %),

Para dar respuesta a las necesidades de la epidemiologia a corto plazo, se han
desarrollado los sistemas de tipificacion microbioldgicos que podriamos definir como
clasicos, incluyendo ambos, los fenotipicos y los moleculares o genéticos. En los
ultimos afios se han desarrollado algunos sistemas que podriamos definir como
“universales” por la posibilidad de ser aplicados en la practica totalidad de las especies
bacterianas. Entre éstos, destacan el anélisis del ADN mediante PFGE que es un método
altamente discriminativo y detecta pequefias variaciones que se acumulan rapidamente

en el genoma bacteriano™?.

Para la epidemiologia a largo plazo o global es imprescindible el intercambio

rapido y preciso de informacion entre diferentes laboratorios. A menudo los laboratorios
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no utilizan los mismos métodos, y ain en el caso de que lo hagan, los resultados son
casi siempre dificiles de comparar. Los métodos de la epidemiologia a corto plazo,
como el PFGE, estan basados en la generacion de patrones de bandas en geles de
agarosa y su comparacion en formato de imagen. Esto hace muy complejo el compartir
informacion. Asi surgié la necesidad de desarrollar un marcador valido para

epidemiologia global como el MLST®).

No existe un método de tipado ideal para ERV. Al principio, los laboratorios
pudieron reconocer brotes locales de ERV por la presencia de caracteristicas, biotipos o
antibiogramas inusuales. Sin embargo estos marcadores no eran suficientemente
discriminativos para su compleja epidemiologia por lo que se requerian técnicas de
tipado. Se han aplicado muchos métodos de tipado a los enterococos. Los métodos
fenotipicos tales como el serotipado y fagotipado disefiados para E. faecalis fueron
reemplazados por una amplia variedad de métodos basados en el DNA aplicables a
todas las especies de enterococos. Entre los métodos mas recientes se incluyen el AFLP
(amplificacion mediante PCR de fragmentos de restriccion) y, para E.faecium, el MLST
(multi-locus sequence typing). EI PFGE se ha convertido en el método de eleccion para
el andlisis epidemioldgico de muchos tipo de infeccion nosocomial incluyendo al
ERV®0),

11.6.1. Analisis del ADN cromosémico mediante macrorrestriccion: Electroforesis
de Campo Pulsante (PFGE).

Con el fin de evitar la contaminacion de su genoma por ADN exdgeno, las
bacterias han desarrollado un sistema de proteccion basado en los enzimas de
restriccion, que reconocen una secuencia especifica de nucleétidos de unos 4 a 8 pares
de bases (pb) dando lugar a un corte en la molécula de ADN a este nivel. A la secuencia
especifica reconocida por cada enzima se le conoce como lugar de restriccion. Este
sistema de proteccion se complementa con una metilacion del ADN propio de la
bacteria en el lugar de restriccion para evitar que sea digerido por su propio enzima de
restriccion. Podemos dividir a los enzimas de restriccion para una especie concreta, en
aquellos que daran lugar a un gran namero de fragmentos (cientos) de pequefio tamafio
y aquellos cuyo lugar de restriccion estard poco representado en el genoma y daran

pocos fragmentos (10 a 30) de gran tamafio. Los fragmentos de pequefio tamafio
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obtenidos con los enzimas de alta frecuencia de corte pueden separarse por
electroforesis convencional mientras que los fragmentos de gran tamafio (> 40Kb) co-
emigran en una Unica banda en la electroforesis convencional y se deben separar con
técnicas electroforéticas especiales como la electroforesis con alternancia de campos
eléctricos o electroforesis de campo pulsante. También para una especie bacteriana
concreta podemos encontrar enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte, es decir,
enzimas cuyo lugar de restriccion, por su longitud y secuencia, se encuentran raramente
a lo largo del ADN cromosomico de la especie bacteriana en cuestion. El uso de este
tipo de enzimas permite la macrorrestriccion del ADN de la bacteria y la division del
ADN en pocos fragmentos (entre 10 y 30). Muchos de estos fragmentos son de gran
tamafio, mas de 40Kb, y no pueden separarse por técnicas electroforéticas
convencionales, en las que se aplica un campo eléctrico constante ¢ estatico, sino que
requieren técnicas en las que la orientaciéon del campo eléctrico es variable
periddicamente, son las denominadas técnicas de electroforesis en campo pulsante o
PFGE.

La combinacion de estas dos técnicas, macrorrestriccion del ADN y separacion
de los fragmentos por PFGE, se ha aplicado con mucha frecuencia en estudios
epidemioldgicos en bacteriologia. Se obtienen asi patrones de restriccion sencillos que
representan el ADN cromosdmico bacteriano distribuido en unas pocas bandas con
movilidades electroforéticas distintas. Sin embargo, las caracteristicas de estas técnicas
determinan una serie de cambios a tener en cuenta en las distintas fases en las que se
divide el proceso de macrorrestriccion y PFGE: 1) el procedimiento de extraccion de
ADN, obliga a inmovilizar las células bacterianas en bloques de agarosa, en los que se
Ilevara a cabo la lisis, de manera que el ADN cromosémico también quede embebido en
agarosa, el objetivo es que el ADN permanezca integro y no se fracture accidentalmente
(al pipetear, agitar, etc, lo cual desvirtuaria los patrones de restriccion y afectaria a la
reproducibilidad de la técnica), 2) la restriccién del ADN debe hacerse tal y como éste
esté preparado, es decir, inmovilizado en los blogues de agarosa, utilizando enzimas de
restriccion de baja frecuencia de corte, y 3) la técnica de electroforesis utilizada para la
separacion de fragmentos debe ser una PFGE, con las caracteristicas diferenciales

propias de ésta.
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Las condiciones para obtener la mejor resolucion por PFGE estan, por supuesto,
en funcion del rango del tamafio de las moléculas a separar y del enzima de restriccion
seleccionado, pero también intervienen variables técnicas como la duracion y
alternancia de los pulsos eléctricos, el voltaje, la temperatura de la cubeta, el tiempo de
elctroforesis, el tampon utilizado o el angulo de reorientacion. Los sistemas PFGE
consiguen separar fragmentos grandes de ADN y de inducir la reorientacion de las
moléculas mediantes campos periodicos en el campo eléctrico. La duracién del campo
eléctrico que se alterna determina el tamafio del ADN que puede separarse. Los pulsos
pueden durar fracciones de segundos para separar moléculas de pocas Kb, o pueden
durar algo més de una hora para separar moléculas de 5Mb. Puesto que nos estamos
refiriendo a la aplicacion de PFGE en la tipificacion bacteriana, el rango de peso
molecular que interesa separar suele oscilar entre las 20 Kb y las 600-800 Kb, lo cual se

consigue con tiempos que oscilan entre los 0,5 segundos y los 50-60 segundos.

El objetivo final de las técnicas de tipado molecular aplicado al analisis de brotes
endémicos, es poner de manifiesto que los aislamientos relacionados
epidemiol6gicamente lo estan también genéticamente. Es imprescindible conocer los
fundamentos de las técnicas de PFGE y como ciertos cambios genéticos pueden alterar
los patrones de bandas obtenidos por PFGE, para interpretar correctamente los
resultados. En una situacion ideal, los patrones de PFGE de los aislamientos que
representan una cepa epidémica deberian ser idénticos y facilmente diferenciables de los
aislamientos epidemioldgicamente no relacionados. Es importante tener en cuenta la
naturaleza de la coleccién de aislamientos que nos proponemos estudiar. Son mas
faciles de interpretar los patrones obtenidos de cepas aisladas en un periodo de tiempo
corto y que han dado lugar a un brote epidémico. En ocasiones, aislamientos no
relacionados epidemiol6gicamente pueden presentar un genotipo idéntico o muy
parecido, particularmente si pertenecen a una misma especie 0 subtipo con una
diversidad genética limitada. Este es el caso de ciertos microorganismos
multiresistentes, por ejemplo SARM. En estos casos puede ser dificil discernir si las
cepas que estamos estudiando pertenecen a un brote o el genotipo mas prevalente son

los responsables.

A la hora de interpretar los patrones de PFGE, debe examinarse la coleccion

completa de cepas a estudiar en busca de un patron epidémico, que seria el mas comun
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entre los aislamientos. A continuacién todos los otros patrones deben compararse con
éste y a la vez entre si. Es preciso contabilizar el nimero de fragmentos distintos de
cada cepa con todas las demas, fragmento a fragmento. A pesar de todo, la comparacion
e interpretacion de los patrones de restriccion tiene un importante componente de
subjetividad por parte del observador. Tenover y cols. en base a su experiencia
elaboraron unos los criterios de interpretacion de bandas®*®, en funcién del niimero de

diferencias entre dos patrones clasifica a los aislamientos en:
o ldénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo ndmero de bandas
y éstas tienen aparentemente el mismo tamafio. En este caso ambos aislamientos

representan la misma cepa.

o Genéticamente relacionados. Cuando el nimero de diferencias entre los dos

aislamientos sea inferior o igual a 3. En este caso las dos cepas se pueden considerar
genéticamente relacionadas y sus diferencias pueden ser la consecuencia de los cambios

genéticos que se acumulan en las sucesivas generaciones bacterianas.

o Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones pueden
ser atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el nimero de cambios puede
Ilegar a ser hasta de 6 bandas (inserciones o delecciones de ADN; o ganancia o pérdida
de lugares de restriccion). Aunque estos aislamientos pueden también corresponder a
una linea evolutiva comun, su relacion genética no es tan cercana y por tanto, es menos
probable su relacién epidemiol6gica. Este nimero de variaciones puede verse entre
aislamientos separados por largos periodos de tiempo (> 6 meses), entre aislamientos
que proceden de brotes que han afectado a un gran numero de personas o entre
aislamientos que proceden de situaciones endémicas prolongadas. En estos casos, antes
de llegar a una conclusion seria interesante analizar las caracteristicas fenotipicas de los
aislamientos, su sensibilidad antibiotica y aplicar otros marcadores genotipicos si fuera

necesario.

o No relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones son atribuibles a

tres 0 mas cambios genéticos independientes, lo cual se traduce en un nimero de
diferencias entre los patrones superior a 6. En este caso interpretaremos que las dos

cepas pertenecen a clones distintos, sin relacion epidemiologica.
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El patron de restriccion considerado como el patrén epidémico se designa
normalmente con la letra A. Los patrones que estan probablemente o posiblemente
relacionados epidemiologicamente con el patron epidémico se consideran subtipos de A
y se designan como Al, A2, etc. Los patrones que difieren sustancialmente con el

patron epidémico se designan con otra letra distinta: B, C, etc.

Se pueden también analizar los patrones de PFGE mediante sistemas
informaticos que objetivan el numero de diferencias entre dos aislamientos y les asignan
una “distancia genética”. Son sistemas muy utiles para analizar colecciones que

incluyen muchos microorganismos.

Las técnicas de macrorrestriccion y PFGE se han utilizado para la tipificacion
molecular de un gran nimero de especies bacterianas. Son técnicas que exploran la
organizacion del ADN bacteriano bajo la accion de la digestion por un enzima, por tanto
dan informacién general sobre el genotipo bacteriano y sus cambios mas recientes. En
general sus resultados han demostrado ser suficientemente discriminativos, con
excelente reproducibilidad y féaciles de interpretar cuando se estudian colecciones de
microorganismos aislados en un periodo de tiempo corto. Al aplicar estas técnicas al
estudio de brotes de infeccion nosocomial endémicos, hay que tener en cuenta que la
rentabilidad de la técnica variard en funcién del momento del brote, por ejemplo, al
principio del brote es probable que la diversidad genética sea baja, mientras que mas
tarde, al irse acumulando cambios genéticos en las cepas epidémicas/endémicas, se

incrementara la diversidad de los patrones de PFGE.

Entre los inconvenientes de la técnica se encuentra el hecho de que carecen del
suficiente poder de discriminacion Por esta razon, al emplear la técnica sobre alguna
especie de la que no hay experiencia previa, es necesario elegir cuidadosamente las
cepas que utilizaremos como controles (aislamientos no  relacionados
epidemioldgicamente con las cepas a estudiar). También existen algunas especies
bacterianas en las que la degradacion del ADN cromosdémico hace que muchas de sus
cepas sean “no tipables” por PFGE. Se han publicado algunas modificaciones para
disminuir la degradacion del ADN y mejorar la resolucién de la electroforesis.

Asimismo se han publicado procedimientos técnicos que permiten obtener resultados en
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24-48 h, mejorando otro de los inconvenientes de la técnica. Un inconveniente
importante es el derivado de la interpretacion de los patrones de bandas obtenidos, que
es subjetiva en la mayoria de los casos, y de la ausencia de un sistema normalizado que

permita cuantificar uniformemente la distancia genética.

Finalmente, debe recordarse que las técnicas de macrorrestriccion y PFGE no
detectan cambios puntuales en genes ni permiten la observacion detallada de ciertos
elementos genéticos (plasmidos, transposones, secuencias de insercion, etc.). Por tanto,
para abordar algunos problemas epidemiolégicos en los que intervengan estas
secuencias, se requiere la combinacién con otras técnicas. Es una técnica cuya
tipabilidad, reproducibilidad y poder de discriminacion son excelentes, la técnica no es

facil de realizar y es de un coste elevado®*®).

11.6.2. Analisis del ADN por secuenciacion: Multilocus Sequence Typing (MLST)

El MLST es una técnica desarrollada y disefiada para identificar clones y/o
lineas clonales fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Es un marcador
molecular de aplicacion en epidemiologia global o a largo plazo (identificacion de
grupos poblacionales con independencia de pequefias variaciones que puedan surgir
geografica y/o temporalmente), aunque ha sido ocasionalmente utilizado para dar
respuesta a interrogantes planteados en epidemiologia local o a corto plazo
(caracterizacion de brotes, diferenciacion de recidivas, reinfecciones y/o fallos

terapéuticos, etc).

En el MLST, las variaciones en los diferentes locus se detectan de forma directa
por secuenciaciéon del ADN en fragmentos seleccionados, permitiendo la identificacion
de grupos de microorganismos con idénticos (clones) o altamente relacionados (lineas
clonales) genotipos. El principio del desarrollo de MLST se encuentra en algunos
trabajos de genética de poblaciones que intentaron correlacionar la informacién
generada a partir del andlisis de isoenzimas con la obtenida mediante secuenciacion de
los genes analizados®™V®%_ En este proceso se observd que algunas regiones
especificas de los genes analizados eran responsables de la mayor parte de la

variabilidad observada, mientras que el resto del locus presentaba un alto grado de
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conservacion. Asi pues se decidié analizar en cada gen sélo un fragmento interno de
entre 450-500 pb cuyo nivel de variabilidad combinado entre los genes analizados,
proporcionaba un alto grado de discriminacion. EI nimero de genes en los que se basa

el esquema de MLST para las diferentes especies bacterianas es de siete.

El proceso de seleccion de genes, asi como de los fragmentos internos de estos,
no es universal, es decir, este proceso debe ser realizado para cada especie bacteriana de
forma individual. Asi que el método es de aplicacion universal, pero su desarrollo, no.
El proceso de desarrollo es lento y laborioso. Desde 1988 en que se describio, el método
ya ha sido desarrollado para 11 especies diferentes de bacterias lo cual se puede
consultar en la siguiente pagina web (http://www.mlst.net/databases/default.asp), entre
las que habria que destacar por su relevancia Neisseria meningitidis, Streptococcus

pneumoniae, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y Enterococcus faecium.

El primer paso en el proceso de analisis por MLST consiste en la amplificacién
y posterior secuenciacion de los fragmentos variables de los siete genes previamente
seleccionados. La secuencia de cada uno de los loci se alinea con las existentes en una
base de datos centralizada. Si la secuencia coincide, el programa asigna uno de los
alelos ya identificados; en caso contrario, asigna un nuevo numero a ese nuevo alelo. La
asignacion de los alelos se realiza de forma inequivoca al secuenciar ambas hebras de
ADN, por lo que las variaciones en la secuencia de ADN son de esta forma
“autentificadas”. Una vez asignado un nimero de alelo se genera un perfil alélico que
sera la combinacion de los siete alelos ya asignados. Las combinaciones alélicas
encontradas definen lo que se conoce como el tipo de secuencia 0 sequence type

(ST).Tras la definicion de los perfiles alélicos, la comparacidn entre cepas es sencilla.

La existencia de bases de datos para cada microorganismo en el que se ha
desarrollado MLST, accesibles mediante pagina web (http://mlst.net) funciona como
nexo comun para todos los posibles participantes, pudiendo realizarse todo el proceso
de consultas y analisis asi como enviar las propias cepas para inclusion en las bases de

datos, con conexion posible desde cualquier lugar del mundo.

Un inconveniente de la técnica es su bajo poder de discriminacion comparandolo

con la aplicacion de otros marcadores como el analisis del ADN mediante PFGE, o
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técnicas de tipificacion por PCR, etc. Otro inconveniente es que la técnica es costosa,
laboriosa y precisa de tecnologia de secuenciacién automatica. Su aplicacion queda de

momento restringida a laboratorios de referencia®®.

Utilizando técnicas basadas en la secuenciacion de ADN como es el MLST los
E. faecium pueden ser asignados a distintos clones o complejos clonales mediante
analisis filogenéticos (eBURST). En 2005, Willems RJ. y cols. fueron los primeros en
utilizar el MLST y el programa eBURST para estudiar la evolucion genética, la
estructura de la poblacién y la distribucion geogréfica de 411 E.faecium resistentes y
sensibles a la vancomicina aislados de fuentes humanas y no humanas, de reservorios
comunitarios y hospitalarios de los 5 continentes. Identificaron un linaje genético de E.
faecium (Complejo-17 6 CC17) cuya diseminacion es mundial y el cual se caracteriza
por resistencia a la ampicilina, por poseer una isla de patogenicidad (PAI) y estar
asociado con brotes hospitalarios. EI complejo-17 es el resultado de la acumulacion de
procesos evolutivos que la bacteria ha desarrollado para su adaptacion al medio
hospitalario. La prevencion de la diseminacion de esta subpoblacién de E.faecium
epidémica es critica y los esfuerzos deben centrarse en la deteccion prematura de cepas
del complejo-17 resistentes a la ampicilina. EI complejo clonal CC17 también est4
asociado con una alta resistencia frente a ciprofloxacino, ademas posee un contenido
gendmico adicional, que incluyen marcadores de virulencia como el gen esp (proteina
de superficie de enterococos), el gen hyl (hialuronidasa) o el gen acm (proteina de unién

al col égeno)(153)'(154)* (155),(156)

Se ha sugerido que las cepas de E.faecium resistentes a la ampicilina (EfmRA)
sirven como sustratos para la aparicion de brotes de cepas de E.faecium resistentes a la a
vancomicina (EfmRV) en las instituciones europeas y americanas®*"®G%) gl MLST
incluyendo estudios epidemioldgicos independientes de aislados de diferentes fuentes y
zonas geograficas, demostré que en los Gltimos E. faecium la biologia de la poblacién
tiene al menos dos componentes principales: (i) un gran nimero de genotipos y (ii) un
complejo clonal de reciente aparicion que abarca la mayoria de los aislamientos de EVR
aislados de brotes de hospitales en los distintos continentes (originalmente designado C1
y renombrado CC17) que son en su mayoria resistentes a la ampicilina (90%) y
contienen el marcador de epidemicidad esp (70%)®®®9(%3)  Coque TM vy cols.

Ilevaron a cabo un estudio de 8 afios de seguimiento (1995 a 2002), detectaron similares
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diferencias entre E.faecium sensibles a la ampicilina (EfmSA) y las poblaciones EfmRA
causando bacteriemia un hospital espafiol. EFmRA aislados constituyen una poblacion
clonal con caracteristicas muy similares al complejo clonal CC-17 (Purk--1 y --21;
AFLP genogrupo C), lo que sugiere que la aparicion de resistencia a la vancomicina

entre las cepas EfmRA en Espafia puede ser una cuestion de tiempo!’?

. La baja
diversidad de EfmRA de aislamientos clinicos se ha demostrado también en los
hospitales noruegos y suecos, lo que sugiere la aparicion y propagacion de la una
subpoblacion de E. faecium en el contexto clinico, tanto en el zonas geogréaficas donde

los ERV se consideran epidemia y en aquellos en los que no lo son (%%(160.(6D),

Después de la publicacion de Willems y cols. describiendo el complejo CC17,
también conocido como linaje C1, se sucedieron otras publicaciones confirmando su

emergencia en hospitales de Brazil, Alemania, Italia, Korea, Holanda, Singapore,
Suecia Espaﬁa(m)'(163)’(55)’(164)’(165)'(166)’(167)'(70).

En el 2006 fue desarrollado un esquema de MLST para E. faecalis detectandose
la dispersion en Europa y América de dos complejos clonales de alto riesgo
denominados CC2 y CC9 especialmente adaptados al medio hospitalario®®. Ademés un
estudio de casi 300 E. faecalis aislados de hospitales polacos identificaron dos nuevos
complejos clonales de enterococos de alto riesgo ST40 y CC87%%%. La resistencia a la
vancomicina, caracteristica poco frecuente en los E.faecalis, fue frecuente en estos E.
faecalis pertenecientes a estos complejos de alto riesgo. Garbajosa P. y cols.
caracterizaron por MLST 81 cepas de E.faecalis aisladas en diferentes afios y regiones
de Espafa incluyendo cepas de brotes hospitalarios por EfcRV. Detectaron entre los
aislados los complejos CC2 y CC9, agrupandose en estos dos complejos tanto las cepas
de EfcRV causantes de los brotes hospitalarios como las cepas de origen hospitalario
sensibles a la vancomicina, por lo tanto las medidas de control deben ir encaminadas a
la deteccion de estos complejos clonales de alto riesgo, ya que su presencia en los
hospitales podrian predecir tendencias futuras en cuanto a la adquisicion de

determinadas resistencias como es el caso de la vancomicina®®.
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11.6.3. Técnicas basadas en la amplificacion de acidos nucleicos

Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de &cidos nucleicos
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se fundamentan en el mismo
principio general comun para todas ellas: la amplificacién de genes o secuencias de
ADN polimorficas y la separacion electroforética de los productos de
amplificacion®®?@"0) | as técnicas de PCR se pueden utilizar conjuntamente con otros
métodos moleculares, como la restriccion enzimatica, la hibridacion con sondas

especificas o las secuenciacion de acidos nucleicos.

Por lo general las técnicas de tipificacion basadas en la PCR son menos
laboriosas, mas réapidas y mas flexibles que la PFGE y ademas permiten trabajar con un
mayor nlimero de muestras®®®®9 | as técnicas de PCR son Gtiles para diferenciar
grupos de cepas no relacionadas clonalmente, pero son menos discriminativas que la
PFGE para diferenciar subtipos entre cepas relacionadas clonalmente. Estas técnicas
pueden presentar problemas metodolégicos relacionados con la inhibicion de la PCR y
la contaminacion de las muestras durante el proceso de preamplificacion. Otro de los
problemas son los criterios utilizados para interpretar los patrones de bandas y la
dificultad para comparar los patrones de ADN en varios geles , aunque esto Gltimo se
puede resolver con programas informéaticos que analizan automaticamente los patrones

y los agrupa en los llamados clusters’™.

Son varios los métodos de PCR descritos para la deteccion de ERV como la
REP-PCR (del inglés Repetitive Extragenic Palindrome PCR) basado en las
secuencias repetitivas palindromicas extragénicas, o la RAPD (del inglés Ramdom
Amplified Polymorphic DNA)Y? basado en la amplificacién al azar del ADN
polimorfico (del inglés Restricction Fragments Length Polymorphism). Patel y cols.
desarrollaron una PCR RFLP (del inglés Restriction Fragments Lenght Polymorphim)
basada en la digestion con enzimas de restriccion de los productos de amplificacion, la
cual utilizaron para detectar y discriminar los genes vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3. La
PCR RFLP posee un poder de discriminacién inferior al del PFGE pero es una técnica
rapida, simple que permite la obtencion de resultados en una séla jornada®*™. El estudio
del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados o lo que es lo mismo la

AFLP es una técnica de PCR basada en la amplificacion de fragmentos de restriccién a
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los que previamente se les ha unido unos adaptadores que hibridan con cebadores
especificos, los protocolos més utilizados suelen emplear dos enzimas de restriccion y
cebadores fluorescentes. Los inconvenientes de la AFLP son su laboriosidad y elevado
coste, en cuanto a ventajas es interesante su elevada sensibilidad y su excelente poder de
discriminacion. Aungue suele ser menos discriminativa que el PFGE, para determinados
microorganismos como el E. faecium, se ha observado que el poder de discriminacion
de ambos métodos son muy similares®”? ™. Como el estudio de Willems RIL y cols.
ya nombrado anteriormente, donde realizaron un analisis de una amplia serie de ERV,
para ello utilizaron la AFLP agrupando a los aislados en los genogrupos: A, B, C y D:
Demostraron como los genogrupos A, B y D se encuentran en animales y personas

sanas y el genogrupo C lo presentaban los paciente hospitalizados™®.

Se han desarrollado varios protocolos de PCR-Mudltiple répidos y fiables que
permiten la deteccidn de los enterococos en pocas horas. En 1999, Ke y cols. disefiaron
un protocolo para la deteccion especifica de todos los enterococos de importancia
clinica a nivel de género®™®. La PCR-Mdltiple permite la deteccién simultanea de los
genes de resistencia vanA, vanB, vanC1, ademés de la identificacion a nivel de especie
de E.faecium, E.faecalis, E.gallinarum y E.casseliflavus*’". En el afio 2002, Hernandez
X. y cols. desarrollaron un protocolo de PCR mudltiple a partir de colonia que permite la
identificacion de los enterococos a nivel de género y la deteccion de los genes de

resistencia a vancomicina mas frecuentes (vanA, vanB, vanC1 y vanC2/C3)®"®.

I11.7. Factores de epidemicidad o virulencia

Aunque la patogénesis de las infecciones enterocécicas no se han demostrado, se
han descrito algunos genes que pueden contribuir a la virulencia de estas especies y que
estan asociados a los complejos clonales CC17 de E. faecium y los CC2, CC9, CC87 y
CC21 de E.faecalis*"9180.18D.(10.58) 'En E faecalis estos factores incluyen la sustancia
de agregacion (asa), implicada en los fendbmenos de conjugacion y que facilita la
adhesion e internalizacién y supervivencia en las células humanas®®?, una gelatinasa
(gel), una metaloproteasa extracelular dependiente de zinc, una citolisina (cyl) con

§(183)

actividad tdxica en células eucariota y una proteina de superficie (esp) que favorece

la adhesion a células epiteliales, la formacion de biofilms, la evasion de la respuesta
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inmune la cual esta codificada por un gen localizado en una isla de patogenicidad®®"
(183),(184),(185)

Los factores asociados a la epidemicidad o virulencia de E. faecium son una
proteina con homologia a la hialuronidasa (hyl) involucrada en procesos de virulencia
en otras especies, y una proteina de superficie (esp) analoga a la de E.faecalis pero
codificada por un gen localizado en una isla de patogenicidad diferente®>®®) Ambos
se han identificado exclusivamente en CC17, con lo que se ha establecido una
asociacion entre la presencia de esp y clones causantes de brotes

nosocomiales(’?(186).(159).(153)

11.8. Tratamiento de ERV

Aunque no se dispone actualmente de antibioticos para erradicar la colonizacién
por ERV, existen varias opciones de tratamiento para la infeccion por ERV. La mayoria
de los aislamientos de ERV son resistentes a la penicilina y ampicilina, sin embargo,
existen casos en que dichos agentes son activos, y pueden ser de utilidad terapéutica.
Existen varias opciones para el actual y, posiblemente, futuro tratamiento de la
infeccion con ERV como se describe a continuacion. El antibiograma se recomienda
para verificar la actividad de cualquier agente que se utiliza para tratamiento de los
ERV.

Quinupristina-dalfopristina A finales de 1999, quinupristina-dalfopristina se
convirtio en el primer antimicrobiano disponible para el tratamiento de la infeccion por
EfmRV. Aunque E faecium (el mas comdn de ERV) es susceptible a quinupristina-
dalfopristina, la mayoria de los aislamientos de E. faecalis y muchos otros no E faecium
especies son intrinsecamente resistentes a este agente antimicrobiano. Quinupristina-
dalfopristina, es una estreptogramina, que actua inhibiendo la sintesis de proteinas en el
ribosoma 50S bacteriano. Aunque la resistencia es poco comun, se desarrolla por la
modificacion de la molécula diana, inactivacién enzimatica y/o flujo de salida. Los
efectos adversos mas comunes son artralgias y/o mialgias, que pueden ser debilitantes y

por ello han limitado su uso generalizado.
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Linezolid, es el primero de una nueva clase de agentes antimicrobianos llamado
oxazolidinonas, disponible desde el 2000. Puede ser administrado por via oral o
intravenosa y, a diferencia de quinupristina-dalfopristina, tiene actividad frente a
E.faecium y especies no E faecium (E faecalis, E. casseliflavus, E. gallinarum). La
formulacién oral tiene una excelente biodisponibilidad. En la actualidad, linezolid es el
unico agente oral aprobado por la Food and Drug Administration para el tratamiento de
infecciones causadas por ERV. Linezolid inhibe la sintesis de la proteina ribosomal,
pero en sitios diferentes de otros agentes que se dirigen a los ribosomas (cloranfenicol,
macrolidos, lincosamidas, estreptograminas, aminoglucésidos, tetraciclina). En
consecuencia, los mecanismos existentes de la resistencia a estos agentes no confieren
resistencia cruzada al linezolid. Produce efectos adversos mielosupresores,
especialmente trombocitopenia, que limitan su uso en algunos pacientes. Ademas, dado
que linezolid es inhibidor débil de la monoaminoxidasa, se recomienda una dieta baja en
tiramina (como se indica en el prospecto) mientras se toma el medicamento. Linezolid
tiene potencialmente importantes interacciones farmaco-farmaco, por ello se
recomienda una cuidadosa revision del régimen terapéutico del paciente, en consulta
con un farmacéutico, antes de que se prescriba. Linezolid tiene varias caracteristicas que
lo catalogaban como importante para prevenir la aparicién de resistencia. Es un agente
sintético, y la resistencia preexistente similar a la observada con agentes antibacterianos
naturales (penicilina, vancomicina, etc), se consideré poco probable. Ademas, debido a
que las oxazolidinonas inhiben la sintesis de proteina al unirse al dominio V del ARN
ribosomal, la cual es codificada por los genes (ARN ribosomal) presente en varias
copias (4 copias en E.faecalis y 5-6 en copias E.faecium), la seleccion de la resistencia a
las mutaciones que se esperaba para requerir mutaciones en multiples copias de 23S
ribosomal ADN, es un evento poco probable hipotéticamente. Por desgracia, los casos
de enterococos resistentes a linezolid han surgido y se han extendido en el ambiente
hospitalario. En 2001, en la Clinica Mayo de Rochester Londres, se informé de 7
aislamientos clinicos de E. faecium resistentes a la vancomicina y linezolid. La
resistencia a linezolid fue identificada, en principio, en un paciente trasplantado de
higado tratado con linezolid por infeccion intra-abdominales por E. faecium resistente a
la vancomicina. La cepa se transmitié nosocomialmente a otros 6 pacientes a pesar de
aislamiento estricto del caso indice, del uso de habitaciones individuales y de guantes

para el personal sanitario antes de entrar en la habitacion de los pacientes.
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Daptomicina es un lipopéptido ciclico producto de la fermentacion de
Streptomyces roseosporus, disponible en el mercado desde 2003. Presenta actividad
bactericida frente a muchas bacterias gram positivas. Se une a la membrana
citoplasmatica bacteriana a traves de un proceso que es dependiente de la concentracion
de Ca**. Como consecuencia, se produce la despolarizacién de la membrana bacteriana,
lo que da lugar a una réapida inhibicién de la sintesis de proteinas, DNA y RNA que
provoca la muerte de la bacteria. La daptomicina tiene actividad in vitro contra los
ERV, pero son pocos los datos clinicos publicados en cuanto a su uso para el
tratamiento de las infecciones causadas por los ERV. La daptomicina no debe ser
utilizada para tratar la neumonia porque varios ensayos clinicos han demostrado una alta

tasa de fracaso. Ademas, ha comenzado a emerger la resistencia a la daptomicina.

Otros Agentes

La tigeciclina, es una glicilciclina, un agente antimicrobiano de amplio
espectro, disponible desde el afio 2005. Esta nueva tetraciclina presenta actividad frente
a bacterias gram-positivas y gram-negativas aerobias y anaerobias, incluyendo aislados
resistentes a las tetraciclinas. Similar a la daptomicina este compuesto tiene actividad in
vitro contra los ERV, sin embargo, faltan datos clinicos sobre el tratamiento de
infecciones causadas por ERV. Muchos de los aislamientos de ERV son susceptibles a
la nitrofurantoina, que se ha utilizado para tratar la infeccion del tracto urinario ERV
pero no tiene actividad util en las otras infecciones por ERV. Opciones futuras para el
tratamiento de la infeccion por ERV puede incluir manopeptimicinas y dalbavancina.
Manopeptimicinas es una nueva clase de glucopéptidos, son semisintéticos
antimicrobianos aislado de Streptomyces hygroscopicus. Al igual que la vancomicina,
impiden la transglicosidacion de la pared celular de peptidoglicano. Son activos contra
una amplia variedad de bacterias gram-positivas, incluyendo ERV, y se ha demostrado
su actividad bactericida in vivo. La dalbavancina es otro glucopéptido semisintético
que ha ganado la atencion por su régimen de dosificacién una vez por semana. Sin
embargo, es activo frente a ERV fenotipo VanB, dalbavancina tiene poca actividad
frente a el méas comun de los fenotipos de ERV, el VanA®®",
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111. 1. Ambito vy periodo del estudio

Nuestro estudio se ha realizado en el Hospital Universitario de Canarias (HUC)
que es un Hospital Universitario de tercer nivel ubicado en Tenerife y vinculado
académicamente a la Facultad de Medicina de La Universidad de La Laguna. Dispone
de 667 camas y cubre el Area Norte de la isla de Tenerife con un total de 481.939

habitantes.

El periodo de estudio se ha realizado desde el 1 de Enero de 2001 al 31 de
Diciembre de 2009. Se estudiaron las infecciones por enterococos de todos los pacientes
hospitalizados y especificamente aquellos en las que se aisl6 ERV en una muestra

clinica o en una muestra de vigilancia epidemioldgica (exudado perianal).

En el periodo de estudio concretamente entre julio y octubre de 2005 se produjo
en nuestro hospital el primer brote por Enterococcus faecium vanA en Canarias. El brote
tuvo lugar en la planta de Nefrologia con 16 pacientes implicados ademaés de tres ERV
aislados en otros dos hospitales de Canarias: el Hospital Universitario Nuestra Sefiora
de la Candelaria (HUNSC) de 960 camas ubicado también en Tenerife y el Hospital
Universitario Insular de Gran Canaria (HUIGC) de 718 camas situado en Las Palmas de
Gran Canaria.

111.2. Datos demograficos, clinicos y microbiologicos

Para la recogida de los datos demograficos y clinicos se revisaron las historias
clinicas de todos los pacientes, labor que fue realizada por el Servicio de Medicina

Preventiva como parte del programa del control de infeccion. Fueron incluidos:
- Datos personales y de identificacion del enfermo (nombre, n® de historia

clinica, edad y sexo).

- Datos administrativos (fecha de ingreso en el hospital, servicio, fecha de alta).
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- Datos clinicos (cirugia previa, antecedentes personales, factores de riesgos
extrinsecos como por ejemplo dispositivos intravasculares, sondas vesicales,
etc.).

- Datos en relacién con el aislamiento de ERV (fecha, tipo de muestra).

- Datos correspondientes a las medidas de control adoptadas tras el aislamiento
del ERV (dias de aislamiento de contacto, estado de portador).

Se siguieron las definiciones de infeccion o colonizacién, hospitalaria o

comunitaria del CDC (Centres for Disease Control)®®®.

111.3. Aislamiento, identificacion y estudio de la sensibilidad antibidtica
de los ERV en el HUC en el periodo 2001-2009.

Los aislamientos de ERV se realizaron a partir de su crecimiento en Agar Sangre
y Agar Chocolate (bioMérieux). La identificacion presuntiva se llevé a cabo mediante
las pruebas clasicas (morfologia, Gram y catalasa) y con las tarjetas de identificacion
para gram positivos por el Sistema automatico Vitek2® (ID-GPC: bioMérieux, Vitek
Systems, Hazelwood, Mo., USA).

Para el estudio de la sensibilidad antibiotica se utilizaron tarjetas AST-589 por el
sistema  Vitek2®(bioMérieux). Los antibidticos testados fueron los siguientes:
ampicilina, ciprofloxacino, clindamicina, eritromicina, levofloxacino, norfloxacino,
teicoplanina, tetraciclina, vancomicina, quinupristin-dalfopristin, linezolid, gentamicina
y estreptomicina. La concentracion minima inhibitoria (CMI) de vancomicina y
teicoplanina se confirmo también por E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La susceptibilidad a los distintos antimicrobianos se
interpretd, durante los afios 2001 hasta el 2007, de acuerdo a las normas de la CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute), a partir del 2008 se interpretaron segun el
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). La
tipificacion molecular de la resistencia a glucopéptidos se realizd mediante PCR

multiple @59,
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111.3.1. Preparacion del inoculo para el Sistema Vitek®2 (bioMérieux)

Una vez identificada la colonia mediante las pruebas clasicas (Gram, catalasa,
etc) se toman varias colonias aisladas a partir de cultivo puro y se emulsionan en 3 ml
de solucioén salina estéril (NaCl acuoso al 0,45-0,50%, con un ph de 4,5 a7,0) en un tubo
de ensayo de plastico transparente (poliestireno) alcanzandose una turbidez final del
05% MC Farland utilizando para ello el DensiCHEK™VITEK2®(bioMérieux)

calibrado.

111.3.2. Sistema Automatizado Vitek®2 (bioMérieux)

Una vez preparado el in6culo se coloca el tubo con la suspension y la tarjeta GP
en un casete. Cada casete consta de 14 posiciones, 2 posiciones por muestra, es decir, en
cada casete irdn dos tubos por muestra, en el primero iré la suspensién con la tarjeta GP
y el segundo tubo ird vacio con la tarjeta AST-589. Se introducirdn los datos de las
muestras de cada casete en el Sistema de Consola Satélite y luego se cargan los casetes
en el Vitek®2.

La tarjeta de identificacion GP esta disefiada para la identificacion automatizada
de las bacterias gram positivas méas significativas. Se basa en métodos bioquimicos
establecidos y sustratos recientemente desarrollados. Consta de 43 test bioquimicos que
miden la utilizacién de la fuente de carbono, las actividades enzimaticas y la resistencia.

Se obtienen resultados de identificacién finales en aproximadamente 8 horas 0 menos.

La tarjeta AST representa una metodologia de test automatizado basado en la
(190) y

Gerlach®®?. La tarjeta AST es basicamente una versién miniaturizada y abreviada de la

técnica de la concentracion minima inhibitoria (CMI) descrita por MacLowry

técnica de dilucion doble para las CMI determinadas mediante el método de
microdilucion. Cada tarjeta AST contiene 64 pocillos. Un pocillo control que contiene
s6lo medio de cultivo microbiolégico, mientras que el resto de los pocillos contienen

concentraciones de un antibidtico especifico combinado con el medio de cultivo.
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Una vez que el casete esta dentro del Vitek®2 pasa por distintas estaciones:

1) Estacion surtidor. Aqui se transfiere desde el tubo de inoculacién un volumen

preestablecido desde el tubo de inoculacién con la tarjeta GP al tubo con la tarjeta AST-
589.

2) Estacion de llenado. Se inoculan todas las tarjetas de un casete con la

suspension contenida en sus tubos de inoculacién correspondientes.

3) Estacion de sellado. Esta estacion completa las funciones en el interior del

Vitek®2 que prepara las tarjetas de test para la incubacion y lectura.

4) Incubacién y lectura de las tarjetas. Las tarjetas se iran colocando en las

ranuras de un carrusel donde permaneceran durante todo el ciclo de lectura. Durante el
tiempo que estan en el carrusel, las tarjetas de test se incuban a una temperatura media
de 35,5°C.

El Vitek®2 realiza los anélisis de identificacion y susceptibilidad supervisando
continuamente el crecimiento y la actividad de los organismos en el interior de los
pocillos de las tarjetas de test. Dos sistemas Opticos diferentes realizan esta funcion;
sistema dptico de fluorescencia y sistema éptico de transmitancia:

a) El sistema dptico de fluorescencia detecta indirectamente el crecimiento y la
actividad de los organismos a través de un producto quimico de su crecimento llamado
fluoréforo el cual absobe luz en una longitud de onda de 365 nm, e inmediatamente
vuelve a emitir a una longitud de onda diferente de 445 nm. La cantidad de luz

reemitida producida proporciona un excelente indicador de la actividad de crecimiento.

b) El sistema Optico de transmitancia utiliza luz visible para medir directamente

el crecimiento del organismo.

En cuanto a la lectura de las tarjetas AST el sistema evalla el patron de
crecimiento de cada organismo en presencia del antimicrobiano en relacion con el

crecimiento registrado en el pocillo de control. El sistema comunicard una
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interpretacion de categorias (sensible, intermedio y resistente) junto con una CMI,
segun las interpretaciones definidas por la Food and Drug Administration (FDA) y la
CLSI.

111.3.3. Comprobacion de la resistencia a la vancomicina y teicoplanina mediante
E-test®.

El E-test® es una técnica cuantitativa para determinar la sensibilidad antibiética
de un microorganismo. El E-test cuantifica en términos de concentraciones minimas
inhibitorias (CMI). Estas CMI estan predefinidas en un gradiente continuo de
concentracion antibidtica. Los E-test son tiras de plastico finas, inertes y no porosas de
5 mm de ancho y 60 mm de largo. Uno de los lados esté calibrado con una escala de
CMI en pg/ml. El otro lado tiene, seco y estabilizado, un gradiente exponencial del
antibidtico que queremos estudiar. Cuando las tiras de E-test son aplicadas sobre el
agar, se produce una difusion del antibiético inmediata, creandose un gradiente continuo
y exponencial en el agar alrededor de la tira. El crecimiento bacteriano se produce
formando una elipse. El punto de corte es el que se produce en el encuentro del final de

la elipse con la tira.

Procedimiento:

Se sacan las tiras de la nevera, las tiras de E-test de vancomicina y teicoplanina
30 minutos antes para que se atemperen. Se cogen varias colonias y se crea una
suspension de 0,5 MCFarland de turbidez. Se sumerge una torunda en la suspension, se
libera el exceso de suspension exprimiendo la torunda contra las paredes del tubo de la
suspension, y descargamos el contenido de la torunda en una placa de agar Muller-
Hinton. Se esperan de 10-15 minutos y se colocan las tiras de E-test® siguiendo las
instrucciones del fabricante. La placa se incuba durante 24h a 35°C. Transcurrido el
tiempo de incubacion se observa el punto de corte que correspondera a la CMI para ese
antibidtico. La interpretacion se hara siguiendo los criterios de la CLSI y a partir del

2008 del EUCAST para la vancomicina y teicoplanina.
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I11.4. Tipificacion molecular de la resistencia a los glucopéptidos por
PCR.

111.4.1 Extraccion del ADN

Antes de llevar a cabo una PCR hay que realizar una extraccion del ADN
bacteriano. Para ello utilizamos dos métodos: uno basado en una extraccion
convencional y a partir del 2008 utilizamos otro basado en el sistema automatizado de

extraccion de ADN Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega Madison, W1).

111.4.1.1. Extraccién convencional del DNA

A partir de un cultivo reciente en placa, se inocula de una a tres colonias en
caldo LB (Luria Bertani) y se deja 18 horas en agitacion a 37°C. De esta suspension
celular saturada se cogen 1 ml y se centrifuga a 5.000 rpm 5 minutos descartandose el

sobrenadante.

1. Se le afiade 100 pl de Tampon de lisis I (6 mM Tris HCI (pH 7°6); 1 M de NaCl;
100mM EDTA (ph 7°5); 0°5% Brij 58; 0°2% Deoxicolato; 0°5% de Sarcosilato
(SLS) al que se le agregan los enzimas a la concentracion deseada. Los volumenes

siguientes son los correspondientes a 1ml de tampdn de lisis:

Lisozima 100 mg/ml (SIgMa)......ccceeieeieiieie e 20ul
Lisostafina 15 mg/ml (Sigma).........ccccccveveiieieeiece e 6,6 ul

2. Se resuspende bien el sedimento y se incuba a 37°C durante 1 hora.

3. Se afiade 150 pl de TS (20 mM Tris HCI (pH 8°0); 1% SDS) junto con Proteinasa K
y se deja digerir toda la noche a 37°C.

4. Se afnade 250 pl de fenol-cloroformo-isoamilico (49; 49; 2) (Merck). Se agita en
vortex hasta que se mezcle bien.

5. Se centrifuga 5 minutos a 120.000 rpm.

6. Se traspasa la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorff y se afiaden 750ul de etanol

absoluto (Merck). Se mezcla bien y tipicamente se vera un precipitado de DNA.
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7. Se centrifuga 5 minutos a 12.000 rpm y se desecha el sobrenadante.

8. Se lava el sedimento con 500ul de etanol al 70%. Se centrifuga 5 minutos a 120.000
rpm y se decanta el sobrenadante. Se deja secar unos 10 minutos.

9. Se resuspende en 200ul de TE (10 mM Tris HCI (pH 8°0); 0’ImM EDTA). Se
guarda a 4 °C.

111.4.1.2. Extraccién del DNA de ERV mediante el aparato Maxwell®
(Promega Madison USA).

Este sistema nos permite aislar DNA desde la colonia en aproximadamente 53

minutos.

La extraccion consta de dos fases, una fase de lisis que se realiza fuera del

aparato y otra que es la extraccion que se realiza en el interior del aparato.

a) Fase de lisis: en un tubo de microcentrifuga se introducen 200pl de solucién
salina estéril y afiadimos la colonia. Luego afiadimos 20pl de proteinasa K y
200ul de lisis Buffer que se encuentran en el kit del Maxwell® y se introduce

toda la mezcla en un bloque térmico a 56°C durante 10 minutos.

b) Fase de extraccién: se lleva a cabo en el Maxwell® siguiendo las
instrucciones del fabricante.

111.4.2. PCR multiple para deteccién de genes de resistencia vanA, vanB,

vanC.

Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de &cidos nucleicos
mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se fundamentan en el mismo
principio general comun para todas ellas: la amplificacién de genes o secuencias de

ADN polimorficas y la separacion electroforética de los productos de amplificacion.

Para la confirmacion de genes de resistencia utilizamos una PCR multiple ya

descrita Bell JM y cols.® empleando para ello los siguientes reactivos:
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15 ul Agua destilada estéril

2,5 pl Solucion Bj al 10x

1 ul Cl; Mg (Promega Madison,U.S.A.)

2 pl dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)

1 pl Primer mix (van ABF, vanAR/vanB, vanC1F/C1R, van C23F/C23R), cuyas
secuencias se aprecian en la figura n°2)

2.5 ul DNA extraido de la muestra

1 ul Taqg polimerasa 1 U/ ul (Roche)

Figura 2. Secuencias de los primer empleados en la PCR.

Location within

Primer Sequence Specificity gene (strand)®
VanABF GTAGGCTGCGATATTCAAAGC vanA 358-378 (+)
VanAR CGATTCAATTGCGTAGTCCAA vanA 568-588 (—)
VanBR GCCGACAATCAAATCATCCTC vanB 664-684 (—)
VanC1lF TGGTATTGGTATCAAGGAAACC vanC1l 139-160 (+)
VanC1R AGATTGGAGCGCTGTTTTGTC vanC1l 565-585 (—)
VanC23F CAGCAGCCATTGGCGTACAA vanC2 and vanC3 431-450 (+)
VanC23R CAAGCAGTTTTTGTAGTAGTTC vanC2 and vanC3 1006-1027 (—)

& Position in nucleotide sequence relative to the initiation codon. +, positive strand; —, negative strand.

La amplificacion de DNA se llevo a cabo en un sistema de termociclador de

PCR iCycler® (Biorad), con el siguiente esquema de ciclos:

conven

1) Desnaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos

2) 34 ciclos de amplificacién: desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, 2

minutos de hibridacién a 60°C y 2 minutos de extensién a 72°C.

3) Un paso final de extension a 72°C durante 5 minutos.

La presencia 0 no de amplificacion se evidenci6 mediante electroforesis
cional (TBE 0,5 X, 110 Voltios) pipeteando 5 ul de cada reaccion de PCR y 5

del peso molecular en los diferentes pocillos de un gel de agarosa al 2%. Los
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amplificados se visualizaron en un transiluminador de luz UV tras tincidon con Bromuro
de etidio (Serva) al 5%.

I11.5. Estudio del tipaje molecular mediante macrorrestriccion:
electroforesis de campo pulsado (PFGE).

Para la determinacion de la clonalidad de los aislados de ERV se utilizd la
técnica de macrorrestriccion y electroforesis de campo pulsado (PFGE). Mediante esta
técnica obtendremos patrones de restriccion sencillos que representan el ADN

bacteriano distribuidos en unas 10-12 bandas con movilidades electroforéticas distintas.

Los pasos a seguir son los siguientes:

111.5.1. Preparacion de insertos v lisis celular

A partir de cultivos puros en medios solidos, de no mas de 18-24 horas de
incubacion, se inocula de una a tres colonias en caldo LB (Luria Bertani) y se incuba a
37°C durante 18-24 horas.

Se estandarizé el in6culo mediante espectrofotometria. Se midié la absorbancia a

540 nmy se escogio el volumen segun la densidad éptica (D.O.):

10 ml parauna D.O. de 0.6 a 0.7
7 ml parauna D.O. de 1.3

5 ml para una D.O. mayor de 1.5.

El volumen escogido se centrifuga a 3.000 rpm durante 10 minutos,
descantando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en 4-5ml de PET IV
(10mM Tris base; 1 M NaCl). Se pasa por vortex y se centrifuga 10 minutos a 3.000

rpm, se decanta el sobrenadante y se resuspende en 1 ml de PET IV.
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111.5.2. Extraccion del ADN bacteriano

Este paso obliga a inmovilizar las células bacterianas en bloque de agarosa, en
los que mas tarde se llevara a cabo la lisis, de manera que el ADN cromosomico
también guede embebido en la agarosa de bajo punto de fusién, el objetivo es que el
ADN permanezca integro y no se fracture accidentalmente lo cual afectaria a la
reproducibilidad de la técnica.

Se limpia con agua destilada y etanol los moldes de los insertos (primero con
agua destilada, luego con etanol y finalmente con agua destilada de nuevo). Dejamos

secar totalmente y sellamos la parte inferior con cinta adhesiva transparente.

Los insertos se preparan al 0°8% de concentracion final de agarosa de bajo punto
de fusién (InCert agarose FMC Bioproducts; EEUU). Se prepara la cantidad necesaria
de agarosa de bajo punto de fusion al 1°6% Yy se mantiene a 40-45°C. Se mezclan bien
300 pl de agarosa y 300 ul de la suspension preparada con PET IV en un tubo de
microcentrifuga. Para preparar 5 insertos por aislamiento, se transfieren
aproximadamente 100 ul en cada pocillo del molde. Se deja solidificar a 4 °C durante
40-60 minutos.

Una vez solidificados los insertos, se retira la cinta adhesiva y se extraen del
molde con la ayuda de una pera de goma. Presionando con la pera en la parte superior
del molde, se transfieren los insertos directamente a un tubo con 2 ml de tampén de lisis
I. Para conseguir la lisis celular, los bloques se sumergen en 2 ml de una solucion de
lisis I (6 mM Tris HCI pH 7.6, 1 M NaCL, 100mM EDTA pH 7.5, 0.2% deoxicolato de
sodio, 0.5% sarcosilato, 0.5% brij 58,) que contiene los enzimas precisos para romper
las células como lisozima (100 mg/ml), lisostafina (15 mg/ml), RNAsa (10 mg/ml),
incubando todo durante 24h a 37° C. Pasado ese tiempo se decanta la solucion de lisis |
y se sustituira por 2 ml de una solucion lisis 1l (EDTA 0.5 M (pH 9-9.5); Sarcosilato
1%, que contiene 10 mg/ml de proteinasa-K y se volvera a incubar durante 48h a 50-55°
C, asi obtendremos el ADN libre de nucleasas y proteinas. Los insertos se guardan a 4°C

en esta solucidn (pueden guardarse durante un afio aproximadamente).
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111.5.3. Lavado de los insertos

Antes de proceder a la digestion con enzimas de restriccion es necesario
inactivar la proteinasa K y eliminar los detergentes utilizados para la lisis celular, ya que
estos podrian inactivar los enzimas de restriccion.

Se transfieren los insertos a un tubo con tapa de rosca de 10 ml estéril con 5-6 ml
de TE [10mM Tris HCL (pH= 8), ImM EDTA (pH=8)]. Lo dejamos a 4°C durante 16-
18 horas. Se cambia el TE varias veces en un intervalo de 1 hora aproximadamente. Una
vez finalizados los lavados se guardan en TE a 4°C (en esta solucion se pueden guardar

durante 1 mes).

111.5.4. Digestion del ADN con enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte
(Macrorrestriccion)

Para la digestion del ADN se realizd segin el protocolo de Smith y
colaboradores % se coge un cuarto del blogue de agarosa y se introduce en un tubo

estéril con una solucion de restriccion que contiene:
143 de agua estéril,
20p1 del tampdn especifico “J” del enzima Smal (Promega Madison, U.S.A.),
2ul de BSA a una concentracion de 10mg/ml (Promega Madison, U.S.A.)

30 Ul (3ul) de Smal (Promega Madison, U.S.A.).

El volumen final es de 200ul. Se deja incubando 16-18 horas a 30°C.

11.5.5. Elaboracion del gel de agarosa

Se elaboran 100ml de gel de agarosa (Serva) a una concentracion del 1 % en
TBE 0’5X y se disuelve al microondas. Se deja atemperar y se vuelca en el molde para

que se solidifique.

Una vez solidificado el gel se procede a cargar los pocillos con los insertos
digeridos. En todos los geles de PFGE ademas de las muestras se incluyeron controles
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de peso molecular adecuados que facilitan la comparacion entre patrones y la
identificacion de determinados fragmentos de ADN. El peso molecular utilizado es el
ADN de concatdmeros del fago lambda (Lambda ladder PFGE marker, Promega
Madison, U.S.A.) que genera fragmentos entre 50 y 500kb en incrementos progresivos
de 50 KB.

111.5.6. Electroforesis de campo pulsado

El sistema de electroforesis utilizado es el creado por Chu y col. en 1986
denominado Contour Clamped Homogeneus Electric Field (CHEF). En este sistema el
campo eléctrico se genera por electrodos puntuales equidistantes entre si y dispuestos en
forma hexagonal. Los electrodos que determinan el angulo seleccionado, que puede
variar entre 60° y 120°, presentan mayor potencial que el resto de los electrodos, que
funcionardn con potenciales intermedios. Este hecho genera un campo eléctrico

homogéneo a lo largo de todo el gel .

El aparato utilizado para la electroforesis de campo pulsado fue el CHEF-DRII®
System (Bio-Rad, La Jolla, California). Se afiaden 2.200-2500 ml de TBE 0°5X a la
cubeta de electroforesis y conectamos el sistema de recirculacion y refrigeracion del
tampon. Una vez se ha alcanzado la temperatura deseada, se introduce el gel ya cargado

en la cubeta. Las condiciones de electroforesis que se eligieron fueron las siguientes:

Bloque 1: 0,1-10 pulsos (segundos) en 8 horas
Bloque 2: 10-35 pulsos (segundos) en 16 horas

Temperatura: 14°C
Voltaje: 6 V/icm

111.5.7. Tincién y visualizacion

Una vez terminada la electroforesis se tifie el gel con bromuro de etidio y
posteriormente se visualiza y fotografia bajo luz UV. Los patrones de bandas fueron
comparados siguiendo los criterios de Tenover y cols.**? y analizados por el programa
informatico InfoQuest™FP (BioRad). Los patrones de bandas obtenidos fueron
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comparados por el método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
average) utilizando el coeficiente de Dice.

El primer patrén de restriccion encontrado se designé con la letra A. Los
patrones que estan probablemente o posiblemente relacionados se consideran subtipos
de A y se designaron como A;, A etc. Los siguientes patrones encontrados no

relacionados se designaron continuando con el alfabeto.

111.6. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Un subconjunto de aislamientos de ERV representativos de cada PFGE tipo fue
estudiado por MLST utilizando el esquema previamente descrito para su realizacion®®.

Para ello se seleccionaron los siete genes esenciales siguientes:

adk (adenilato kinasa): (adk, 5-TAT GAA CCT CAT TTT AAT GGG-3
y adk2 5-GTT GAC TGC CAA ACG ATT TT-3)

atpA (subunidad alfa ATP sintasa): (atpAl, 5-CGG TTC ATA CGGAAT
GGC ACA-3, y atpA2, 5-AAG TTC ACG ATA AGC CAC GG-5)

ddl (D-alanina: D-alanina ligasa): (ddl1, 5-GAG ACA TTG AAT ATG
CCT TAT G-3, y ddI2, 5-AAA AAG AAA TCG CAC CG-3)

gyd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa): (gydl, 5-CAA ACTGCT
TAG CTC CAA GG C-3,ygyd2,5-CAT TTC GTT GTC ATA CA GC-
3)

gyh (glucosa 6-fosfato deshidrogenasa): (gdhl, 5-GGC GCA CTA AAA
GAT ATG GT-3, y gdh2, 5-CCA AGA TTG GGC AAC TTC GTC
CCA-3)

purk (subunidad ATPasa fosforibosilaminoimidazol carboxilasa):
(purK1, 5-GCA GAT TGG CAC ATT GAA AGT-3, y purk2, 5-TAC
ATA AAT CCC CCT GTT TY-3)

pstS ( transportador de ATP fosfato): (pstS1, 5-TTG AGC CAA TCGAA
GCT GGA G-3, y pstS2, 5-CGT GAT CAC GTT CTACTT CC-3)
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De cada uno de estos genes se seleccion6 un fragmento interno de 400 a 600 pb
los cuales se amplificaron mediante las condiciones de PCR descritas a continuacion:

1) Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos.
2) 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos

3) 50 °C durante 30 segundos

4) 72°C durante 30 segundos

5) Extensién a 72°C durante 5 minutos.

Los productos de la PCR fueron purificados y secuenciados. A cada secuencia
de cada gen se le considera un alelo el cual se alinea con las ya existentes en una base

de datos centralizada (www.efaecium.mlst.net). Si la secuencia coincide, el programa

asigna uno de los alelos ya identificados; en caso contrario, asigna un nuevo numero.
Una vez asignado un ndmero a cada alelo se genera un perfil alélico que serd la
combinacion de los siete alelos ya asignados. Cada perfil alélico define lo que se llama
"tipo de secuencia” o "sequence type" (ST). La aplicacion de un algoritmo matematico
de agrupacion, concretamente el método UPGMA, al conjunto de STs permite estimar
las relaciones genéticas entre cepas. Las secuencias obtenidas se introdujeron en la

pagina web http://www.efaecium mlst.net para la obtencién de un perfil numérico que

nos permitird reconocer los clones con otros ya descritos internacionalmente y poder

establecer un estudio poblacional.

111.7. La amplificacion de los genes hyl y esp

La presencia de los genes hyl y esp fue investigada por PCR utilizando los cebadores
especificos previamente descritos™. La secuencia de los primers utilizados para la
PCR fueron: espll [5-TTGCTAATGCTAGTCCACGACC-37 y espl2 [5-
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA-3"]; 14F [5-GATTTCATCTTTGATTCTTGG-
37 vy 12R [5-AATTGATTCTTTAGC ATCTGG-3']). Las condiciones de la PCR

fueron:

1) desnaturalizacion a 95°C durante 15 minutos
2) 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos
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3) 52°C durante 30 segundos
4) 72°C durante 1 minuto

5) Extensién a 72°C durante 7 minutos.

111.8. PCR a tiempo real Geneohm™VANR assay®(Becton Dickinson).

111.8.1. Principio de la prueba

El BD GeneOhm ™ VanR es una prueba cualitativa para la deteccion rapida de
la resistencia a la vancomicina (vanA y vanB) directamente de muestras perianales y/o
rectales. Detecta la presencia de los genes vanB y vanA asociados con los ERV. La
prueba BD GeneOhm ™ VanR se puede utilizar como ayuda para identificar, prevenir y
controlar la colonizacion resistente a vancomicina en hospitales, pero no con la
intencion de diagnosticar infecciones de ERV ni para orientar o controlar el tratamiento

de infecciones de ERV.

Después de la lisis de las muestras, si el gen vanA y vanB esta presente, se
amplifica. EI ADN amplificado se detectan con sondas Ilamadas “moléculas beacon”.
Estas sondas tienen forma de horquilla, que consiste en una sola cadena de
oligonucle6tidos marcados en un extremo con un “quencher” (molécula que inhibe la
fluorescencia) y en el otro extremo con un fluoréforo. En ausencia del ADN del gen
vanA o vanB no hay fluorescencia, en caso contrario, se abre la horquilla, se produce la
hibridacion y se emite fluorescencia. Para la deteccion del amplicon vanA, la sonda
contiene el fluor6foro FAM en el extremo 5'y el quencher DABCYL en el extremo 3'.
Para la deteccion del amplicon vanB, la sonda contiene el fluor6foro Roja Texas en el
extremo 5 y el quencher DABCYL el extremo 3. La cantidad de fluorescencia depende
de la cantidad de ADN amplificado. EI SmartCycler® monitoriza la fluorescencia

emitida por cada sonda, interpreta los datos y proporciona un resultado final.
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111.8.2. Procedimiento.

a) Extraccion del ADN cromosémico

1) Las torundas perianales o rectales se introducen en un tubo de tampdn

de muestra (Simple buffer) y se vortea durante 5 minutos.

2) Transferir 50ul de la suspension anterior a un tubo de lisis (Lysis
tube) y vortear 5 minutos a alta velocidad (14000-21000g).
3) Calentar a 95°C durante 10 minutos.

4) Mantener el tubo de lisis con su contenido en el congelador (-20°C)

durante 45 minutos minimo.

c¢) Prueba Geneohm™VANR assay®(Becton Dickinson)

Colocar el nimero necesario de tubos Master Mix en un blogue de enfriamiento.

1)
2)
3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Afadir 225ul de diluyente por cada tubo Master Mix.

Agitar con vortex durante 5-10 segundos.

Colocar el niimero necesario de tubos de reaccién SmartCycler® en el
bloque de enfriamiento.

Colocar un tubo Control DNA en bloque de enfriamiento y afiadir
225l de tampdn de muestra. Agitar con vortex 5-10 segundos.
Afiadir 25 pl de Master Mix en cada tubo de reaccién SmartCycler®.
Afadir 3 pl de Control Positivo a su correspondiente tubo de
SmartCycler®.

Afiadir 3 pl de tampén de muestra al tubo de SmartCycler® que se
usard como control negativo.

Afadir 3 pl de las muestras lisadas a cada uno de sus
correspondientes tubos de SmartCycler® .

Centrifugar todos los tubos de reaccién SmartCycler® durante 5-10
segundos. Mantener los tubos de reaccion en el bloque de

enfriamiento antes de colocarlos en el instrumento.

10) Transferir al instrumento SmartCycler® y comenzar el analisis que

durara entre 60-75 minutos.
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c) Interpretacion de los resultados:

Resultado notificado de la prueba Interpretacion del resultado
NEG (negativo) No se han detectado gen vanA ni vanB.
Se ha detectado ADN del gen de
POS resistencia vanA no se ha detectado vanB;

probable ERV.

Se ha detectado ADN del gen de

POS Presunto resistencia vanB (no se ha detectado

vanA); presunto ERV. Se recomienda
realizar cultivo.

Se ha detectado ADN de los genes de

Positivo ] )
resistencia vanA y vanB.
Unresolved (sin resolver) Muestra inhibida o defecto de reactivo.
ND Sin determinar debido a fallo en el modulo

I-CORE.

111.9. Medidas de control ante un paciente infectado o colonizado por
ERV en el HUC.

La instauracion de estas medidas de control siempre se realiza en el momento en el
que el Servicio de Microbiologia informa de la deteccion de un aislamiento de ERV al
Servicio de Medicina Preventiva el cual establece las siguientes medidas de control

aprobadas por el Comité de Infecciones del HUC:

1) Informar al personal de la planta donde se aisla el ERV de la epidemiologia del
microorganismo, de las normas de aislamiento y su seguimiento. Cuando se establece el
aislamiento de contacto el Servicio de Medicina Preventiva llevard por escrito las
normas de aislamiento, la carta de aislamiento y un cartel para la puerta de la

habitacion.

2) Aislamiento de contacto:

e Habitacién individual

e Uso de guantes y bata desechable al entrar a la habitacion.
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e Uso de material no critico de uso exclusivo del paciente.

e Lavado de manos al entrar y al salir de la habitacion.

3) Limpieza del ambiente

Las salas se limpian regularmente como parte del programa general de higiene
hospitalaria siguiendo la politica del HUC. Después de un brote o un incidente de
colonizacion o infeccion con ERV, las habitaciones de aislamiento (o de toda la sala

después de un brote més extenso) deben limpiarse intensamente.

4) Estudio de portador

El control de estado de portador se realiza una vez por semana al paciente asi

como de la localizacién dénde se aisl6 inicialmente.

Para el control de portador se pueden obtener muestras perianales o muestra
rectales. La muestra perianal se obtiene con una torunda previamente humedecida con
suero salino estéril, la cual se pasara por la zona perianal con movimientos circulares.
La muestra rectal se obtiene insertando la torunda a través del esfinter anal (la torunda
debe mostrar heces). Las muestras se deben obtener por la mafiana, antes del bafio.

5) Retirada del aislamiento.

La retirada del aislamiento se realizara cuando se obtengan 3 resultados
negativos en al menos 3 muestras clinicas y 3 controles, obtenidas con una semana de

diferencia.

6) Transferencia de pacientes con ERV a otra institucidn sanitaria

Si un paciente con ERV es transferido a otra institucion sanitaria, el personal

clinico y de control de la infeccion de esta institucion sera informado.

111.10. Medidas de control durante el brote por ERV en la planta de
Nefrologia del HUC.

Un brote fue definido como un incremento temporal en la incidencia producida

por un determinado microorganismo en la poblacion estudiada, o alternativamente, un
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incremento temporal de la colonizacién con o sin incremento de la incidencia de la

infeccion®®®.

Se aplicaron medidas de control de la infeccion anteriormente descritas

incluyendo a todos los pacientes ingresados en el Servicio de Nefrologia.

Una desicion importante fue trasladar el dia 24 de octubre del 2005 la planta de
hospitalizacion del Servicio de Nefrologia a una nueva planta, que estaba vya,
previamente disefiada y en marcha su adecuacion. Su ubicacion, es la 22 planta del
cuerpo A.

111.11. Estudios de vigilancia activa (cribado de portadores) de ERV en
el Hospital Universitario de Canarias en el periodo 2001-2009.

111.11.1. Estudios de vigilancia activa (cribado de portadores) de ERV en el
Hopital Universitario de Canarias a partir del brote del 2005.

Desde el 17 de octubre del 2005 hasta el 13 de Marzo del 2006 todos los
pacientes ingresados en la planta de Nefrologia fueron cribados una vez por semana con
cultivos de muestras perianales en busca de colonizacion por ERV. Se recogieron un
total de 391 muestras perianales que fueron cultivadas en dos tipos diferentes de medios
de cultivo sélidos en placa para detectar el mayor nimero posible de portadores. No se
utilizé en ninglin momento cultivo en caldo previo. Estos medios de cultivos fueron los
siguientes: Slanez and Bartley (OXOID, Hampshire, England) con un disco de 30 pg
vancomicina (bioMérieux, Marcy ’etoile, France) y Campylosel (bioMérieux, Marcy
I’etoile, France). Ambos medios se incubaron durante 24 y 48 horas, realizandose
lectura de las placas también a las 24 y 48 horas. Se trabajaron entre tres y cinco
colonias sospechosas por paciente, que fueron posteriormente subcultivadas en Agar
sangre para la realizacion de la identificacion y antibiograma mediante el sistema

ViteklI (bioMérieux, Marcy I’etoile, France).
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111.11.2. Estudios de vigilancia activa (cribado de portadores) de ERV en el
Hopital Universitario de Canarias en el afio 2007.

Los dias 24 y 26 de septiembre del 2007 se llevé a cabo un cribado en la planta
de Nefrologia, donde se recogieron 32 muestras perianales de 19 pacientes. A 13 se le

tomaron muestras perianales ambos dias y al resto s6lo en uno.

Todas las muestras se cultivaron en dos medios de cultivo sélidos: en Agar
chromID™VRE (bioMérieux, Marcy Ietoile, France) y en Slanetz and Bartley
(OXOID, Hampshire, England) al cual le afiadimos dos discos de 30 pg de

vancomicina.

También se realiz0, a todas las muestras, un cultivo previo para enriquecimiento
en Brain Heart Infusion (BHI o caldo corazon cerebro) al que se le afiadieron discos de
30 pg de vancomicina hasta conseguir una concentracion de 3,3mg/ml, el cual tras 24
horas de incubacion se subcultivé en Agar chromID VRE (bioMérieux, Marcy 1’etoile,
France). La lectura de las placas se realiz6 a las 24 y 48 horas de incubaciéon. A
cualquier colonia sospechosa se le realizaba gram, resiembra en medio agar sangre e

identificabamos por sistema Vitek2®.

111.11.3. Estudios de vigilancia activa (cribado de portadores) de ERV en el Hopital
Universitario de Canarias en el afio 2009.

Este estudio se realizé en el periodo comprendido entre marzo y junio del 2009.
Se tomo6 una muestra perianal a 185 pacientes: 60 de Hemodialisis, 47 de Cirugia
General Digestiva, 36 de Medicina Interna, 19 de Oncologia Médica y 23 de Nefrologia.
Todas las muestras se sembraron en el medio de cultivo Enterococcosel® (Becton
Dickinson) el cual es un medio cromogénico y selectivo para la deteccion de ERV. A
continuacion la torunda utilizada para la siembra en medio sélido se introducia en un
tubo con solucion buffer, la cual agitdbamos en vortex durante 60 segundos y
separabamos 50pl para realizar la PCR a tiempo real GeneOhm™VANR Assay®(Becton
Dickinson) para deteccion de la presencia de genes vanA y vanB. Seguidamente se
introducia, la misma torunda, en el medio de enriquecimiento Brain-Heart

Infusién®(Oxoid) al cual le afiadimos discos de 30pg de vancomicina y que tras 24
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horas de incubacién se subcultivé en el medio Enterococcosel®. Se realizaron lecturas
en los medios sélidos a las 24 y 48h de su siembra tanto directa como a partir del caldo
de enriquecimiento. A cualquier colonia sospechosa se le realizaba gram, resiembra en
medio agar sangre y posterior identificion y estudio de sensibilidad antibiotica por

sistema Vitek2®.

111.12. Analisis estadistico

Se utilizé la prueba estadistica Regresion de Poisson, compararando cada afio
con el resto, de las densidades de incidencia de las infecciones por E.faecalis y E.
faecium (tabla 3) utilizando para ello como numerador el nimero de infecciones anual y

como denominador el niimero de estancias.

También hemos utilizado la Regresion de Poisson para la densidad de incidencia

de bacteriemias por E.faecalis y E. faecium (tabla 12).
Por ultimo, hemos comparado las proporciones de las infecciones segun la

localizacion por E.faecalis y E. faecium con la prueba estadistica de Johckheere-terpstra

y calculado el Riesgo Relativo (tablas 4 y 5).
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Resultados

1V.l. Infecciones por Enterococcus spp. en el HUC durante el periodo

2001 — 2009

A lo largo del periodo de estudio se han aislado en el HUC los enterococos que

figuran en la tabla 2 y figura 3, indicando las diferentes especies. Se incluyen tanto los

aislados de Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria como de las
comunitarias.
Tabla 2. Infecciones por Enterococcus spp. en el HUC durante el periodo 2001 —
2009
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 | TOTAL
2 - - 4 - - - - 1 7
- 1 - - 2 - - 3 3 9
3 - - 2 4 4 1 2 7 23
2 - - 2 - - 3 1 - 8
- - - - 1 - - - - 1
Efaccalis | g gam g s oo maw Tamk s same | 200
E.faecium 132% 128% 123% 1;3% 112% 1;3% ]ﬁgg@ 13%% 132% &
TOTALTOU | 38 313 371 390 486 487 502 457 540 | goo0
spp. 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Figura 3. Infecciones por Enterococcus spp.

en el HUC durante el periodo 2001 —

2009

600 1
500 A
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100 -
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—&— Total de Enterococos

—l— Enterococcus faecalis

—a&— Enterococcus faecium

T T |

Otros Enterococos
(E.casseliflavus,

E.durans y E.hirae)

E.gallinarum, E.avium,
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1V.2. Densidad de incidencia de infecciones por Enterococcus spp. en el
HUC durante el periodo (2001-2009).

En la tabla 3 y figura 4 se reflejan las densidades de incidencia de infecciones
por enterococos E. faecalis y E. faecium durante el periodo en estudio. Dado el bajo
numero de aislamientos de otras especies de enterococos no se ha calculado una
densidad de incidencia especifica para ellos, apareciendo solamente incluidos en la de
todos los enterococos.

Se incluyen tanto Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria como
comunitarias.

Tabla 3. Densidad de Incidencia de infecciones por Enterococcus faecalis vy
Enterococcus faecium en el HUC durante el periodo 2001-2009.

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009

ESTANCIAS | 205.728 203.398 211000 211.650 212.831 214.314 216.572 205532 | 206.713
DI Efc 16 13 15 16 19 19 18 18 | 272
DI Efm 02 03 02 02 033 035 046 039 | 039
DIEtotal | 18 154 176 18 228 227 232 222 | 261

ESTANCIAS= total de dias anuales de estancia hospitalaria.
DI Efc = densidad de incidencia de infecciones por E. faecalis.
DI Efm = densidad de incidencia de infecciones por E. faecium
DI Etotal= densidad de incidencia de infecciones por Enterococcus spp. total.
DI= Densidad de Incidencia= nimero de infecciones anual x 1000
namero de estancias (dias)

Figura 4. Densidad de Incidencia de por Enterococcus faecalis y Enterococcus spp.
total en el HUC durante el periodo 2001-2009.

3 -
2 -
—o— DI total
—=— DI Efc
19 —— DI Efm
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

DI Efc = densidad de incidencia de infecciones por E. faecalis
DI Etotal= densidad de incidencia de infecciones por Enterococcus spp. total.
DI Efm = densidad de incidencia de infecciones por E. faecium
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IV. 3. Infecciones por Enterococcus spp. por especie y localizacion clinica en el
HUC en el periodo (2001-2009).

Para el estudio de infecciones segun localizacion hemos establecido las
siguientes: infecciones del tracto urinario, bacteriemias, infecciones de heridas, piel y
partes blandas. El resto de localizaciones se incluyen en OTRAS. En la base de datos no

se han reflejado separadamente las infecciones de localizacion quirurgica.

En las tablas 4 hasta la tabla 10 se han ido agrupando las infecciones por
enterococos anualmente segun la localizacion clinica. Hemos incluido las infecciones
del tracto urinario, bacteriemias, infecciones de heridas, piel y partes blandas y el resto

la hemos incluido como otras localizaciones.

Tabla 4. Infecciones por localizacion clinica de E. faecalis

2001 ‘ 2002 ‘ 2003 ‘ 2004 ‘ 2005 ‘ 2006 ‘ 2007 ‘ 2008 | 2009 | TOTAL

169 109 146 135 157 148 152 115 149 1280
512% 416% 452% 40,4% 38,38% 36,3% 39,19% 31%  33,18% | 38,99%

Bacteriemias 52 42 58 59 81 91 61 79 81 604
15,75%  16% 17,95% 17,67% 198% 223% 153% 21,35%  18% 18,39%

IHPB 50 66 79 72 110 105 146 120 172 920
15,15% 25,19% 24,45% 21,55% 26,89% 25,73% 36,68% 32,43% 38,30% | 28,02%

OTRAS 59 45 40 68 61 64 39 56 47 479
178% 172% 124% 20,4% 149% 157% 9,8 153%  10,5% | 14,59%

TOTAL 330 262 323 334 409 408 398 370 449 3283

100%  100%  100%  100%  100%  100%  100%  100%  100% 100%

IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles)
ITU= Infeccion del tracto urinario
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Tabla 5. Infecciones por localizacién clinica de E. faecium

2001 ‘ 2002 ‘ 2003 ‘ 2004 ‘ 2005 ‘ 2006 ‘ 2007 ‘ 2008 ‘ 2009 | TOTAL

19 17 17 18 16 15 28 13 13 156
388%  34% 35,41% 31% 229% 18,3% 27% 16% 16,3% | 25,04%

Bacteriemias 6 12 11 16 13 22 20 27 12 139
12.2%  24%  22,9% 27,6% 18,5%  26,8% 19%  333%  15% 22,31%

IHPB 15 14 14 18 28 26 40 26 37 218
30,6%  28%  29,16% 31% 40%  31,7% 381%  32%  46,2% | 34,99%

OTRAS 9 7 6 6 13 19 17 15 18 110
18,4% 14% 125% 10,34% 18,6% 232%  16,2% 185% 22,5% 17,66

TOTAL 49 50 48 58 70 82 105 81 80 623
100%  100%  100% 100%  100%  100% 100%  100%  100% 100%

IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles).
ITU= Infeccion del tracto urinario

Tabla 6. Infecciones por localizacion clinica de E. avium

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | TOTAL
- - - - - - 1 - - 1
Bacteriemias - - - - - - - - - -
IHPB 3 - - 1 2 4 - 2 5 17
OTRAS - - - 1 2 - - - 2 5
TOTAL 3 - - 2 4 4 1 2 7 23

IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles).
ITU= Infeccion del tracto urinario
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Tabla 7. Infecciones por localizacién clinica de E. casseliflavus

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | TOTAL
Bacteriemias 1 - 1 - - - 2
IHPB 1 - 3 - - - 5
OTRAS - - - - - - -
TOTAL 2 - 4 - - - 6
IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles).
1TU= Infeccidn del tracto urinario
Tabla 8. Infecciones por localizacion clinica de E. gallinarum
2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | TOTAL
Bacteriemias - - - 1 - - 2 5
IHPB - - - - - - 1 2
OTRAS - 1 - 1 - - - - 2
TOTAL - 1 - 2 - - 3 3 9

IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles).

ITU= Infeccion del tracto urinario

83



Resultados

Tabla 9. Infecciones por localizacion clinica de E. hirae

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | TOTAL
Bacteriemias | - - - - - - - - - -
IHPB - - - - 1 - - - - 1
OTRAS - - - - - - - - - .
TOTAL - - - - 1 - - - - 1
IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles).
1TU= Infeccion del tracto urinario
Tabla 10. Infecciones por localizacion clinica de E. durans
2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | TOTAL
1 - - 2 - - 1 - - 4
Bacteriemias | 1 - - - - - 1 - - 2
IHPB - - - - - - 1 - - 1
OTRAS - - - - - - - 1 - 1
TOTAL 2 - - 2 - - 3 1 - 8

IHPB= Infecciones de herida, piel y partes blandas
OTRAS= otros exudados (principalmente liquidos estériles).
ITU= Infeccion del tracto urinario
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1\VV.4. Bacteriemias por enterococos relacionadas con la asistencia
sanitaria.

Las bacteriemias constituyen evidentemente uno de los indicadores de mas valor
en el estudio de las Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria. En su estudio
merecen igualmente una especial atenciéon las que estdn producidas por bacterias

multiresistentes.

1V.4.1. Bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria sequn especies de
enterococos en el HUC durante el periodo 2001-2009.

En la tabla 11 figuran los datos correspondientes a cada uno de los afios del
periodo de estudio tanto para el total de enterococos como para E. faecalis, E. faecium y
el resto de las especies. Se trata de bacteriemias asociadas a cuidados sanitarios ya que
dentro del sistema de vigilancia de las Infecciones Relacionadas con la Asistencia

Sanitaria todas las bacteriemias son estudiadas sistematicamente.

Tabla 11. Bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria por Enterococcus

Spp.

2001 | 2002 | 2003 | 2004 ‘ 2005 ‘ 2006 | 2007 | 2008 ‘ 2009 | TOTAL
P 30 31 43 41 64 69 58 64 59 459
: 8820 795% 827% T77.4%  865% 81,18% 77,3% 77,10% 8550% | 81,38%
. 3 8 7 10 9 16 16 19 8 96
: 8,8% 205% 135% 18,86% 12,16% 18,82% 21,3% 22,9%  11,59% | 17,02%
E.casseliflavus L - - 1 - - - - - 2
: 2,9% 1,8% 0,35%
Entersococcus ] 2 1 ] 1 ] ] 4
PP 38%  1.8% 1,3% 0,71%
E.gallinarum - - - - 1 - - - 2 3
9 1,4% 29% | 0,53%
En-'{e?;:ﬁcl‘,_cus 34 39 52 53 74 85 75 83 69 564
op 100% 100% 100%  100%  100%  100%  100%  100%  100% | 100%
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1V.4.2. Densidad de Incidencia de bacteriemias relacionadas con la asistencia

sanitaria por E. faecalis y E. faecium.

Se han calculado las densidades de incidencia de las bacteriemias relacionadas

con la asistencia sanitaria por E. faecalis y E. faecium y para el total de enterococos.

Para el resto de las especies, dado su escaso aislamiento, no se ha calculado. En la tabla

12 y el figura 5 se expresan los datos referidos a la densidad de incidencia el periodo en

estudio.

Tabla 12. Densidad de Incidencia de bacteriemias relacionadas con la asistencia
sanitaria por Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium durante el periodo

2001-2009.
2001 ‘ 2002 ‘ 2003 ‘ 2004 ‘ 2005 ‘ 2006 ‘ 2007 ‘ 2008 2009
ESTANCIAS | 205.728 203.398 211.000 211.650 212.831 214.314 216.572 205.532 | 206.713
DI Efc 1.5 1.5 2 1.9 3 3.2 2.7 3 2.9
DI Efm 0.15 0.4 0.42 0.5 0.42 0.75 0.74 0.9 0.39
DI Etotal 1.65 1.92 2.5 2.5 3.5 3.96 3.46 4 3.2

ESTANCIAS= total de dias anuales de estancia hospitalaria.

DIl Efc = densidad de incidencia de Bacteriemias por E. faecalis.

DI Efm = densidad de incidencia de Bacteriemias por E. faecium

DI Etotal= densidad de incidencia de Bacteriemias por Enterococcus spp. total.
DI= Densidad de Incidencia= nimero de Bacteriemias anual x 10.000

namero de estancias (dias)

Figura 5. Densidad de Incidencia de bacteriemias relacionadas con la asistencia
sanitaria por Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium durante el periodo

2001-2009.
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DI Efc = densidad de incidencia de Bacteriemias por E. faecalis.
DI Efm = densidad de incidencia de Bacteriemias por E. faecium.
DI Etotal= densidad de incidencia de Bacteriemias por Enterococcus spp. total.
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1V. 4.3. Bacteriemias recogidas en el EARSS en el HUC durante el periodo 2001-
2009.

Desde enero del afio 2008 el departamento de Microbiologia y Medicina
Preventiva del HUC se incorpor6é al Sistema Europeo de Vigilancia de Resistencia
Antibiotica (EARSS) que realiza la vigilancia de las bacteriemias por los

microorganismos que se citan a continuacion, recogiendo la resistencia antibiotica:

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Streptococcus pneumoniae

En este caso se incluyen tanto las bacteriemias asociadas a cuidados sanitarios
como las comunitarias. En la tabla 13 se reflejan los datos del EARSS de los afios 2008
y 2009 referidos a nuestro hospital tanto de las bacteriemias relacionadas con la

asistencia sanitaria como las comunitarias.

Tabla 13. Bacteriemias seguin datos del EARSS afios 2008 y 2009.

2008 2009
BARS coM BARS coM
E. faecalis 64 15 59 22
E. faecium 19 1 8 2

BARS= Bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria
COM= Comunitarias
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1V.4.4. Importancia de las bacteriemias por enterococos en relaciéon al total de

bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria en el periodo de estudio 2001-

2009.

En la tabla 14 hemos incluido la etiologia de las bacteriemias relacionadas con la

asistencia sanitaria en nuestro hospital para todo el periodo de estudio. Hemos agrupado

todas las enterobacterias (ENB), los estafilococos coagulasa negativos (SCN), es decir,

no S.aureus, los bacilos gram negativos no fermentadores (BGNNF) y los anaerobios.

Especificamente hemos incluido el Staphylococcus aureus (S. aureus), los Enterococcus

spp. (E.spp), las Candidas spp. y una categoria como OTROS que incluyen bacilos

gram positivos como corinebacterias, listerias, etc.

Tabla 14. Posicién que ocupan los enterococos en bacteriemias relacionadas con la

asistencia sanitaria en el HUC en el periodo 2001-2009.

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2001-2009
10 ENB SCN ENB ENB ENB ENB ENB ENB SCN ENB
30,58% 30,57% 29,7% 27,60% 31,44% 30,71% 32,12% 36,81% 24,30% 30,25%
BGNNF SCN
2 SCN ENB SCN SCN SCN 16,31%y 15,56% E.spp ENB SCN
26,46% 27,271% 25,9% 21,07% 16,84% E.spp S.aureus 16,33% 23,44% 20,26%
16,31% 15,56%
BGNNF
30 E. spp S.aureus 13,1% S.aureus BGNNF SCN E.spp SCN BGNNF E.spp
11,68% 11,29% E.spp 14,53% 14,95% 14,01% 15,15% 15,35% 16,98% 13,9%
13,1%
BGNNF
40 S.aureus BGNNF S.aureus 12,83% E.spp S.aureus BGNNF BGNNF E.spp BGNNF
10,65% 11,02% 9,47% E.spp 12,71% 12,67% 11,72% 14,17% 14,40% 13,66%
12,83%
50 BGNNF 1%‘ 75"’:& Cagg;da Cagg;)da S.aureus Ca:pdp:da Cz;r;(:)lda S.aureus S.aureus S.aureus
8,94% 6,55% 8,72% 12,54% 7.29% 7.21% 9,25% 10,32% 11,9%
60 Ca:;;da Ca:;)'da Otros Anaerobios Ca:splda Anaerobios | Anaerobios Ca:pdp'da Cag;i;da Cag;i;da
0, 0, 0, 0,
7,90% 6,61% 1.76% 145% 8,42% 1.15% 1.62% 6,10% 8,60% 755%
70 Otros Otros Anaerobios Otros Anaerobios Gr(:\::’]o(s 9 Groatrrr?? 9 Anaerobios Otros Otros
2,4% 1,5% 0,25 % 0,97% 1,89 % 1.54% 1,01% 1,18% 1,29% 1,3%
8o Anaerobios | Anaerobios Otros ) Otros Anaerobios Anaerobios
0,69% 1,22% 1,21% 0,78% 0,64% 1,2%
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1V.4.5. Resistencia a la ampicilina, linezolid y de alto nivel a la gentamicina de las
bacteriemias por E.faecalis y E. faecium en el HUC en los afios 2008 y 2009.

En las tablas 15 y 16 se recogen datos del EARSS del 2008 y 2009 de las
resistencias a la ampicilina, a la gentamicina y linezolid de los aislamientos de

E.faecalis y E. faecium en bacteriemias de nuestro hospital.

Tabla 15. Resistencia a la ampicilina, linezolid y de alto nivel a la gentamicina de

las bacteriemias por E.faecalis en el HUC en los afios 2008 v 2009.

%R %l %S
2008 2009 2008 2009 2008 2009
Ampicilina 9,9 9,2 - - 90,1 90,8
ﬁsr;tli‘g“r'ﬁ\'/g";‘ 425 49,4 i i 57,5 50,6
Linezolid i 12 4 6 % 92,8

n=81 en el 2008
n=87 en el 2009

Tabla 16. Resistencia a la ampicilina, linezolid y de alto nivel a la gentamicina de

las bacteriemias y por E.faecium en el HUC durante los afios 2008 y 2009.

%R %l %S
2008 2009 2008 2009 2008 2009
Ampicilina 85,7 54,5 - - 14,3 45,5
Genfamicina | 238 45,5 : : 714 54,5
Linezolid - - 15 - 85 100

n=21 en el 2008
n=11 en el 2009
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1VV.5. Resistencia a la ampicilina de los aislamientos por E. faecium en
el HUC.

Es conocido que la resistencia adquirida a la ampicilina es un marcador
fenotipico importante de las Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria por el
E. faecium en Europa y que la experiencia mostraba que a menudo precedia al
incremento de la frecuencia de ERV con una anticipacion de varios afios. Por eso en la
tabla 17 reflejamos los porcentajes de la resistencia a la ampicilina a lo largo de todo el
periodo de estudio.

Tabla 17. Resistencia a la ampicilina de los aislamientos por E. faecium en el
periodo 2001-2009.

Sensibilidad a la
ANO Ampicilina
R S

2001 38 ;
(n=41) 92,7%

2002 39 ,
(n=46) 84,8%

2003 40 .
(n=48) 83%

2004 34 b
(n=46) 74%

2005 60 ;
(n=68) 88,2%

2006 62 "
(n=74) 83,8%

2007 97 "
(n=112) 86,6%

2008 79 .
(n=81) 89%

2009 67 .
(n=80) 84%

n= ndmero de aislamientos de E. faecium
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1V.6. Enterococcus spp. resistentes a la vancomicina en pacientes del
HUC en el periodo 2001-2009.

En la tabla 18 y figura 6 se recogen los enterococos resistentes a la vancomicina
en el periodo comprendido entre el afio 2001 al 2009, especificando los que se aislaron
de Infeccién Hospitalaria (IH) y los que se aislaron por estudio de portador como
Colonizacion Hospitalaria (CH). Entre esos enterococos se encuentran: E.faecium, E.
faecalis, E.gallinarum y E. casseliflavus, en el resto de las especies de enterococos: E.
avium, E. durans y E.hirae no se han visto resistencias a la vancomicina ni a la
teicoplanina en nuestro hospital.

El primer aislado en 2001 en nuestro hospital resultando fue un EfmvanB el cual
fue el primer EfmvanB informado en Espafia. Ese mismo afio se aislaron 2 E.
casseliflavus. En 2002 se aislé un EfmvanB y un E. gallinarum. En 2003 se aisld
también un EfmvanB. En 2004 se aislaron 4 E. casseliflavus. Posteriormente, en 2005
tuvo lugar un brote por EfmvanA donde se vieron implicados 16 pacientes: 4 con
infeccion y 12 colonizados, también este afio se aislaron 2 E. gallinarum y un EfcvanB.
En el 2006 no se aisl6 ningin ERV. En 2007 se aislaron un EfmvanB y un EfmvanA, en
2008 dos EfmvanA, un EfmvanB, un EfcvanB y 3 E.gallinarum y por altimo, en 2009 un
EfmvanA, 3 E.gallinarum y un E. casseliflavus.

Tabla 18. Aislamientos por Enterococcus spp. resistentes a la vancomicina en el
periodo 2001-2009.

2001 | 2002 | 2003 | 2004 2005 | 2006 | 2007 ‘ 2008 | 2009
Enterococcus
_ 1IH 11IH 1IH - - - 1IH 1CH -
faecium vanB
Entgrococcus 41H 11H 1IE 1 CH
faecium vanA 12 CH 11H
Enterococcus
_ - - = = 1CH - 1IH -
faecalis vanB
Enterococcus
faecalis vanA
Entefococcus ) 1 i i 2 ) 3 3
gallinarum
2 - - 4 - - - 1
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Figura 6. Aislamientos por Enterococcus spp. resistentes a la vancomicina en el
periodo 2001-2009.

20 -

15 - OEcas vanC
OEgal vanC

10 - OEfc vanB
B Efm vanA

5 - H OEfm vanB

0|:|,|:|,ﬁ,|_|, . i

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Ecas= Enterococcus casseliflavus
Egal= Enterococcus gallinarum
Efc= Enterococcus faecalis
Efm= Enterococcus faecium

De los 27 pacientes hospitalizados en el HUC a los que se les aislé ERV durante
el periodo 2001-2009, en 14 pacientes se aislaron ERV en muestra clinica y en los otros

13 pacientes se aislaron ERV después de realizar cultivos para estudio de portadores.

De los 14 pacientes con ERV en muestra clinica, 11 correspondian con
infecciones hospitalarias, 1 con infeccion extrahospitalaria y 2 con colonizaciones
hospitalarias (punta de catéter y exudado de herida). Las caracteristicas demograficas y

clinicas de estos pacientes se muestran a continuacion en las tablas 20 y 21.

Como se muestra en la tabla 19 los 11 pacientes con infeccion hospitalaria
presentaban una edad media de 66,36(DE +/- 9,52), 4 (36,36%) mujeres, 7 (63,63%)
hombres, con una media de 79,08 dias de hospitalizacion. Todos los pacientes menos
uno fueron sometidos a cirugia previa, todos ellos recibieron antibioterapia previa, 7

(63,63%) de los 11 pacientes murieron.
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En la figura 7 se representan los porcentajes de los EfmRV y EfcRV aislados

tanto de infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria como de las comunitarias y

el porcentaje de causantes de infeccion hospitalaria en el HUC durante el periodo 2001-

2009.

Figura 7. Porcentajes del total de EfmRV y de EfcRV aislados en el HUC en el

periodo 2001-2009.
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Tabla 19. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes hospitalizados
con aislamientos por E.faecium y E. faecalis resistentes a la vancomicina en

muestra clinica y catalogada como infeccion hospitalaria.

Dias
P Edad Sexo | Aislamiento . Fecha Planta Muestra clP de Clrug_|a Tio ATB Ingresos Mativo
aislamiento Hosp. previa previo en UCI del Alta
Neuroci Uz
1 75 \Y EfmvanB 3-12-2001 b sacra. NR 63 Si Si Si Exitus
rugia
IHPB
Reumato- Drenaje . . .
2 74 M EfmvanB 19-01-2002 logia |HPB NR 6 Si Si No Exitus
Hemato- S
3 61 \Y EfmvanB 25-11-2003 logia Bacterie- No 39 Si Si No Exitus
mia
4 56 M EfmvanA 25-7-2005 Nerms  RETEE@X e o9 Si Si Si Exitus
logia 1SQx
Nefro- Absceso . . . . .
5 54 M EfmvanA 5-9-2005 logia IHPB Si 80 Si Si Si Mejora
6 57 M EfmvanA 4-10-2005 e itz Si 70 Si Si No Mejora
logia ITU
7 | el V. EfmvanA  7-10-2005  Nefo- o Drene g gng Si Si si Exitus
logia 1SQx
Cirugia Exudado
8 84 \% EfmvanA 2-3-2007 Gral y herida No 60 Si Si Si Mejora
Digestiva 1SQx
- Liquido
9 72 \Y EfmvanB 28-3-2007 Digestivo Ascitico No 47 Si Si No Exitus
peritonitis
10 63 M EfmvanA 22-3-2008 Digestivo L.aslcEltlco Si 16 No Si No Exitus
Sangre
11 70 \Y EfcvanB 22-7-2008 M. Interna  Bacterie- Si 150 Si Si Si Exitus
mia 12
Neuro- LCRYy 5 . .
12 66 \Y EfmvanA 27-12-2008 cirugia valvuia No 90 No Si Si Mejora
CP= colonizacion perianal
NR= no realizado
Tto. ATB previo= tratamiento antibidtico previo
Dias de Hosp.= dias de hospitalizacién.
Tabla 20. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes hospitalizados
con_aislamientos por E.faecium y E. faecalis resistentes a la vancomicina en
muestra clinica y catalogada como colonizacion hospitalaria.
Fecha Muestr DSl Cirugia | Tto ATB Ingresos Motivo
P Edad Sexo | Aislamiento . - Planta CP Hosp. ! .
aislamiento a previa previo en UCI del Alta
13 | 67 M EfcvanB 6-6-2005 ccv et 21 Si si Si Mejora
Exudado Mejora y
14 44 \Y EfmvanB 19-11-2008 COT-A herida. No 10 meses Si Si Si al mes
exitus
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De los 13 pacientes con ERV aislados en cultivos de vigilancia, 12 estuvieron
involucrados en el estudio del brote que tuvo lugar en el afio 2005 y uno se obtuvo
durante un estudio de vigilancia activa realizado en el afio 2009. Las caracteristicas

demogréficas y epidemioldgicas de estos pacientes se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes hospitalizados
con aislamientos por E.faecium y E. faecalis resistentes a la vancomicina en
muestra de vigilancia activa.

Dias de

Edad Sexo | Aislamiento ; Fecha Planta Muestra Hosp. Ciuge | ViUl TS RIStD

aislamiento previa previo en UCI del Alta

15 51 M EfmvanA 17/10/2005 Nefrologia Exu.dado 23 Si Tx Si Si Mejora
perianal

16 52 M EfmvanA 17/10/2005 Nefrologia Exu.dado 83 Si Tx Si Si Mejora
perianal

17 | 52 M EfmvanA 17102005  Nefrologia ~ =xudado 9 Si Tx Si Si Mejora
perianal

18 59 v EfmvanA 17/10/2005  Nefrologia i’e“r‘l‘;";‘]‘;f 19 Si Tx Si Si Mejora

19 | 55 M EfvanA  17/10/2005  Nefrologia i’e“r‘l‘;";‘]‘;f 4 siTx Si Si Mejora

20 58 \ EfmvanA 17/10/2005 Nefrologia Exu.dado 12 No Si No Mejora
perianal

21 | 35 v EfmvanA  26/10/2005  Nefrologia f)’;’l‘;zif 65  SiTx Si Si Mejora

2 | 61 M EfmvanA  26/10/2005  Nefrologia ~ =xudado 4 Si Tx Si Si Mejora
perianal

23 55 v EfrvanA  26/10/2005  Nefrologia i’éfl‘ii‘;‘l’ 11 Si Tx Si Si Mejora

24 52 M EfmvanA 02/11/2005 Nefrologia Exu_dado 77 Si Si Si Mejora
perianal

25 50 M EfmvanA 02/11/2005 Nefrologia Exu.dado 15 Si Tx Si Si Mejora
perianal

2% | 49 v EfmvanA  02/12/2005  Nefrologia ~ =Xudado No Si No Mejora
perianal

Medicina Exudado 4 . .
27 81 M EfmvanA 22/3/2009 [, perianal TTERES No Si No Mejora
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1V.7. Estudio de un brote por EfmvanA en el 2005 en la planta de Nefrologia del
HUC

Como se aprecia en el figura 8, en julio del 2005, se aisl6 un EfmvanA por
primera vez en nuestro hospital, procedente de una paciente (paciente 4, ver tabla 20)
con una infeccion de sitio quirurgico ingresada en la planta de Nefrologia, la cual murio
al dia siguiente. En septiembre se detectd una segunda infeccion del sitio quirdrgico por
EfmvanA (paciente 5), y en octubre se detectaron 2 casos més de infeccion, una del
tracto urinario (paciente 6) y una del sitio quirargico (paciente 7), en la misma planta
de Nefrologia. Estas infecciones evolucionaron favorablemente con tratamiento
antibidtico (linezolid). Se adoptaron medidas de control de la infeccion, por lo que se
aplico aislamiento de contacto. El 17 de octubre se realizd el primer cribado con
muestras perianales a todos los pacientes (21 pacientes) ingresados en la planta de
Nefrologia. Se encontraron en ese momento 9 pacientes colonizados por EfmvanA,
incluidos 3 de los 4 pacientes con infeccion hospitalaria (al primer paciente, paciente 4,
no se le pudo recoger, pues habia fallecido). Después de este primer cribado y a partir
del 15 de diciembre de 2005 se realiz6 estudio de portadores una vez por semana a
todos los pacientes ingresados en Nefrologia. En este periodo se identificaron otros 6
pacientes colonizados. A partir de este momento y hasta marzo de 2006, en el que
finalizaron los cribados, no se identifico ningin paciente colonizado mas. A los
pacientes colonizados por EfmVR se les aplico aislamiento de contacto sin tratamiento
de su estado de portador. Es importante sefialar que el 24 de octubre del 2005 la planta
de Nefrologia se trasladd dentro del hospital a otra planta de nueva creacién y que

reunia, en todos los sentidos mejores condiciones.

Los 16 pacientes en los que se aisl6 EfmvanA, ya sea por colonizacion o por
infeccion hospitalaria, eran trasplantados renales y la mayoria de ellos habian sido
intervenidos quirdrgicamente, como se puede apreciar en las tablas 19 y 21. La media
de edad de los pacientes fue de 53,5 afios (rango: 35-61 afios), 10 pacientes (62,5%9
eran mujeres y 6 pacientes (37,5%) eran varones. A todos se les habia realizado
hemodialisis antes del tranplante renal, con una duracion media de 43 meses (rango: 7-
128 meses). EI 100% de los pacientes habia recibido tratamiento antibiético maltiple los
meses previos al aislamiento de EfmvanA, y concretamente el 44% habia recibido

glucopéptidos en el Gltimo mes: 5 pacientes recibieron vancomicina y 2 pacientes
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recibieron teicoplanina. La media de dias de hospitalizacion previos al aislamiento de
EfmvanA fue de 35 dias (rango: 4-83 dias).

En el figura 8 aparecen los 4 pacientes que padecieron infeccion hospitalaria
durante el brote con el color verde y el resto corresponde a los pacientes colonizados
con color gris. En el eje de abscisas se muestra el tiempo de ingreso en la planta de
nefrologia.

Figura 8._Distribucion de pacientes infectados vy portadores periananles de

EfmvanA involucrados en el brote del afio 2005. Cada rectangulo representa el tiempo

de ingreso en la planta de Nefrologia y el nimero, en el caso de las infecciones, la
habitacion en la que estaban ingresados. La linea roja simboliza el momento en que se

aislé el EfmvanA.

Pacientes Ener Febrer Marz Abr May Junio Julio Agosto  Sep Octub No Dic.
0 0 0 il 0 : re \2
s 1305-1 | | 1308-1 I
5 1305-2 | I
6 1303-1 1308-2
7 1308-1 1303-1 |
15 ]
16 : |
17 ]
18 11
19 I
20 1]
= [T ]
22 — N
23 I I |
= | | | | 1]
25 -
26 [ ] L
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En el mismo periodo otros 3 pacientes con aislamiento de EfmvanA se
detectaron por primera vez en otros 2 hospitales universitarios de Canarias. En el
Hospital Universitario Insular de Gran Canaria (HUIGC) se aislé un EfmvanA en una
paciente de 16 afos a la que se le habia trasplantado un rifién en nuestro hospital (HUC)
en septiembre del 2005. En el Hospital Nuestra Sefiora de la Candelaria (HUNSC) se
detectaron 2 pacientes mas con aislamientos de EfmvanA en febrero y mayo del 2006.
El primer paciente era un varén de 37 afios ingresado en la Unidad de Cirugia General
del HUNSC y que coincidio en tiempo y lugar con uno de los pacientes involucrados en
el brote por EfmvanA del HUC. El segundo paciente era otro varén de 81 afios de edad
hospitalizado en la Unidad de Digestivo del HUNSC sin aparente relacion con los casos
anteriores. Tanto en el HUIGC como en el HUNSC se adoptaron medidas de control de
la infeccion, como el aislamiento de contacto y la toma de muestras de cribado de los

pacientes infectados para descartar colonizacion rectal.

Los aislados de ERV fueron remitidos a nuestro departamento de Microbiologia
y Medicina Preventiva para realizar el genotipado. En la tabla 22 se exponen los datos

demograficos y clinicos de estos tres pacientes.

Tabla 22. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes hospitalizados
con aislamientos por enterococos resistentes a la vancomicina en otros Hospitales
de Canarias.

Dias de

P Edad Sexo | Aislamiento 5 Fecha Hospital Muestra CP Hosp. Chgls | Vi AV JITNs0s plote
aislamiento previa previo en UCI del Alta
28 16 M EfmvanA 17/11/2005 HUIGC Orina Si 5 dias Si (TX) Si Si Mejora
. . . . Exitus
29 37 \Y EfmvanA 20/02/2006 HUNSC Sangre Si 70 Si Si Si (al mes)
. . . Exitus
30 81 M EfmvanA 25/05/2006 HUNSC Orina Si 37 No Si No
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1V. 8. Tipificacion molecular de los ERV aislados en el HUC.

Los resultados del PFGE, ver figura 9, 10 y 11, revelan que los 16 EfmvanA
aislados en el brote del 2005 en nuestro hospital y los aislamientos de los dos hospitales
(HUIGC y HUNSC) se agruparon en un mismo PFGE tipo con 3 subtipos (A1, Az, As)
estrechamente relacionados (2 o 3 bandas de diferencia entre ellos y mas del 90% de
similitud). Los tres pacientes colonizados rectales con infeccion hospitalaria estaban
colonizados por el mismo subtipo de PFGE.

Los aislamientos de EfmvanA encontrados en el HUC en los afios 2007 y 2008

eran diferentes a los involucrados en el brote del 2005.

Figura 9. Dendograma resultante del analisis de los pulsotipos de PEGE de los

EfmvanA aislados en el brote 2005 v en los afios 2007 y 2008.

Dice (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)]
EVR EVR

80
100

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ m H \ 10 22/03/2008  vanA  HUC (Digestivo)
\ H \ \ H \ \ \ H H \ 12 27/12/2008  vanA  HUC (Neurocirugia)
[ | IR 27 22/03/2009 vanA  HUC (Medicina Interna)
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ 8 2/3/2007 vanA  HUC (C.G.Digestivo)
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 9 28/3/2007 vanB  HUC (Digestivo)
H \ H \ \ \ \ \ \ \ 6 4/10/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \H \ \ \ \ 17 17/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \H \ \ \ \ 15 17/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
i \ \ \ \ H \ \ \ \ \ 24 2/11/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ 25 2/11/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
\ \ \ \ \ \ \ \ 5 5/9/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \ \ \ \ \ \ \ 4 25/7/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
H \ H \ \ \ \ 7 7/10/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \ H \ \ \ \ 16 17/10/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
H H \ \ \ \ \ \ \ \ 20 17/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \ H \ \ \ \ \ \ 19 17/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
\ \ \ \ \ \ \ \ \ 21 26/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \ H \ \ \ \ \ \ 23 26/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
H H H \ \ \ \ \ \ 22 26/10/2005 vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \ H \ \ \ \ \ \ 26 2/12/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
H \ \ H \ \ \ \ 29 20/02/2006  vanA  HUNSC
U H \ \ H \ \ \ \ \ \ 30 25/5/2006  vanA  HUNSC
H H \ \ \ \ \ \ \ 28 17/11/2005 vanA  HUIGC
L \ H \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ 18 17/10/2005  vanA  HUC (Nefrologia)
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Figura 10. PEGE de EfmvanA aislados en el brote 2005. Las lineas 1, 8 y 15

pertenecen al marcador de peso molecular, las lineas 2, 3 4 y 5 pertenecen a los 4
pacientes con infeccion (paciente 4, 5, 6 y 7, ver tabla 19) el resto de lineas pertenecen
a pacientes colonizados por EfmvanA obtenidos tras realizar el control de portadores
(paciente 18, 16, 17, 15, 20 y 19, ver tabla 21).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Figura 11. PEGE Las lineas 1, 8 y 15 pertenecen al marcador de peso molecular, las
linea 2, 3, 4 y 6 pertenecen a pacientes colonizados por EfmvanA obtenidos tras realizar
el control de portadores en 2005. La linea 5 pertenece a un E. gallinarum aislado en
muestra clinica en 2005. Las lineas 7, 9 pertenecen a muestras clinicas de dos pacientes
del HUNSC donde se aislé EfmvanA en 2006 (pacientes 29 y 30, ver tabla 22), la linea
10 es un EfmvanA aislado en el HUIGC (pacientes 28). La linea 11 pertenece a un
EfmvanA aislado en 2007(paciente 8, ver tabla 19) y la 12 a un EfmvanB aislado el
mismo afio (paciente 9, ver tabla 19). La linea 13 pertenece a un EfmvanA aislado en el
HUNSC el 2007 y la 14 a un E. gallinarum del estudio de portadores realizado el 2007.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

El resto de resultados obtenidos por técnicas de epidemiologia molecular junto

con otros datos epidemioldgicos de los pacientes se observan en las tablas 23 y 24.
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Tabla 23. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes con

infeccion o

colonizacion por EfmvanA v caracteristicas moleculares de los aislados en el HUC.

. Fecha de Planta de Colonizacion : Genotipo PR FEsHice
Paciente . - o Py - PFGE  Fenotipo del gen del gen ST CC
aislamiento  Hospitalizacion Perianal van esp hyl
4 25/07/2005  Nefrologia Si A VanA vanA
5 05/09/2005  Nefrologia NR Ay VanA vanA Neg Neg 18 17
6 04/10/2005  Nefrologia Si A, VanA vanA
7 7/10/2005 Nefrologia Si A VanA vanA
15 17/10/2005  Nefrologia Si A, VanA vanA Neg Neg 18 17
16  17/10/2005  Nefrologia Si A, VanA  vanA
17  17/10/2005  Nefrologia Si A, VanA vanA
18 17/10/2005  Nefrologia Si A, VanA vanA
19  17/10/2005  Nefrologia Si A, VanA  vanA
20  17/10/2005  Nefrologia Si A; VanA  vanA
21  26/10/2005  Nefrologia Si A, VanA  vanA
22  26/10/2005  Nefrologia Si A, VanA vanA
23 26/10/2005  Nefrologia Si A VanA vanA
24 02/11/2005  Nefrologia Si A,  VanA  vanA
25  02/11/2005  Nefrologia Si A,  VanA  vanA
26  02/12/2005  Nefrologia Si A, VanA vanA
8  ozoy00r 9% No B VanA vanA  Pos Pos 102 17
10  22/03/2008  Digestivo Si D, VanA  vanA
12 27/12/2008  Neurocirugia No D, VanA vanA
27  22/03/2009 M. Interna Si E VanA vanA
Tabla 24. Caracteristicas _epidemiologicas _de los pacientes con _infeccion o

colonizacion por Enterococcus faecium resistente a vancomicina y caracteristicas

moleculares de los aislados en el HUNSC y HUIGC en el afio 2006 y 2007

28

29

30

Fecha de
aislamiento

17/11/2005

20/02/2006

25/05/2006

Hospital

HUIGC

HUNSC

HUNSC

Planta de
Hospitalizacién

Nefrologia

Cirugia General

Digestivo

Colonizacion

Perianal

Si

St

Si

PFGE Fenotipo

102

VANA

VANA

VANA

van

vanA

vanA

vanA

Genotipo Presencia

del gen esp

Neg

Neg

Pos

Presencia
del gen hyl

Neg

Neg

Pos

wn

T

18

18

18

cC

17

17
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IV. 9. Sensibilidad antibiotica de todos los aislados de ERV (2001-
2009).

Los 27 ERV del estudio se identificaron mediante el sistema automatizado
Vitek2 (bioMérieux), al igual que la sensibilidad antibiotica. De los 27 ERV, 25 fueron
E faecium y 2 E. faecalis. En las tablas 25, 26 y 27 se recogen los porcentajes de

sensibilidad frente a los diferentes antibiéticos testados.

Tabla 25. Sensibilidad antibiética de los EfmvanA aislados en el HUC en el

periodo 2001-2009.

S | R
AMPICILINA (n=20) - - 20
(100%)
GENTAMICICNA DE ALTO NIVEL DE RESISTENCIA 17 ] 2 (10,5%)
(n=19) (89,5%)
ESTREPTOMICINA DE ALTO NIVEL DE RESISTENCIA | 19 (95%) ) 1(5%)
(n=20)
19
CLINDAMICINA (n=19) - - (100%)
ERITROMICINA (n=20) - 8(40%) 12 (60%)
20
CIPROFLOXACINO (n=20) - - (100%)
19
LEVOFLOXACINO (n=19) - - (100%)
17
NORFLOXACINO (n=17) - - (100%)
TETRACICLINA (n=20) 2 (10%) - 18 (90%)
NITROFURANTOINA (n=17) 2 (11,7%) © 41;% ) 4 (23,5%)
TRIMETROPRIM-SULFAMETOXAZOL ) ] 12
(n=12) (100%)
20
TEICOPLANINA (n=20) - - (100%)
20
VANCOMICINA (n=20) - - (100%)
QUINUPRISTIN/DALFOPRISTIN (n=20) 19 (95%) 1 (5%) -
LINEZOLID (n=17) 17(100%) s =
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n= ndmero de aislamientos testados

Tabla 26. Sensibilidad antibiética de los EfmvanB aislados en el HUC en el periodo

2001-20009.
S [ ‘ R
AMPICILINA (n=5) 2(40%) - 3(60%)
GENTAMICICNA DE ALTO NIVEL DE 2(40%) ) 3(60%)
RESISTENCIA(N=5)
ESTREPTOMICINA DE ALTO NIVEL DE 3(60%) ) 2(40%)
RESISTENCIA (n=5)
CLINDAMICINA (n=2) - - 2(100%)
ERITROMICINA (n=5) 1(20%) - 4(80%)
CIPROFLOXACINO (n=5) 1(20%)  1(20%)  3(60%)
LEVOFLOXACINO (n=5) 2(40%) - 3(60%)
NORFLOXACINO (n=4) - 1(25%)  3(75%)
TETRACICLINA (n=4) 2(50%) - 2(50%)
NITROFURANTOINA (n=1) - 1(100%) -
TRIMETROPRIM-SULFAMETOXAZOL (n=2) - - 2(100%)
TEICOPLANINA (n=5) 5(100%) - -
VANCOMICINA (n=5) - - 5(100%)
QUINUPRISTIN/DALFOPRISTIN (n=5) 2(40%)  3(60%) -
LINEZOLID (n=5) 5(100%) -

n= numero de aislamientos testados
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Tabla 27. Sensibilidad antibidtica de los EfcvanB aislados en el HUC en el periodo

2001-20009.

S ‘ | R
AMPICILINA (n=2) 2(100%) - -
GENTAMICICNA DE ALTO NIVEL DE 1(50%) _ 1(50%)
RESISTENCIA (n=2)
ESTREPTOMICINA DE ALTO NIVEL DE 1(50%) ) 1(50%)
RESISTENCIA (n=2)
CLINDAMICINA (n=2) - - 2(100%)
ERITROMICINA (n=2) - 1(50%)  1(50%)
CIPROFLOXACINO (n=2) 1(50%) - 1(50%)
LEVOFLOXACINO (n=2) 1(50%) - 1(50%)
NORFLOXACINO (n=1) - 1(100%) -
TETRACICLINA (n=2) - - 2(100%)
NITROFURANTOINA (n=1) 1(50%) - -
TRIMETROPRIM-SULFAMETOXAZOL _ ] 1(50%)
(n=1)
TEICOPLANINA (n=2) 2(100%) - -
VANCOMICINA (n=2) - - 2(100%)
QUINUPRISTIN/DALFOPRISTIN (n=1) - - 1(50%)

LINEZOLID (n=0)

n= ndmero de aislamientos testados
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IV.10. Resultados de los estudios de vigilancia activa de ERV
realizados durante los afios 2007 y 2009.

Como ya hemos indicado con motivo del brote que tuvimos en el Servicio de
Nefrologia realizamos un estudio de vigilancia activa con tomas perianales en todos los
pacientes de dicha unidad. Dicho estudio se inicié el 17 de octubre del 2005 y se

finalizé el 13 de marzo de 2006.

Si bien en el afio 2006 no tuvimos ninguna infeccidn, ni siquiera colonizacion
por EfmRV o EfcRV en todo el hospital y sélo en 2007 tuvimos 2 infecciones, una por
EfmvanA y otra por EfmvanB en el servicio de Digestivo y en el de Cirugia General y
digestiva. Se tomo la desicién de realizar un estudio de vigilancia activa en Nefrologia.
Se escogieron dos dias alternos de la Gltima semana de septiembre y se procedié al
estudio en 19 pacientes. A 13 se le tomaron muestras perianales ambos dias y al resto
s6lo en uno, es decir, se realizaron un total de 32 tomas. En ninguno de los pacientes se
aislé EfmRV ni EfcRV. En 2 pacientes se aislé E. gallinarum en las dos tomas que se le

realiz6 a cada uno de ellos.

El tercer estudio de vigilancia se realizé en un periodo comprendido entre marzo
y junio de 2009. Se realizaron muestras perianales a 185 pacientes: 60 de Hemodialisis,
47 de Cirugia General Digestiva, 36 de Medicina Interna, 19 de Oncologia Médica y 23
de Nefrologia. Como se refleja en la tabla 28 de todos los pacientes del estudio sélo en
un caso se aislé 1(0,5%) EfmvanA (vancomicina CMI>256 pg/ml, Teicoplanina
CMI>32ug/ml), el cual fue detectado tanto por la PCR a tiempo real GeneOhm™VAnNR
Assay®(Becton Dickinson) como a las 48h de incubacion de los cultivos directo
Enterococcosel® Agar with Vancomycin, 8ug/ml (Becton Dickinson) y de
enriquecimiento Brain-Heart Infusion®(Oxoid) . El resto de las PCR fueron: 154(83%)
negativas y 30(16%) positivas para vanB. Ninguna de las PCR positivas para vanB
fueron identificadas como E. faecium ni E. faecalis. De las 30 muestras con PCR vanB
positivas: en 15(50%) los cultivos fueron negativos, en 2(13.3%) Pedioccoccus
pentosaceus y en 1(3,3%) Streptococcus spp, en 9(30%) se aisld E.gallinarum, en
3(10%) E. casseliflavus a los cuales les realizamos PCR casera y ninguno era portador

del gen vanB, como consecuencia, obtuvimos un 16% de falsos positivos. Se aislo E.
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gallinarum en los cultivos de 33(17,8%) pacientes y E. casseliflavus en 8(4,3%), con

bajo nivel de resistencia a la vancomicina (ver tabla 29). Se reviso la historia clinica de

la paciente portadora de EfmvanA, ingresada en el servicio de Medicina Interna, para la

busqueda de factores de riesgo: edad avanzada, una larga estancia hospitalaria y

tratamiento previo con vancomicina debido a una sepsis de origen pulmonar por

Staphylococcus aureus meticilin resistente.

Tabla 28. Resultados del estudio de vigilancia de ERV en el afio 2009.

PCR a tiempo real

cultivo directo

cultivo tras enriquecimiento

Total =185 24h 48h 24h 48h
e PCR positivas para vanA: 1 Neg E.faecium Neg E.faecium
e PCR negativas: 154 (83%) Neg Neg Neg Neg
15(50%) cultivos negativos
2(13,3%) cultivos positivos = Pediococcus pentosaceus
e PCR positivas vanB: 30 (16%) 1(3,3%) cultivos positivos = Streptococcus spp.
9(30%) cultivos positivos = Enterococcus gallinarum
3(10%) cultivos positivos =Enterococcus casseliflavus

Tabla 29. Porcentajes de Enterococcus gallinarum aislados durante el estudio de

vigilancia realizado en el afio 2009.

Servicio

Enterococcus gallinarum

Enterococcus casseliflavus

Oncologia médica

Medicina Interna

Digestivo

Hemodialisis

Nefrologia

36,8%

22,2%

12,8%
15%
13%

1,9%
2,8%
4,2%
5%
4,4%
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Discusion

V. 1. Infecciones por Enterococcus spp. en el HUC durante el periodo
2001-2009 vy Densidad de Incidencia de infecciones por Enterococcus
spp. en el HUC durante el periodo (2001-2009).

Los enterococos constituyen uno de los agentes causales mas importantes de
infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria asi como de extrahospitalarias, con
un predominio claro de E. faecalis, que en nuestro caso, se ha mantenido a lo largo de
todo el periodo con un porcentaje en torno al 83-84%, seguido de E. faecium que
representa alrededor de un 14-15% e incluso en algunos afios superior (19-20%),
habiendo incrementado ligeramente su participacion dentro del conjunto de enterococos.
El resto de enterococos como puede verse en la tabla 2 tienen una escasa presencia

predominando para el conjunto del periodo el E. avium.

El incremento de participacion de E.faecium en las infecciones relacionadas con
la asistencia sanitaria y extrahospitalarias ha sido sefialado por otros autores en Espafia

que incluso lo sitdan en el 22% de los casos de bacteriemias®>1%),

En las tablas 30 y 31 se presenta el andlisis estadistico realizado mediante la
Regresion de Poisson, aplicada a la densidad de incidencia, tanto en el caso de
infecciones de E. faecalis como E. faecium que ponen en evidencia un incremento claro
en el caso de infecciones de E. faecalis a partir del afio 2005 que se estabiliza para el
resto del periodo hasta el 2009. En el caso de E. faecium ese aumento tiene su punto de
inflexion en el 2006 estabilizandose nuevamente hasta 2009. Los referidos incrementos

tienen, como puede verse, significacion estadistica.
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Tabla 30. Resultados del andlisis estadistico realizado mediante la Regresion de

Poisson, aplicada a la densidad de incidencia de infecciones de E. faecalis (2001-

2009).
Infecciones_E.faecalis
P

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009
2001 | - 0009 0,57 haNyOP 002 003 007 014 <0001
2002 - - 0,04 015 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2003 - - - 0,73 0,002 0,003 001 003 <0,001
2004 - - - - 0,007 001 004 007 <0001
2005 - - - - - 093 056 039 0,07
2006 - - - - - - 065 046 0,049
2007 - - - - - - - 081 0,01
2008 - - - - - - - - 0,007
2009 - - - - - - - - -

Tabla 31. Resultados del andlisis estadistico realizado mediante la Reqgresion de

Poisson, aplicada a la densidad de incidencia de infecciones de E. faecium (2001-

2009).
Infecciones E.faecium
P

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009
2001 - 064 085 094 0037 0015 <0001 0,002 0,002
2002 - - 078 077 014 0,06 <0001 0,01 0,014
2003 - - - 099 006 0024 <0001 0,003 0,004
2004 - - - - 0,06 0,023 <0,001 0,003 0,004
2005 - - - - - 0,77 003 030 0,36
2006 - - - - - - 0,08 051 0,58
2007 - - - - - - - 032 027
2008 - - - - - - - - 0,97
2009 - - - - - - - - -
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V. 2. Infecciones por Enterococcus spp. por especie y localizacion
clinica en el HUC en el periodo (2001-2009).

Tanto en el caso de E. faecalis como E. faecium (tablas 4 y 5), la localizacién
mas frecuente es la infeccidn de herida de piel y partes blandas (IHPB). En ambos casos
igualmente se ha producido un notable incremento a lo largo del periodo. Cuando se
realiza el analisis estadistico partiendo de la hipdtesis de que las IHPB podrian ser el
origen de esos puntos de inflexion en el caso de E. faecalis como de E. faecium, cuando
hipotetizamos se obtiene un Riesgo Relativo RR=1,5 [IC 95%: 1,33-1,70; p<0,001] el
cual es el doble en el segundo periodo que en el primero, aumento que no tiene que ver
con las estancias hospitalarias puesto que se mantienen a lo largo del tiempo. La
comparacion de proporciones se llevo a cabo con la prueba estadistica Johckheere-

terpstra.

En el caso de E. faecalis las ITU constituyen la segunda localizacion cercana a
las IHPB. Para E. faecium las ITU representan una localizacion mucho menos frecuente

que las IHPB y similar a las bacteriemias.

No merecen especial comentario las otras especies de enterococos en cuanto a
sus localizaciones, solo sefialar el E. avium, el més frecuente entre ellos, destacando su
localizacion en IHPB. Para E. gallinarum, sin embargo, la infeccion mas frecuente ha

sido la bacteriemia.

V. 3. Bacteriemias por enterococos relacionadas con la asistencia
sanitaria.

V.3.1. Bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria sequn especies de
enterococos en el HUC durante el periodo 2001-2009.

En la tabla 11, que refleja los datos correspondientes a las bacteriemias
relacionadas con la asistencia sanitaria para cada uno de los afios del periodo de estudio,
puede verse que el E. faecalis constituye el 81,38% de todos los casos, mientras que el

E. faecium el 17%. Estas cifras son coherentes con las descritas por otros autores, si
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bien, en algunos casos se sitla ya en el 22% para E. faecium. Es Ilamativo en nuestro
caso que el resto de Enterococcus spp. concretamente E. casseliflavus, E. durans y E.
gallinarum, solo representan el 1,6% de las bacteriemias por enterococos mientras que

para otros autores espafioles representan el 7% e incluso el 8%99(97),

V/.3.2. Densidad de Incidencia de bacteriemias relacionadas con la asistencia
sanitaria por E. faecalis y E. faecium.

Para poder valorar adecuadamente la evolucion de las bacteriemias por
enterococos a lo largo del periodo de estudio recurrimos a la densidad de incidencia

calculada para E. faecalis y E. faecium, que esta reflejada en la tabla 12 y figura 5.

En la tabla 32 y 33 reflejamos los resultados que se obtienen aplicando la
Regresion de Poisson.

Tabla 32. Resultados del andlisis estadistico realizado mediante la Reqgresion de

Poisson, aplicada a la densidad de incidencia de bacteriemias de E. faecalis

BACTERIEMIAS E.faecalis

P

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009
2001 - 096 019 029 0,001 <0001 0,008 <0,001 0,003
2002 - - 026 037 0002 <0001 001 0001 0,005
2003 - - - 090 006 002 021 004 011
2004 - - - - 004 001 013 002 0,07
2005 - - - - - 080 058 091 0,84
2006 - - - - - - 034 092 055
2007 - - - - - - - 046 0,80
2008 - - - - - - - - 0,69
2009 - - - - - - - - -

112



Discusion

Tabla 33. Resultados del andlisis estadistico realizado mediante la Reqresiéon de

Poisson, aplicada a la densidad de incidencia de bacteriemias por E. faecium

BACTERIEMIAS E.faecium

P

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009
2001 : 022 036 010 016 0,006 0,006 <0,001 0,23
2002 - - 094 088 099 019 020 006 0,99
2003 - - - 063 08 010 011 002 097
2004 - - - - 099 034 036 012 0,85
2005 - - - - : 024 025 007 0,99
2006 - - - - - - 099 064 018
2007 - - - - - - - 062 0,19
2008 - - - - - - - - 0,05
2009 - - - - - - - - -

Cuando estudiamos lo sucedido con E. faecalis en la tabla 32, podemos ver que
se produce un punto de inflexién entre el 2004 y 2005 con una elevacion que es
claramente significativa pero que se va a mantener sin cambios entre 2005 y 2009. Para
E. faecium (tabla 33) podemos establecer que realmente solo existen diferencias
significativas del 2006 al 2008 con relacion al 2001, sin que con posterioridad, hablando
en términos generales se hayan producido cambios en la tendencia de bacteriemias por

E. faecium.

V.4. Bacteriemias recogidas en el EARSS en el HUC durante el periodo 2001-2009.

En la tabla 13 se reflejan los datos de bacteriemias relacionadas con la asistencia
sanitaria y las comunitarias tanto para E. faecalis como para E. faecium. Podemos
observar que para esos dos afios E. faecium representa el 15,79% del total de

bacteriemias, representando las comunitarias del global el 7,5%.
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V.5. Importancia de las bacteriemias por enterococos en relacion al
total de bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria en el
HUC en el periodo de estudio 2001-2009.

Como sefialamos anteriormente en la tabla 14 se recoge la etiologia de las
bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria en nuestro hospital para cada afio

del periodo de estudio y globalmente.

Hay que destacar que para el conjunto del periodo las bacteriemias por
Enterococcus spp. ocupan la tercera posicion. Esta posicion es superior a la referida por
autores espafioles®”, asi como por estudios de ambito internacional como el SENTRY
(%) que sitlian a Enterococcus spp. en la quinta posicién en Europa, en la cuarta en

Norteamérica y en la novena posicion en Latinoamérica.

Mayor interés tiene, referirse al porcentaje que representan las bacteriemias por
enterococos del total de bacteriemias, en el referido estudio SENTRY™®), en EE.UU.
son el 10,2%, en Europa el 7,2% y en Latinoamérica el 3,3%. En Espafia, los datos del
EPINE y de otros autores™®( 197 |g sittian incluso por debajo de Europa en un rango
del 5,6%%),

Para nosotros el porcentaje es del 13,9% para Enterococcus spp., 1o que subraya

la importancia que tienen los enterococos en nuestro estudio.

V.6. Resistencia a la ampicilina, linezolid vy de alto nivel a la
gentamicina de las bacteriemias por E.faecalis y E. faecium en el HUC
en los afos 2008 y 2009.

En las tablas 15 y 16 recogiamos los datos de las resistencia a la ampicilina,
linezolid y de alto nivel a la gentamicina de las bacteriemias, tanto relacionadas con la
asistencia sanitaria como comunitarias de nuestro hospital a través del programa
EARSS para los afios 2008 y 2009.

Es concordante con todos los estudios, la baja resistencia de E. faecalis a la
ampicilina y la alta resistencia de E. faecium’® %) para la resistencia de alto nivel para

la gentamicina nos situamos en valores para esos dos afios de 42-49% para E. faecalis y
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de 23,8- 45% para E. faecium). Esto quiere decir que nos situamos en un nivel alto de
resistencia ya que los datos para Europa de bacteriemias en 2008 situaban el rango de
resistencia de alto nivel para gentamicina de E. faecalis entre 25-50%. Para E. faecium
estos valores se aproximan a los de otros estudios situandose por debajo de la

resistencia de E. faecalis®®V,

Tanto E. faecalis como E. faecium presentan una alta sensibilidad al Linezolid.

V/.7. Resistencia a la ampicilina de los aislamientos por E. faecium en el
HUC.

En muchas ocasiones se ha establecido que el incremento de la resistencia de E.
faecium a la ampicilina precede a menudo, con unos afos de diferencia, a la resistencia
a la vancomicina®®. No es nuestro caso porque como puede verse en la tabla 17 desde
el comienzo de nuestro periodo de estudio hemos tenido una resistencia alta a la
ampicilina superando en términos generales el 80% sin que se haya producido, como ya
veremos posteriormente un incremento real de la resistencia a la vancomicina. Picazo y
colaboradores en el estudio VIRA 2006®% cita para el afio 2001 un porcentaje del
52,1% (92,7% en nuestro hospital) y un 62,9% para el afio 2006 (83,8% en nuestro

caso). Esto indica el elevado nivel de resistencia a la ampicilina en nuestro caso.

V.8. Enterococcus spp. resistentes a la vancomicina en pacientes del
HUC en el periodo 2001-2009.

Como puede verse en la tabla 18 y en la figura 6, el nimero de ERV aislados en
nuestro hospital es afortunadamente muy reducido ya que en este periodo de 9 afios s6lo
hemos tenido 11 infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria por ERV, de las
cuales 10 fueron por E. faecium (4 EfmvanB y 6 EfmvanA) y solo una por EfcvanB.
Ademas tuvimos una infeccion extrahospitalaria por EfmvanA. Tuvimos 15
colonizaciones en el HUC, de las cuales 13 son perianales, obtenidas por busqueda
activa de portadores en relacion al brote y 2 colonizaciones son de muestra clinica

(exudado de herida y punta de catéter como se aprecia en la tabla 20). Mencion aparte
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son las infecciones por E.gallinarum y E.casseliflavus que fueron 9 y 7
respectivamente. Ninguna otra especie de ERV fue aislada.

El porcentaje de ERV en el caso de E.faecium esta en torno, como puede verse
en el gréfico 7, al 2%, con un pico en el afio 2005 de un 6% el cual corresponde al brote
que comentaremos posteriormente y, en el otro extremo, el afio 2009, dénde no tuvimos

ninguno. Este valor es similar al referido para Espafia y algunos paises Europeos®©®.

Para E.faecalis el porcentaje es cero en todos los afios salvo la Gnica infeccion en
el 2008 que lo sittan en 0,27%.

Quisiéramos destacar que el primer aislamiento de EfmvanB que hicimos en el

afio 2001 representa el primer caso en Espafia, al menos informado.

Cuando comparamos nuestros datos referidos a bacteriemias encontramos que se

sitGan en el limite inferior del rango para Espafia 1-3%?

para EfmRV. En el caso de
EfcRV se habla de <1%"?, siendo en nuestro caso de 0,2%. Esto es llamativo si se
compara con EE.UU. y con algunos paises de Europa, asi, en EE.UU. alrededor del 13%
de los enterococos aislados son ERV llegando al 20% en las UCIs®®?. Este porcentaje
estd referido al conjunto, es decir, incluyendo E.faecalis y E. faecium resistentes a la
vancomicina, ya que los datos del estudio SENTRY para el 2002 sefialaban una

resistencia a la vancomicina para E. faecium del 60,9% y sélo del 2,5% para EfcRV*®

En el Reino Unido, los datos referidos a las bacteriemias sefialan un 8-12% en el
periodo 2001-2007 de ERV, siendo el 20-25% para EfmRV y 1,6% EfcRV. Italia para el
2007 refleja un 11% aunque habia llegado a un 24% en el 2003 para EfmRV. Portugal,
en el 2007, fue del 29%, si bien, lleg6 a un 47% en el 2003. Grecia llegd en el 2006 al
42% de EfmRV y Alemania refleja cifras del 8% para el 2006 y 15% en el 2007 para

EfmRV. Paises como Bélgica, Francia y Austria presentan niveles bajos de ERV,

La distribucion interna para EfmvanB y EfmvanA y de EfcvanB y EfcvanA es

muy similar a la que presenta Francia, asi, EfmvanA representa para ellos el 78% y para

nosotros el 74%; EfmvanB en el caso de Francia es el 18% y en nuestro caso 18,5%; hay

116



Discusion

ligeras diferencias en EfcvanA y EfcvanB con respecto a Francia, pero es que en nuestro
caso tenemos s6lo un aislado que es EfcvanB.

En resumen, podriamos decir que los ERV no representan un problema en
nuestro hospital dada su escasa incidencia en absoluto comparable a los de otras

bacterias multiresistentes.

Y esto una vez descartado el origen animal de los ERV en Europa como se hablé
en su tiempo, tampoco es atribuible en nuestro caso, ni en general, en Espafa, a una

rigurosa politica de antibioticos.

Es Ilamativo, ver tabla 34, como el consumo de vancomicina en nuestro hospital
durante el periodo 2001-2010, marca un punto de inflexion a partir de 2005, valor
maximo del periodo, para caer hacia la mitad aproximadamente del consumo de 2010.
Esta caida se acompafia de un incremento injustificado del linezolid para el mismo

periodo (ver tabla 35).

Tabla 34. Evolucién del consumo de vancomicina en nuestro hospital
durante el periodo 2001-2010.

IMPORTE euros ‘ N° VIALES
2001 61.740 19.772
2002 57.843,70 20.210
2003 49.096,31 22.096
2004 56.151,98 26.653
2005 63.463,13 30.340
2006 50.577,79 26.474
2007 41.281,76 26.601
2008 34.378,79 22.919
2009 28.002,90 18.738
2010 21.501,44 14.528
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Tabla 35. Evolucion del consumo del linezolid en nuestro hospital durante el

periodo 2001-2010.

IMPORTE euros ‘ N° VIALES
2001 = =
2002 - -
2003 5.040 81
2004 62.603 1.006
2005 70.094 1.395
2006 133.084,31 2.239
2007 317.519,25 5.326
2008 460.484,36 71.724
2009 647.929,21 10.868
2010 784.218,96 13.699
2011(6meses) 341.793,74 5.242

Figura 12. Consumo de Linezolid, Vancomicina y Teicoplanina en el HUC durante

el periodo 2001-2010 (importe total en euros y n° de viales consumidos por afio)
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El perfil de riesgo de los pacientes que tuvieron infeccion hospitalaria es el

siguiente: edad media alta (66,36 afios), estancia hospitalaria prolongada con una media

de 79 dias, todos con antibioterapia previa prolongada y todos menos uno sometidos a

cirugia previa. Siete (63,63%) de los 11 pacientes, murieron sin que podamos establecer

en qué casos, si los hubo, hay una relacion con la infeccion. Predominan las infecciones
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de herida quirdrgica, piel y partes blandas y solamente dos bacteriemias. Cuatro de los
pacientes eran post-transplante renal.

Dado qué, como es légico no esta instaurado un sistema de vigilancia activa de
ERV y en relacion con la escasa incidencia de infecciones solo se aislaron en todo el
periodo dos EfcRV en muestras clinicas en nuestro hospital, ambos fueron vanB, uno

constituye un aislado de infeccion hospitalaria y el otro una colonizacion hospitalaria.

En relacion con el brote que describiremos a continuacion realizamos durante un
periodo de tiempo una vigilancia activa en el servicio de Nefrologia que di6 lugar a los
resultados que aparecen en la tabla 21 y sobre los que incidiremos a continuacion al
hablar del brote.

V.9. Estudio de un brote por EfmvanA en el 2005 en la planta de
Nefrologia del HUC vy tipificacion molecular de los ERV aislados en el
HUC.

Como hemos visto la presencia de ERV ha sido minima en nuestro hospital
como pasa en general en los hospitales espafioles. Si bien, hay que destacar que tuvimos
un brote, 4 fueron infecciones entre julio y octubre del 2005, en el servicio de
Nefrologia de nuestro hospital, todos ellos en pacientes post-transplantados. Y que
estuvo relacionado con los primeros aislamientos de EfmVVR en otros dos hospitales

universitarios de las islas Canarias.

Como consecuencia del brote en nuestro hospital iniciamos en octubre del 2005
un sistema de vigilancia activa para la deteccion de ERV a partir de tomas perianales a
todos los pacientes hospitalizados en la planta de Nefrologia. EI Gltimo aislamiento de
toma perianal se realiz6 el 2 de diciembre del 2005. Dado que desde entonces no se
volvié en los meses siguientes a aislar, suprimimos la vigilancia activa el 13 de Marzo
de 2006. En total, el brote en nuestro hospital incluyé a 4 pacientes con infeccion, en 3
de los cuales la toma perianal fue positiva, teniendo en cuenta que el primer caso
fallecié al dia siguiente de identificar si infeccion de localizacién quirdrgica y 12
pacientes en los que hubo colonizacion detectada por vigilancia activa pero no

infeccion. Esto es coherente con lo ya conocido, que por cada caso de infeccion por
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ERV se detectan muchos mas casos de colonizacion. Todos los pacientes tanto
infectados como colonizados responden a los perfiles de riesgo descritos que incluyen:
hemodialisis, hospitalizaciones frecuentes y prolongadas, enfermedades cronicas y
subyacentes, multitratamiento con antibidticos incluyendo tratamientos previos con

vancomicina y/o cefalosporinas.

Este brote que es el primero descrito en Canarias, responde por lo tanto a las
caracteristicas ya descritas en otros brotes, pero ademas es interesante que por las
circunstancias ya relatadas en los resultados pudo verse que afect6 a 3 pacientes de otros
2 hospitales claramente relacionados epidemiolégicamente. Ademas, el estudio de todos
los aislados a través del PFGE que sigue siendo sin lugar a dudas el mejor marcador

molecular epidemioldgico, confirma esa asociacion epidemiologica.

En las tablas 23 y 24 y figuras 9, 10 y 11 puede comprobarse lo expuesto. Todos
los aislados se agruparon en el mismo PFGE, en tres subtipos: Ai, Az As,
estrechamente relacionados (2 o 3 bandas de diferencia entre ellos y mas del 90% de
similitud). Por lo que evidentemente forman parte de un mismo brote o cluster. Asi
mismo se comprueba que en los 3 pacientes infectados en los que se realizé aislamiento
perianal coincidia el subtipo de la infeccion con el de la colonizacion. Por otra parte por
MLST (ver tablas 23 y 24), se agruparon todos en una secuencia tipo ST18 que
pertenece al complejo clonal 17 el cual es el linaje mas importante de EfmRV adaptado
a los hospitales y que estd ampliamente descrita su presencia en los 5 continentes.
Algunos autores ° *° han propuesto ademas que los genes de virulencia esp y Hyl se
han utilizado como marcador del complejo C17. Como puede comprobarse en las tablas
23 y 24, en los casos que pudimos realizar el estudio, fueron negativos en 4 de ellos y
positivos en 3, tanto para el gen esp como para el hyl, contradiciendo la afirmacién de
los anteriores autores, ademas dos de los cuales, su secuencia tipo es la ST192.
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V. 10. Sensibilidad antibiética de todos los aislados de ERV (2001-
2009).

En las tablas 25, 26 y 27 hemos expuesto las resistencias de los distintos ERV,
es decir, los 20 EfmvanA, 5 EfmvanB y los 2 EfcvanB, a los diferentes antibioticos cuyo

estudio interesa.

Con respecto a EfmvanA hay que destacar que todos fueron resistentes a la
ampicilina. El alto nivel de resistencia a la gentamicina fue muy bajo, concretamente un
10,5%. Todos los aislados implicados en el brote y que pertenecian al mismo pulsotipo
no presentaban alto nivel de resistencia a la gentamicina. Para la estreptomicina el 95%
no presentaban resistencia de alto nivel. Igualmente el 100% fueron sensibles al
linezolid y el 95% al quinupritin/dalfopristin. Concordante con el perfil de los aislados
pertenecientes al CC17, el 100% fueron resistentes a las quinolonas (ciprofloxacino,

levofloxacino y norfloxacino).

Los EfmvanB aislados, si bien su nimero es limitado (5), presentaron un menor
nivel de resistencia a la ampicilina, un 60%, inferior por lo tanto al conjunto de todos
los E. faecium estudiados incluyendo tanto los sensibles como los resistentes a la
vancomicina. Sin embargo, presentan un mayor nivel de resistencia a la gentamicina
(60%) y a la estreptomicina (40%) y un menor nivel de resistencia a las quinolonas.
Todos los aislados fueron sensibles al linezolid.

Con respecto a los EfcvanB no se puede establecer ningun tipo de conclusion al
ser solo dos los estudiados. Tal vez sefialar que los dos fueron sensibles a la ampicilina
(100%), lo cual es coherente con el comportamiento general de E.faecalis. En el caso de
gentamicina y estreptomicina en cuanto a resistencia de alto nivel tuvimos un aislado

sensible y otro resistente a ambos antibidticos.
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V.11. Estudios de vigilancia epidemiologica de ERV llevados a cabo en
el HUC en los afos 2007 vy 2009.

Como hemos visto en el estudio de portadores realizado en el 2007, en el que
solo se incluy6 a 19 pacientes, no se aislo ningin EfmRV ni EfcRV, y si, en cambio, en
2 pacientes se aislo E.gallinarum. Esto pone en evidencia la ausencia de colonizacion en
nuestros pacientes que es coherente con la baja incidencia de infecciones por ERV.
También merece un pequefio comentario el hecho de que el medio cromogénico
utilizado no es absolutamente selectivo para EfmRV ni EfcRV, sino que permite en
algun caso el crecimiento de E. gallinarum. En cualquier caso esto no resulta un

inconveniente en absoluto para su utilizacion.

El estudio realizado en 2009, recordemos entre marzo y junio del 2009, incluy6
un numero mucho mas elevado de pacientes y por primera vez no se limit6 al servicio
de Nefrologia, sino que también se realiz6 en Hemodialisis, Oncologia Médica,
Digestivo y Medicina Interna con un total de 185 pacientes. La razdn de incluir estos
otros servicios es que son aquellos en los que a lo largo de nuestro periodo de estudio
hemos aislado algin ERV.

Nuevamente hay que destacar el bajo nivel de colonizacién por EfmRV y EfcRV
ya que solo se aislé6 un EfmvanA en una paciente de Medicina Interna. Si conviene
destacar los aislamientos de E. gallinarum y E. casseliflavus por 2 razones: una, la mas
importante, porque hay que destacar la alta frecuencia de colonizacion especialmente
por E. gallinarum en nuestro estudio que supera la descrita en otros trabajos®®®:
(209299 g otra, por la baja infectividad que demuestra ya que en todo el periodo sélo
hemos tenido 9 infecciones, aunque habria que destacar que 5 de ellos fueron

bacteriemias.
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Conclusiones

Los Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium se sitdan en el Hospital
Universitario de Canarias entre los agentes causales mas importantes de las
Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria con un claro
predominio de Enterococcus faecalis, si bién Enterococcus faecium ha
incrementado su participacion dentro del conjunto de enterococos. Ademas,

ambos han aumentado su incidencia en los ultimos afos.

La localizacién clinica mas frecuente la constituyen las infecciones de
heridas, piel y partes blandas que son las que han producido en nuestro
hospital el incremento global de las infecciones por los enterococos que

hemos sefialado anteriormente.

En el Hospital Universitario de Canarias las bacteriemias por enterococos, en
casi su totalidad Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, ocupan la
tercera posicion en el conjunto etioldgico y superan el porcentaje referido
por otros autores tanto en EE.UU como en Europa. Con referencia a Espafa
nuestro porcentaje dobla el valor de los datos globales nacionales.

A lo largo de todo el periodo, la resistencia a la ampicilina de los E. faecium
aislados en nuestro hospital, se ha mantenido en valores muy altos sin
variaciones significativas. Esta alta resistencia a la ampicilina de E. faecium
no ha significado, a pesar de lo sefialado por varios expertos, un incremento

de la incidencia de Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina.

La incidencia de Enterococcus faecalis y de Enterococcus faecium
resistentes a la vancomicina ha sido minima a lo largo de todo el periodo, y
en todos los casos, salvo en dos, siempre fueron Enterococcus faecium.
Destacaremos que el primer Enterococcus faecium vanB aislado en Canarias
fue en nuestro hospital. Ademas, resaltaremos que, a excepcion de un caso,
siempre fueron Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria. Las
bacteriemias por Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium resistentes a
la vancomicina constituyen, por su importancia, uno de los indicadores mas

sensibles. En nuestro caso nos encontramos en el limite inferior del rango
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para Espafia, tanto en el caso de Enterococcus faecalis y de Enterococcus
faecium. Esto contrasta no sélo con los valores altos de EE.UU. sino incluso
con los de algunos paises europeos como Reino Unido, Italia, Portugal,

Grecia y Alemania.

Dentro de esa minima incidencia merece destacarse la aparicion en el afio
2005 de un brote por Enterococcus faecium vanA con cuatro Infecciones
Relacionadas con la Asistencia Sanitaria en pacientes transplantados del
Servicio de Nefrologia en el que ademas detectamos 12 pacientes
colonizados. El estudio mediante PFGE identifico la existencia de un solo
pulsotipo con 3 subtipos estrechamente relacionados, poniendo en evidencia
que se trataba de un brote o cluster, el cual ha sido el Unico descrito en

Canarias.

Por MLST se agrupan todos los aislados del brote en una secuencia, la ST18,
que pertenece al CC17, el cual es el linaje mas importante de E. faecium
adaptados a los hospitales y cuya presencia esta ampliamente descrita en los
cinco continentes. La identificacién de genes esp e hyl utilizada por algunos
autores como marcadores del CC17 fue negativa en la mayoria de los
aislados lo que contradice dicha afirmacién. Con posterioridad al brote en 2
aislados se identifico la secuencia ST192 perteneciente igualmente al

complejo clonal CC17.

Los estudios de portadores realizados con posterioridad al brote en el
Servicio de Nefrologia no detectaron en ningun caso la presencia de
Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina. S6lo en un estudio de
portadores realizado en el afio 2009 en los servicios de Hemodialisis, Cirugia
General Digestiva, Medicina Interna, Oncologia Médica y de Nefrologia se
detecté un Enterococcus faecium vanA concretamente en el servicio de
Medicina Interna. Esta, practicamente, ausencia de colonizacion es coherente
con la baja incidencia de Infecciones Relacionadas con la Asistencia
Sanitaria. Si es destacable que en el estudio realizado en el 2009 se

encontraron porcentajes elevados de colonizacion por E.gallinarum y E.
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casseliflavus, particularmente el primero, que superan los encontrados por

otros estudios realizados en distintos paises.

Por todo lo anterior es evidente que en nuestro hospital no procede la puesta
en marcha de un Sistema de Vigilancia Activa de ERV como el que
iniciamos para mejorar el control de los Staphylococcus aureus resistentes a

la meticilina, a diferencia de lo que ocurre en muchos hospitales de EE.UU.
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