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1. RESUMEN
Introduccidn. Este estudio describe el patrén de diseminacion de los Enterococcus faecium
resistente a la vancomicina entre abril a mayo de 2016, en el hospital de mayor capacidad
de camas instaladas de Colombia, integrando estrategias clinicas y moleculares.
Métodos. Se adapt6 un algoritmo de Tiempo - Lugar - Clonalidad para estimar las rutas de
transmision, a través del analisis multi-locus de nimero variable de repeticiones en tandem
(MLVA) para la identificacion clonal y la ruta de transferencia interna de los pacientes
durante su hospitalizacion.
Resultados. Debido a dificultades en la reproducibilidad para VNTR-2, el analisis de
agrupamiento de 5 VNTRs fue el método de eleccién para determinar clonalidad. Se
identificaron cuatro perfiles clonales entre los 33 aislamientos recuperados, de los cuales,
13 fueron obtenidos de pacientes del brote. Los perfiles con mayor frecuencia identificados
durante el brote fueron el Ay el B: 9y 2 pacientes, respectivamente (69,2% y 15,4%). En
la mayoria de los casos, los pacientes compartieron piso (contacto indirecto), pero no
habitacion o cama de hospitalizacién (contacto directo), o que sugiere una transmision
cruzada por medio del personal de salud.
Discusidon. Tras el andlisis de los resultados se pudo concluir que el brote tuvo un
comportamiento dinamico, de fuente mdltiple y origen policlonal, con una via de transmisién
indirecta a través del personal de salud. Dentro de los principales beneficios obtenidos a
nivel local, fueron la optimizacion de los recursos en control de infecciones y la
implementacion de estrategias mas eficaces en la prevencién de futuros brotes,

individualizadas a la institucion.

Palabras clave: Enterococcus faecium resistente a la vancomicina, vigilancia de brote,

resistencia antimicrobiana, algoritmo tiempo-espacio-clonalidad.
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2. ABSTRACT

Introduction. This study describes the dissemination pattern of the vancomycin-resistant
Enterococcus faecium between April to May 2016, in the highest installed capacity hospital
in Colombia, integrating clinical and molecular strategies.

Methods. A Time-Place-Clonality algorithm was adapted to estimate the transmission
routes, through the multi-locus variable number tandem repeats analysis (MLVA) for the
clonal identification and the internal transfer route of the patients during their hospital stay.

Results. Due to difficulties in reproducibility for VNTR-2, the cluster analysis of 5 VNTRs
was the method of choice to determine clonality. Four clonal profiles were identified among
the 33 isolates recovered, 13 of which were obtained from outbreak patients. The profiles
most frequently identified during the outbreak were A and B: 9 and 2 patients, respectively
(69.2% and 15.4%). In most of cases, patients shared a floor (indirect contact), but not a
room or hospitalization bed (direct contact), which suggests a cross transmission by health-
care providers.

Discussion. After the analysis of the results, we concluded that the outbreak had a dynamic,
multiple source and polyclonal behavior, with an indirect transmission route through the
health personnel. Among the main benefits obtained locally, were the optimization of
resources in infection control and the implementation of more effective strategies in the

prevention of future outbreaks, individualized to the institution.

Keywords. Vancomycin-resistant Enterococcus faecium, outbreak surveillance,

antimicrobial resistance, time—place—clonality algorithm.
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA

3.1. Planteamiento del problema

Cada afio, en Estados Unidos, al menos 2 millones de personas adquieren una infeccion
severa por alguna bacteria multirresistente y al menos 23.000 personas mueren cada afio
como consecuencia directa a dicha infeccion (1-3). Los Enterococcus resistentes a la
vancomicina (ERV) se encuentran clasificados dentro de los agentes infecciosos de mayor
relevancia en el &mbito intrahospitalario, siendo el género Enterococcus spp., el quinto
microorganismo mas prevalente de las Infecciones Asociadas al Cuidado de la Salud (IAAS)
segun el reporte de 2011 a 2014 de la National Health care Safety Network (NHSN) del
Center for Disease Control and Prevention (CDC) de Estados Unidos (4, 5).También forman
parte de ESKAPE (E. faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Psudomonas aeuruginosa y Enterobacter spp.), un grupo de
bacterias con la capacidad de “escapar” a la mayor cantidad de antibiéticos actualmente
disponibles. De acuerdo a este documento, los Enterococcus faecium se encuentran
asociados a un 3.7% de IAAS (3). El riesgo de colonizacion oscila entre 1.9% a 37% entre
pacientes hospitalizados, dependiendo del tiempo exposicion y proximidad, y de 0.4 a
11.8% en personas de la comunidad (6).

En cuanto a mortalidad, en un estudio realizado con 567 pacientes colonizados con EVR
en Corea entre los afios 2008 a 2010, se encontrd que la tasa de mortalidad era mayor en
pacientes colonizados (24.6%), en comparaciéon con los pacientes sanos (no colonizados)
que fue del 17.1 (OR, 2.35 IC 1.21- 4.56). (7) Adicionalmente, la tasa global de mortalidad
encontrada en la literatura en pacientes infectados con diagnostico de bacteriemia por EVR,
varia entre el 10% al 70%, dependiendo de las caracteristicas clinicas y demogréficas de

la poblacion (8).
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Su réapida diseminacion mundial desde su primer aislamiento en Inglaterra y Francia en

1986, se vio facilitada por diferentes mecanismos intrinsecos y adquiridos de resistencia,
como su gran plasticidad genética para la diseminacién y transmision de elementos de
resistencia antibiética, que incluye no Unicamente a bacterias de su misma especie, sino
también a los Staphylococcus resistentes a la Meticilina, confiriéndoles actividad contra la
vancomicina (SaRV) (6, 7, 9, 10). Su capacidad innata de resistencia antimicrobiana y
supervivencia prolongada en ambientes adversos, asi como su habilidad para colonizar de
manera natural el tracto gastrointestinal, finalmente conllevan a la limitacién terapéutica, en
un contexto en donde la mayoria de pacientes infectados y afectados se encuentran en
condiciones de vulnerabilidad inmunolégica, empeorando el panorama de supervivencia (9,

11).

3.2. Justificacién o relevancia del proyecto
En principio los Enterococcus spp. se consideran parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de seres humanos y algunos animales, con bajo potencial infeccioso en
pacientes inmunocompetentes, sin embargo, el aumento acelerado de sus tasas de
resistencia alrededor del mundo durante los Ultimos afos, ha sido desencadenante de

brotes intrahospitalarios inesperados, con tasas de morbimortalidad considerables.

Como antecedente historico de los Enterococcus faecium en nuestro hospital, es
importante conocer que el primer aislamiento documentado fue de fenotipo sensible a
la vancominay se realiz6 en enero del 2001. Posteriormente, en agosto del mismo afio,
se obtuvo una muestra clinica proveniente de orina, de fenotipo resistente a la

vancomicina.
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Durante los siguientes mas de 10 afios y de acuerdo con los datos de la microbiologia
intrahospitalaria proporcionados por el departamento de Infecciones y vigilancia
epidemioldgica, el comportamiento de este microorganismo fue casi inocuo y no
contribuyé a las principales causas de IAAS. Es por esto y para ilustrar la situacion
mediata e inmediata previa al brote, que se realiz6 un analisis del comportamiento
epidemioldgico de los Efm en el hospital. Es preciso anotar que los datos previos al
2015 e incluso los incluidos hasta mediados de ese afio, no son de alta confiabilidad
debido a multiples factores como registro manual de los datos y las historias clinicas,
asi como la transicion de un nuevo lider en ese departamento.

Los datos observados fueron representados en la figura 1. Todos los datos utilizados
tuvieron como fuente el software WHONET (tomando siempre como filtro inicial primer
aislamiento por paciente) y datos de IAAS consolidados por el departamento de
Infecciones y vigilancia epidemiol6gica del hospital. Se calcularon las tasas de
incidencia por 1000 pacientes/afio de aislamiento por E. faecium entre los afios 2012 a
2016. Esta tasa se mantuvo menor a 1 hasta el 2015, afio en el cual esta cifra llegé a
1.65 por 1000 pacientes/afio. Para el 2016, esta cifra tuvo un aumento cercano al doble,
con un namero de 2,9 por 1000 pacientes/afio. En cuanto a los fenotipos de resistencia,
los E. faecium sensibles a la vancomicina fueron previos al 2015 los microorganismos
gue se aislaron con mayor frecuencia (frente a los Efm sensibles). A partir de ese afio,
la proporcién de Efm sensibles/resistentes casi que se iguald, con un excedente de
casos resistentes sobre los sensibles, y ya para el afio 2016, se observo una franca

ventaja en el nimero de los Efm resistentes a la vancomicina.
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Tasa de incidencia de aislamiento de Efm por 1000
pacientes/afo (2012-2016)
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Figura 1. Tasa de incidencia de aislamiento de Efm por 1000 pacientes/afio (2012-

2016) en el Hospital Universitario Mayor — Méderi.

Un segundo punto evaluado fue la frecuencia de los Enterococcus frente a los demas
microorganismos en el ambito intrahospitalario. Se encontré como primer hallazgo, que
los dos primeros microorganismos con mayor frecuencia aislados de las muestras
clinicas de los pacientes admitidos en el Hospital Universitario Mayor-Méderi entre los
afos 2014 a 2015, fueron gramnegativos. En cuanto a los Enterococcus faecium
(independiente del fenotipo de resistencia), se observdé un aumento gradual de su
incidencia anual dentro de los pacientes entre las fechas mencionadas, ocupando el
puesto numero 17 (1% de la totalidad de los aislamientos bacterianos) para el afio 2014,
el puesto 14 para el afio 2015 (1.4%) y finalmente para el afio 2016, se consolidé como
dentro de los 10 microorganismos con mayor frecuencia aislados de los pacientes

admitidos a quienes se les tomo alguna muestra clinica (2.3%).
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En el contexto de impacto clinico y potencial infeccioso, se incluyeron los datos
disponibles entre junio de 2015 y septiembre de 2016. Se compard el nimero de
aislamientos de EfmRV con el nimero de infecciones observadas, es decir,

colonizaciones e infecciones. Los datos se presentan en la figura 2.

Aislados de EfmRV e IAAS relacionadas

12

10

(n)

o N

Jun. Jul. Ago. Sept. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sept.
2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016
FECHA

— | AAS Aislados

Figura 2. Numero de aislamientos de EfmRV (linea gris) y numero de Infecciones
Asociadas a la Atencién en Salud (IAAS) (linea negra) por EfmRYV en el Hospital

Universitario Mayor, Méderi, entre junio de 2015 y septiembre de 2016.

La efectividad y la eficacia del control de brote intrahospitalario por un agente infeccioso
depende de la implementacion de las medidas correctas de acuerdo con la fuente y el
modo de transmisién. Es asi, que en casos donde la ruta de trasmisién del brote fuera

por contacto directo, es decir, un paciente portador (colonizado ¢ infectado) de un

microorganismo lo transmite a otro previamente sano (no portador), las medidas de
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control de brote se deben enfocar hacia las precauciones de aislamiento de contacto,
cohortizacién de los pacientes infectados/colonizados y el reforzamiento de las medidas
de limpieza y desinfeccion de superficies. Por el contrario, en casos en que la ruta de
transmision del brote es debido a contaminacion cruzada, por ejemplo, a través de
personal de la salud, el reforzamiento de adherencia al lavado de manos y adecuada
manipulaciéon de equipos médicos comunes, debe ser la prioridad. Sin embargo, frente
a la presentaciéon de un brote de IAAS, generalmente todas estas estrategias son
llevadas a cabo de forma simultanea debido a la falta de certeza del modo y fuente de
transmision. Adicionalmente, debido a que ambos modos de transmisiébn no son
mutuamente excluyentes y ambas rutas pueden identificarse en un mismo brote.

Frente a la sospecha y confirmacién de brote de IAAS, la institucion afectada debe
notificar una alerta epidemiolégica a la Secretaria de Salud Distrital (SDS) y las cepas
recuperadas a partir de pacientes involucrados en el brote deben ser enviadas para
estudio de tipificaciébn molecular. La técnica elegida por la SDS para la determinacion
de los grupos clonales fue la rep-PCR (rep: secuencias repetitivas extragénicas
palindrémicas). La evidencia que apoya la implementacion de esta técnica ha sido
favorable para brotes por Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia,
Enterobacter cloacae, Klebsiella spp., y Escherichia coli. Dentro de los beneficios y
ventajas de la ejecucion de esta técnica son los relativos bajos costos, la practicidad y
obtencion de resultados en tiempo corto. Sin embargo, y con base en estudios
realizados en brotes intrahospitalarios por Enterococcus en Asia y Europa, se pudo
concluir que, a pesar de que los resultados obtenidos por la rep-PCR mostraron una
correlacion significativa (P < 0.001) con los obtenidos por otras técnicas consolidadas
para tipificacion de brotes por Efm, como el Gel de Electroforesis de Campo Pulsado

(PFGE por sus siglas en inglés) y Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST por sus
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siglas en inglés), la rep-PCR tiene un menor poder discriminativo y puede sobreestimar

las relaciones genéticas de las cepas a estudio. Por lo tanto, la recomendacion final de
estas investigaciones es que siempre se realice un segundo método de tipificacion para
la confirmacién de los resultados (13-16). La poca aplicabilidad en tiempo real de
métodos adicionales de tipificacion molecular para la determinacién de perfiles
clonales, debido a los altos costos en personal y reactivos, conlleva a que en la mayoria
de los hospitales en Colombia no los incluyan como parte del protocolo en tiempo real
de manejo de brotes. Sin embargo, consideramos que la implementacién de estas
técnicas como confirmacion molecular de las hipétesis clinicas, genera una mayor
confianza en la toma de decisiones sobre la distribucion de recursos que de forma

general en Colombia, son limitados.

3.3 Pregunta de investigacion.
¢,Cuél es el patron de diseminacion de los aislamientos de Enterococcus faecium
resistentes a la vancomicina relacionados con un brote intrahospitalario por durante los

meses mayo a septiembre de 2016 en el Hospital Universitario Mayor-Méderi?
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El grupo de Enterococcus spp. fue descrito por primera vez hace mas de un siglo,
considerandose dentro de microorganismos que forman parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de los humanos y de algunos animales, siendo usados incluso en campos
agropecuarios por su capacidad de secretar sustancias que inhiben el crecimiento de otras
bacterias.

El primer aislamiento de un Enterococcus resistente a la vancomicina fue de la subespecie
E. faecium en el afio 1986, en Francia e Inglaterra, seguido por el aislamiento en los Estados
Unidos en el afio 1987, perteneciente a la subespecie E. faecalis. En Europa el aislamiento
del ERV se dio principalmente entre la la comunidad, mientras en Norteamérica de forma
intrahospitalaria, con unas diferencias epidemiolégicas marcadas en las distintas areas

geograficas, mostrando un patrén de diseminacion variable. (19)

Sin embargo, pese a su variabilidad de diseminacion geografica, este microorganismo se
ha consolidado dentro de los patdgenos intrahospitalarios mas importantes en el mundo,
siendo considerado a finales de los afios 1980s, el microorganismo mas frecuentemente
aislado de pacientes con IAAS. Los Enterococcus son considerados colonizadores
prolificos por excelencia, poseen una gran plasticidad gendmica que les permite persistir
de manera prolongada en ambientes y superficies hospitalarias, facilitAndose asi su
diseminacion. Al tener un comportamiento en principio no infeccioso, la tasa de pacientes
portadores supera casi 10 veces la tasa de pacientes infectados, siendo estos ultimos la
punta del iceberg de este problema. (4, 11) El porcentaje de pacientes con infeccion
clinicamente activa es mayor en pacientes vulnerables, especialmente aquellos

hospitalizados en UCI y con terapia inmunosupresora, quienes estan mayor riesgo de recibir
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manejo poliantimicrobiano, favoreciendo el crecimiento acelerado del patégeno oportunista

resistente. Las manifestaciones clinicas tipicas incluyen bacteriemia, endocarditis,
infecciones abdominales y pélvicas, infecciones del tracto urinario, piel y de tejidos blandos,
y en menor medida, infecciones del Sistema Nervioso Central. (9, 19-21)

Se clasifican clasicamente como bacterias grampositivas, catalasa negativa, no formadoras
de esporas, anaerobias facultativas, pertenecientes a un grupo de microorganismos
conocidos como bacterias Acido Lacticas (LAB) que producen bacteriocinas; esta es una
toxina que inhibe el crecimiento de bacterias contiguas. Sus capacidades de supervivencia
le permiten proliferar en ambientes hostiles, como en temperaturas extremas que van de
los 5 a los 65 grados centigrados (30 minutos a 60 grados), pH 4.5 a 10 (con un éptimo de
7.5) y en altas concentraciones de sales biliares incluso del 40%. (19) A pesar de tener una
gran cantidad de subespecies, las mas frecuentemente descritas en la literatura han sido
E. faecalis y E. faecium, con una diferencia en la tasa de aislamiento en Estados Unidos de
1.6:1, respectivamente; E. faecalis con mayor tasa de colonizacién y E. faecium con
mayores tasas de resistencia, componiendo estos Ultimos la mayoria de las infecciones por
ERV. (10, 19)

Se ha observado que el comportamiento de los aislamientos intrahospitalarios expresa una
menor diversidad que la encontrada en los aislamientos de la comunidad. (22) Un estudio
realizado en Dinamarca revel6 que la tasa de aislamiento de E. faecalis en pacientes
hospitalizados fue del 57%, mientras en individuos sanos habia una ocurrencia de entre el
39 al 40%. (23) La incidencia de infeccidn por este microorganismo es mayor en pacientes
hospitalizados que en aquellos de la comunidad, no sélo por la mayor presencia de factores
de virulencia en las cepas intrahospitalarias, sino también debido a que el hospital en si
mismo, es considerado como un punto clave para la infeccion, ya que en este puede

sobrevivir durante varios dias. (24) Las infecciones por ERV se han asociado a un aumento
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hospitalaria en comparacién con las infecciones por cepas de Enterococcus sensibles.(25)

4.1. Definiciones
Las definiciones empleadas en la construccidn de este estudio son tomadas por los criterios
del Centro para Control y Prevencion de enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, el
Instituto de Estadndares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés), el
Ministerio de Salud de Colombia y la Secretaria de Salud de Bogota, adoptados por el
proceso de Infecciones y Vigilancia Epidemiol6gica del Hospital Universitario Mayor —
Méderi.

e ERV: Enterococcus resistentes a la vancomicina, el medicamento que se usa con
frecuencia para tratar las infecciones causadas por cocos grampositivos con
expresion de resistencia a la meticilina.

e EfmRV: Enterococcus faecium resistente a la vancomicina.

e |AAS: Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud. Los actuales sistemas de salud
emplean diferentes tipos de dispositivos invasivos y procedimientos para tratar a los
pacientes y ayudarlos a mejorar en su condiciéon clinica. Las infecciones pueden
asociarse con estos dispositivos usados en los procedimientos médicos, tales como
los catéteres o ventiladores. Estas infecciones incluyen: infecciones del torrente
sanguineo asociados a Catéter Central (ITSACC), Infecciones del Tracto Urinario
Asociado a Catéter (ITUAC) y neumonia Asociada al Ventilador (NAV). Pueden
ocurrir también en localizacion quirargica, conocidas como Infecciones del Sitio

Operatorio.

Pagina: 18 de 71



ONIVERSID

*\D CES Universidad del
b Rosario
e Colonizacion: Presencia de un microorganismo en alguna muestra biologica en

Un compromiso con

ausencia de sintomatologia infecciosa.

e Infeccidn: Presencia de un microorganismo con expresion de signos y/o sintomas
de infeccion.

e Brote: esla ocurrencia de un numero mas alto de casos de la enfermedad o evento
respecto del numero usual ocurridos durante un periodo de tiempo especifico en un
area determinada o dentro de un grupo de personas especificas. Se define como
brote por IAAS como la ocurrencia de un nimero de casos de infecciones asociadas
a la atencion en salud mayor que el esperado (aumento a partir de un caso),
aparicion de un nuevo caso por un microorganismo (parasito, virus, bacterias y
hongos) no frecuente en el servicio y/o en la instituciébn o cambio de la resistencia,
de acuerdo con la endemia de la institucién con una relacion de lugar, momento y

poblacion dados.

4.2. Factores deriesgo
En la literatura se han descrito diferentes factores de riesgo asociados a diferentes
escenarios clinicos. Existen factores de riesgo para colonizacion o para infeccién, asi como
para la adquisicion del EfmRYV previo y durante la estadia en UCI. De forma general se han
asociado dos factores predictivos independientes para el desarrollo de infeccion por EfmRV:
la colonizacién previa por Enterococcus (independientemente de su patrén de resistencia)
y el uso previo de antibiéticos, especialmente los glicopéptidos. (1) Otros factores asociados
a infeccion son la administracion de cefalosporinas de tercera o cuarta generacion (p: 0.020;

OR: 4.8; Cl 1.3-17.8) y uso previo de corticoides (p: 0.014; OR: 7.4; C1 1.5-36.7) (4, 7, 9)
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Para la colonlzacic')n por Enterococcus se describen los citados previamente para infeccion,
mas los siguientes: hospitalizaciébn prolongada, comorbilidades (diabetes, falla renal,
puntuaciones altas en APACHE II, inmunosupresién, malignidad hematol6gica, trasplante
de 6rganos, infeccion concomitante, falla cardiaca crénica, malignidad y diabetes insulino-
dependiente), proximidad a pacientes infectados/colonizados y ser transferido de otra
institucion (4, 20). La tasa global de colonizacion descrita oscila entre 0 al 45% (4, 20) con
una posibilidad de colonizacion que oscila entre 1.9% a 37% entre pacientes hospitalizados,
y de 0.4 a 11.8% en personas de la comunidad (6). El tiempo promedio de adquisicién fue
de 25 dias tras la exposicion (4, 26).

La mayoria de los casos de colonizacién ocurren en el Tracto Gastrointestinal (TGI), pero
también pueden encontrarse en menor medida en piel, Tracto Genito- Urinario (TGU) y
cavidad oral (9). Una vez dada la colonizacion del tejido, esta puede persistir durante varios
meses a afios y los intentos para la descolonizacién son generalmente transitorios, con
recurrencia de aislamiento tras algunos dias o semanas. En algunos estudios realizados en
los Estados Unidos(27, 28) se encontrdé que sélo en un aproximado del 50% de los
pacientes portadores rectales de ERV se logré una erradicacion con una duracion media
libre del microorganismo de 50 dias. Adicionalmente, a pesar de que los cultivos arrojen
resultados negativos, el paciente puede persistir colonizado a nivel gastrointestinal. Las
manos de los trabajadores de la salud son el recurso de transmisién descrito mas
consolidado. ElI ERV puede persistir hasta por 60 minutos en las manos y hasta 4 meses
en las superficies. La via mas comun de contagio de ERV es por contacto de persona a

persona o la exposicion a objetos contaminados.
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4.3. V|ruIenC|a/patogen|C|dad

La mayoria de las infecciones por ERV se consideran de causa endogena por translocacion
bacteriana intestinal, causando diseminacién linfatica y hematdgena sistémica. (19)

A la fecha, los mecanismos de resistencia de los Enterococcus faecium involucran 7 genes
principales que contienen el locus de resistencia a la vancomicina (29). Ademas de su
plasticidad gendémica, representada principalmente por los elementos genéticos moviles,
se han descrito otros factores facilitadores de infeccion como la habilidad de adhesién a
gran cantidad de proteinas de matriz extracelular de diferentes epitelios (19), la presencia
de proteina extracelular Esp y sustancias de agregacion (Agg), principalmente asociadas a
la formacion de biopelicula y evasion del sistema inmune (12, 19). Debido a los multiples
mecanismos de resistencia encontrados en VRE, las opciones terapéuticas son limitadas.
Los EfmRV producen ademas sustancias enzimaticas que pueden ser secretadas a las
células del huésped y causar su muerte, tales como la citolisina (también llamada
hemolisina), hialuronidasas, gelatinasas y serinoproteasas, aparentemente asociadas a la
diseminacion del Enterococcus al lesionar el tejido conectivo. El papel principal de la
gelatinasa y la serinoproteasa en la patogénesis del Enterococcus al parecer es
proporcionando nutrientes a la bacteria al degradar el tejido del huésped, asi como

contribuir en la formacion de la biopelicula. (19)

4.4. Epidemiologia
Para el 2013 el Sistema Europeo de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana (EARSS)
reporté una prevalencia de ERV en toda Europa de tan sélo el 4%. Sin embargo, esta cifra
es dependiente del pais de estudio, siendo menor del 1% en Francia, Espafia y Suecia,
mas del 20% en Grecia, Irlanda, Portugal y el Reino Unido. (9) Las tasas mas altas de ERV

se han encontrado en Norteamérica, de acuerdo con NHSN (National Healthcare Safety
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Network) Entre los afios 2009 y 2010 el 35.5% de las IAAS por Enterococcus eran
provocadas por cepas resistentes a la vancomicina, siendo clasificados como la segunda
causa mas comun de infecciones intrahospitalarias en Estados Unidos. (9) En Asia,
especificamente en Corea, el primer aislamiento fue en 1992, con una tasa de aislamiento
que ha venido en rapido ascenso del 9.7% al 51.9% en pacientes en UCI. (7, 20) Segun un
estudio realizado en ese pais, la edad promedio de los pacientes colonizados fue de 62
afos y 60% fueron hombres. De los 398 pacientes de la cohorte, 199 colonizados y 199 no
colonizados, 83 murieron durante la hospitalizacion: 49 de los 199 pacientes colonizados y
34 de los no colonizados, con una tasa de mortalidad de 24.6% vs 17.1% y una mortalidad
atribuible de 11%. OR, 2.35; p=0.12. El total de duracion de dias en UCI fue de 7.6 en
pacientes colonizados frente 8.8 dias en pacientes no colonizados, una diferencia no
significativa, sin embargo, se observé un nimero total de dias de hospitalizaciéon mayor en
pacientes colonizados, estimando una asociacién con un incremento promedio ajustado de
5.4 dias. El costo total en UCI en EEUU en el 2014 para pacientes colonizados por ERV fue
de 6065 dolares, mientras en no colonizados fue de 5.298, un incremento ajustado de 1166
dolares estadounidenses (ME, 1.22: p=.029). (7, 20) Viéndose en pacientes un incremento
en 2.35 veces la posibilidad de mortalidad, 1.25 veces la posibilidad de dias totales de
hospitalizacion y 1.22 veces el costo de UCI. Los resultados de este estudio proveen una
razén fundamental para ejercer intervenciones especificas para minimizar el impacto de la
colonizacion por ERV, medidas tales como tamizaje de pacientes en riesgo y la importancia
del aislamiento temprano preventivo en pacientes con factores de riesgo para colonizacion.
(7)

En Irlanda e Inglaterra, las tasas de infecciones del torrente sanguineo causadas por ERV
aumentaron del 16% al 24% entre los afios 2010 y 2014, (25) con un riesgo de muerte

descrito para el 2007 del 75% en pacientes infectados con cepas resistentes a la
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vancomicina, en comparacion con el 45% de la mortalidad en pacientes con cepas

susceptibles.(19) En Australia, un estudio de especies de Enterococcus causantes de
enfermedades entre pacientes adultos de 17 instituciones, se observé que la prevalencia
de la resistencia a la vancomicina en el E. faecium ha tenido un ascenso mayor a dos veces,
de 7.2% en el 2005 a 15.4% en el 2007. (30)

En cuanto a la persistencia sobre las superficies hospitalarias, la supervivencia en barandas
de cama es de 24 horas, en teléfonos de 60 minutos y estetoscopios de 30 minutos. Se ha
demostrado que los ERV son tan sensibles a los agentes desinfectantes comunes como lo
son las cepas sensibles. (27)

Los factores que facilitan la diseminacion intrahospitalaria son: presién selectiva
antimicrobiana en pacientes con manejo antimicrobiano de amplio espectro, problemas con
los reportes por parte del laboratorio clinico, falta de reconocimiento de pacientes
asintomaticos portadores, contaminacion ambiental y su supervivencia, transferencia intra
e interhospitalaria de pacientes colonizados y baja adherencia inadecuada al lavado de

manos y elementos de proteccion personal (EPP). (27)

4.5. Identificacion microbiolégica y molecular
La implementacion de técnicas de tipificacion molecular a nivel intrahospitalario, ha
contribuido con el mejoramiento de la vigilancia y deteccion de brotes por agentes
infecciosos. mejoran contribuyen al aumento de la confiabilidad y precision de los datos
proporcionando mediciones mas sensibles y especificas que facilitan las actividades
epidemioldgicas, incluyendo vigilancia de enfermedades, investigaciones de brotes,
identificacion de patrones de transmision y factores de riesgo en casos aparentemente

dispares, caracterizacion de interacciones huésped-patdgeno, Proporcionando pistas para
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posibles causas infecciosas de cancer y otras enfermedades crénicas, y proporcionando

una mejor comprensién de la patogénesis de la enfermedad a nivel molecular.
Actualmente, la secuenciacion gendmica completa (WGS por sus siglas en inglés) es
considerada la técnica de tipificacion molecular més confiable a nivel de investigaciones
clinicas locales e internacionales y ha sido implementada en estudios de brote en algunos
paises de Europa, Asia y Estados Unidos. Sin embargo, esta técnica es todavia muy
compleja, que requiere gran cantidad de tiempo e informacion para su ejecucion, y cuenta
con dificultades para la su aplicabilidad e integracién con datos clinicos. Para los
Enterococcus faecium, clasicamente y en orden cronoldgico, las principales técnicas
moleculares (previas a la WGS) descritas en la literatura como estandar de oro para la
determinacion de relaciones clonales han sido: Gel de Electroforesis de Campo Pulsado
(PFEG) y Tipificaciéon Multilocus de Secuencias (MLST). Sin embargo, en el afio 2004 Top
y colaboradores publicaron un nuevo esquema de tipificacion para evaluar relaciones
genéticas y epidemioldgicas entre los aislamientos de Enterococcus faecium. (31)

A continuacion, se hara una descripcion de cada una de estas 3 técnicas utilizadas para la
deteccion de brotes y vigilancia epidemiologica de Enterococcus faecium, abordando
principalmente sus ventajas y desventajas, asi como sus capacidades de comparabilidad
multicéntrica. El abordaje molecular por WGS fue descartada desde el inicio del estudio
debido a sus altos costos, a la complejidad de ejecucion y a las dificultades para su

aplicabilidad clinica en el andlisis del brote. (13-16, 18, 29, 32-34)

PFGE
Para su ejecucion, una muestra de ADN gendmico bacteriano altamente purificado se
escinde con una endonucleasa de restriccidbn que reconoce los sitios de restriccion que

ocurren con poca frecuencia en el genoma de las respectivas especies bacterianas. Los
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fragmentos de restriccion resultantes, que son en su mayor parte grandes, se pueden

separar en un gel de agarosa mediante electroforesis de "campo pulsado”. Alli, la
orientacion del campo eléctrico a través del gel se cambia periédicamente. Los fragmentos
de ADN separados se pueden visualizar en el gel como bandas, que forman un patrén
particular en el gel, el patrén PFGE. Los fragmentos de restriccion grandes se separan asi
de una manera dependiente del tamafio y el método produce relativamente pocas bandas
en el gel, lo que facilita el andlisis de los resultados. Los aislamientos que difieren en
< 6 bandas, se asignan dentro del mismo grupo clonal, y los aislamientos que difieren en
= a 7 bandas, se asignan en grupos clonales diferentes.

Dentro de las principales ventajas de este método se encuentran: el abordaje de una gran
porciébn del genoma investigado (>90%), excelente capacidad de discriminacion, alta
concordancia epidemiolégica y reproducibilidad intralaboratorio. En cuanto a las
desventajas se describen la alta exigencia de la técnica, el tiempo que requiere, la falta de
resolucion de las bandas y la subjetividad en el analisis final, lo que dificulta el intercambio

de datos entre laboratorios.

MLST

Los métodos de tipificacion molecular con base en los mdltiples locus dispersos en el
cromosoma, como lo son la MLST y el MLVA, pueden ser usado para la confirmacion de la
identificacion de especies y la determinacion de la relacion genética de los aislamientos de
EfmRV. Tiene como base la identificacion de alelos a partir de secuencias de ADN de
fragmentos internos de 7 genes constitutivos, resultado en un perfil alélico numérico. A cada
perfil se le asigna un tipo de secuencia (ST).

Dentro de las ventajas, se encuentran la calidad de los datos con una nomenclatura

estandarizada a nivel internacional y su alta reproducibilidad intra e interlaboratorios. Sus
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desventajas son los altos costos de ejecucion, laboriosidad y consumo de gran cantidad de

tiempo.

MLVA

Tiene como base las diferencias en los nimeros variables de repeticiones en tandem
(VNTRs) en mudltiples locus del cromosoma bacteriano, que pueden ser rdpidamente
detectados por PCRs con cebadores o iniciadores especificos en las regiones criticas de
las repeticiones en tAndem. Los VNTRSs se definen como las regiones de un genoma donde
una secuencia de nucleétidos se repite varias veces, de lado a lado, y donde el nUmero de
repeticiones varia entre individuos. Para este andlisis en Enterococcus faecium, se
describieron 6 VNTRS.

Debido a que los grupos o tipos de acuerdo a lo obtenido por el MLVA se discriminan por
la ganancia o pérdida de repeticiones discretas, este tipo de analisis proporciona una
asignacion y nomenclatura precisa de los genotipos, permitiendo su comparabilidad con los
datos obtenidos por otros laboratorios. Otras ventajas descritas es que es una técnica
sencilla, rapida y econémica. No requiere un equipo de electroforesis sofisticado. Sus
desventajas son el requerimiento de disefio de cebadores especificos para cada
microorganismo y su analisis no es 100% objetivo.

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas evaluadas en nuestra investigacion, a partir de
evidencia cientifica, para la eleccion del método de tipificacion molecular para

determinacion de los grupos clonales.
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Caracteristica PFGE MLST MLVA
Poder de discriminacion 0.83/0.97 0.91 0.84

Intervalo de confianza del | [0.951-0.992] [0.877-0.943] [0.79-0.893]

95%

Duracioén del | 3 dias 2 dias 2 dias

procedimiento

Duracién de la asignacién | Horas Horas Horas

de grupos clonales

Costo estimado por | $10 $60 $11
aislamiento

Requerimiento de equipo | Si No No
especial

Tabla 1. Resumen comparativo de las principales caracteristicas evaluadas entre las

técnicas de tipificacién molecular PFGE, MLST y MLVA, con base en la literatura.

4.6. Resistencia
Una vez instaurada la infeccion por EfmRV, esta suele ser de dificil manejo dada la
capacidad de resistencia natural de los Enterococcus a gran cantidad de antibiéticos,
incluyendo cefalosporinas, aminoglucoésidos, clindamicina y trimetropin sulfametoxazol.(38,

39)
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Resistencia a glicopéptidos. Las paredes celulares de las bacterias se encuentran
fortalecidas por los peptidoglicanos que se forman a partir de precursores terminales d-Ala-
dAla. Los glicopéptidos, como la vancomicina y la teicoplanina, son agentes activos contra
la pared celular, ejerciendo su efecto antibacteriano por la unién de alta afinidad por esos
precursores d-Ala-dAla del pentapéptido, inhibiendo la sintesis del peptidoglicano y asi
debilitando la pared celular bacteriana. La resistencia antibiética se da cuando ocurren
cambios en los precursores originales, ya sea por cambios a d-Ala-d-Lac o a d-Ala-d-Ser,
disminuyéndose entonces la afinidad del antibiético por la bacteria. A la fecha, se han
descrito 8 variantes fenotipicas de resistencia adquirida a glicopéptidos (VanA, VanB,
VanD, VanE, VanG, VanL, VanM, and VanN), siendo VanC un tipo de resistencia intrinseca
exclusiva para E. gallinarum y E. casseliflavus. Cambios en los precursores a d-Ala-d-Lac
(VanA, VanB, VanD, VanM), causan una disminucién en la afinidad por la vancomicina de
1000 veces, y cambios a d-Ala-d-Ser (VanC, VanE, VanG, VanL, VanN), causan una
disminucion de la afinidad de 7 veces. VanA es el responsable de casi todos los casos de
VRE en humanos en el mundo, la mayoria en E. faecium, excepto en Australia donde el
fenotipo més prevalente es el VanB, siendo VanA distinguido de los demés por su actividad

de resistencia a la Teicoplanina. (32, 33, 40-46)

4.7. Tratamiento
Las opciones terapéuticas actualmente disponibles y con mayor uso clinico para las
infecciones por EfmRYV son linezolid, daptomicina, quinupristin/dalfopristina y tigeciclina, asi
como algunos esquemas biconjugados. La eleccion de la antibioticoterapia depende de los
efectos adversos individualizados al paciente, el tipo y lugar de la infeccion, el tiempo de
duracion del tratamiento, interacciones medicamentosas y perfiles farmacocinéticos.

Recientemente, han salido al mercado nuevos medicamentos como el tedizolid, telavacina,
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dalbavacina y pritavacina, pero se requieren mas estudios para determinar su impacto

clinico. (9, 35)

Pagina: 29 de 71



£

A
UNIVERSIDAD CES Universidad de
Ui campromiso con i excelencia RO Sario

5. HIPOTESIS

Ho: Los Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina aislamientos entre los meses
de mayo y septiembre de 2016 en el Hospital Universitario Mayor- Méderi, presentan un
patrén de transmision directo y de Unica clonalidad que se puede comprobar clinica y
molecularmente.

Ha: Los Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina aislamientos entre los meses
de abril y septiembre de 2016 en el Hospital Universitario Mayor- Méderi, presentan un
patron de transmisiobn cruzada y policlonal que se puede comprobar clinica y

molecularmente.
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6. OBJETIVOS

6.1. General
Describir el patron de diseminacion de Enterococcus faecium resistentes a la
vancomicina, provenientes de pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario
Mayor-Méderi durante los meses mayo a septiembre de 2016, integrando estrategias
de epidemiologia hospitalaria y molecular, a través de un algoritmo de Tiempo — Lugar

— Clonalidad (TLC).

6.2. Especificos:

1. Determinar el comportamiento del brote tras la implementacion de las medidas
control, pautadas por el departamento de epidemiologia del hospital.

2. Describir los fenotipos (perfiles) de susceptibilidad antibitica de las cepas de
EfmRYV provenientes de pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario Mayor-
Méderi durante los meses mayo a septiembre de 2016 a través de técnicas
automatizadas y manuales (confirmatorias).

3. ldentificar la presencia del gen de resistencia vanA de los aislamientos procesados.

4. Describir los grupos o perfiles clonales observados por medio la tipificacion
molecular.

5. Determinar cual(es) son el(las) probables vias de transmision intrahospitalaria de

EfmVR de acuerdo con el algoritmo de Tiempo — Lugar — Clonalidad (TLC).
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7. METODOLOGIA

7.1. Enfoque metodoldgico y tipo de investigacion
Estudio observacional, descriptivo, de corte transversal. Tuvo como objetivo la
descripcion del patrén de diseminacién de un brote intrahospitalario por EfmRYV, a través
de un algoritmo modificado de Tiempo- Lugar- Clonalidad. El estudio tuvo una duracion
de 5 meses, entre los meses de mayo a septiembre de 2016, en el que se incluyeron

cepas del periodo de brote y posterior al brote.

7.2. Tipo de estudio:

Epidemiologia clinica y molecular.

7.3. Poblacion blanco:
Cepas bacterianas de Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina (EfmRV)

provenientes de pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario Mayor — Méderi.
7.4. Poblacion elegible:

Cepas bacterianas de Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina (EfmRV)

provenientes de pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario Mayor — Méderi

entre los meses de abril a septiembre de 2016.

7.5. Poblacién de estudio:
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29 cepas bacterianas no duplicadas de Enterococcus faecium resistentes a la
vancomicina (EfmRV), provenientes de 29 pacientes hospitalizados durante los meses
de abril a septiembre de 2016, de los cuales, 16 pertenecieron al brote por EfmRV.

Se estudiaron ademas 4 muestras de superficies de ambiente para el estudio

medioambiental de brote.

7.6. Disefio muestral:
Nuestra investigacion tuvo como objetivo describir el patron de diseminacion (rutas de
transmision) de EfmRV durante un brote asociado a la atencién en salud, estimado a
través de componentes complementarios entre la epidemiologia molecular y la
epidemiologia hospitalaria. El propésito y alcance de la investigacion no fue dirigido
hacia la obtencion de inferencias estadisticas como asociacion y causalidad, ya que
estos factores han sido ampliamente descritos en la literatura. Por lo tanto, los 16
pacientes del brote fueron incluidos (muestra no representativita con muestro a

conveniencia).

7.7. Criterios de seleccion:

7.7.1. Criterios de inclusién

e Cepas bacterianas de EfmRV procedentes de pacientes hospitalizados y de
muestras de superficie del Hospital Universitario Mayor- Méderi entre los meses abril
a septiembre de 2016.

e Primer aislamiento obtenido del paciente del que proviene.

7.7.2. Criterios de exclusion
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e Ausencia del reporte del perfil de susceptibilidad (antibiograma).
¢ Aislamientos provenientes de consulta externa o de pacientes que no hayan sido

hospitalizados en la Institucién.

7.8. Hospital de estudio y recoleccién de datos
El estudio se realiz6 en un hospital universitario con una capacidad instalada de 802
camas, en Bogota, Colombia. El hospital se conforma por dos sedes, el Hospital
Universitario Mayor y el Hospital Barrios Unidos, siendo el primero, el mas grande (506
camas) y donde el brote tuvo lugar. Esta sede cuenta con 118 camas en la unidad de
cuidados intensivos (UCI), 10 camas en la unidad de cuidados coronarios (UCC), 22
camas en la unidad de cuidados intermedios para adultos (UCIM) y 25 camas en la
unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN). Los Enterococcus faecium habian
sido considerado como endémicos en la institucion desde su primer aislamiento en
2001, con un bajo niumero de IAAS asociadas hasta el afio 2016 (Figura 1). En el mes
de febrero de ese afio, hubo un aumento abrupto del nimero de EfmRYV aislamientos
de pacientes, lo que provoco que el Departamento de Epidemiologia del hospital iniciara
una investigacion de brote de IAAS y se confirmara un brote relacionado con EfmRV
para mayo de 2016, que fue controlado para el siguiente mes. Sin embargo, para el
estudio de brote se incluyeron ademas casos de finales de abril y principios de junio, de
acuerdo con el analisis propuesto por el departamento de epidemiologia, dada la
dificultad de determinar con certeza el caso indice (microorganismo endémico desde el
2001). La confirmacion del brote se baso en el indice de infecciones relacionadas con
EfmRV en comparacion con la cantidad de pacientes dados de alta por mes, en al

menos 24 meses (Figura 2). Este indice estaba por encima de la tercera desviacion
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estandar (SD) permitida y se confirmé un brote siguiendo los criterios establecidos por

la Secretaria de Salud del Distrito de Bogota:

1. Unincremento en la incidencia de una infeccién, mayor a lo esperado, 6

2. Laocurrencia de un incremento en el nUmero de casos, en relacion con caso indice,
ylo

3. La presentacién de un agente emergente (primer caso) o modificaciones en el perfil

de susceptibilidad antimicrobiana en lugar, tiempo y poblacion especifica.

Este indice también confirmé el control del brote en junio de 2016, tras la

implementacion de intervenciones multidisciplinarias (Figura 3). Se realiz6 ademas un

estudio posterior al brote como seguimiento.
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Figura 3. indice endémico.
indice endémico entre las infecciones relacionadas al EfFmRV y el nimero de egreso de
pacientes por mes, durante los meses de junio de 2014 (mes 0) y octubre de 2016 (mes

33).
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Figura 4. Respuesta a brote y gestion de incidentes.
La figura muestra los departamentos involucrados y las intervenciones realizadas durante

el brote por EfmRV.

7.9. Algoritmo tiempo - lugar — clonalidad.
El analisis de la transmisiéon se realiz6 mediante la modificacion y adaptacion de un
algoritmo descrito previamente para un brote de Pseudomonas aeruginosa en Alemania
entre 2002 y 2015 (48), habiendo identificado con éxito las rutas de transmision. Las
modificaciones implicaron el uso del analisis por agrupamiento de VNTRs en lugar de

la secuenciacion del genoma completo (WGS) para evaluar la clonalidad.
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La transmision se considerd si VREfm se detecté por primera vez en el paciente "A"

antes de ser detectado por primera vez en el paciente "B". Se combinaron los datos de
seguimiento epidemiolégico de los pacientes (camas por los cuales los pacientes
estuvieron hospitalizados), asi como los perfiles clonales detectados de los aislamientos
obtenidos durante el brote. Asi, se establecen cuatro criterios: el criterio 1 se cumple si
los pacientes Ay B se encontraron en el mismo piso del hospital (solapamiento minimo
de 24 horas antes de que VREfm se detectara por primera vez en el paciente B). Criterio
2, se cumple si el paciente B estuvo hospitalizado en la misma habitacién en la que
estuvo hospitalizado el paciente A, con un maximo de 2 semanas previas al ingreso del
paciente B a esa habitacion. El criterio 3 se cumple cuando tanto al paciente A como al
paciente B permanecieron hospitalizados en la misma habitacién, minimo por 24 horas
previo al aislamiento del EfmVR en el paciente B. Criterio 4 se refiriere a una estrecha
relacion genética entre los aislamientos de EfmVR de los pacientes Ay B.

Se considerd una transmision posible cuando se cumplié el criterio 1. La transmision
fue probable cuando se cumplieron los criterios 2 0 3, asi como el cumplimiento de solo
el criterio 4. La transmision predecible se determiné cuando se cumplieron el criterio
4 (criterio molecular) en combinacion con cualquiera de los tres criterios epidemiolégicos
(1, 2 0 3); si no se cumplia ninguno de los criterios, la probabilidad de transmision se
consider6 desconocida.

Este abordaje permitié la presuncion de algunas deficiencias con respecto a la limpieza
y la desinfeccién. La transmisién posible (criterio 1 — mismo piso) podria indicar que la
transmision ocurrio a través del personal de atencion médica (los pacientes que
cumplen con este criterio hunca compartieron una habitacidon sino la misma sala,
recibiendo atencion médica del mismo personal de atencion médica). La transmision

probable (criterio 2, 3 - misma habitacion o criterio 4 - relacion genética) podria haber
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ocurrido por contacto directo o contaminacién ambiental. La transmision predecible
(combinaciéon de cualquier criterio epidemiolégico y relacion genética) incluy6 las

explicaciones previas.

7.10. Anélisis estadistico
Este estudio, debido a la metodologia escogida, no contara con un analisis estadistico
a través de una plataforma convencionalmente empleada para los estudios de tipo
analitico. Sin embargo, el abordaje propuesto por el algoritmo modificado de TLC,
requiere de un analisis descriptivo y presuntivo de los hallazgos de los resultados de
epidemiologia hospitalaria y molecular, expuesta en las definiciones (transmisién

posible, probable y predecible).

7.11. Control de errores y sesgos
Sesgo de informacién. La Historia clinica es un elemento que puede prestarse a
confusiones por ser operador dependiente. Sin embargo, SERVINTE es un software
para el diligenciamiento electronico de historias clinicas que cuenta con espacios
diferentes para el diligenciamiento por el personal médico, de enfermeria y de

laboratorio clinico, por lo cual se verificara y comparara la informacion entre ellos.

7.12. Presupuesto

RUBROS VALOR

PERSONAL -
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EQUIPOS NUEVOS

16.088.038
EQUIPOS EXISTENTES
SOFTWARE -
VIAJES Y VIATICOS -
45.132.973
MATERIALES Y SUMINISTROS
SALIDAS DE CAMPO -
MATERIAL BIBLIOGRAFICO -
10.000.000
PUBLICACIONES Y PATENTES
10.920.000
SERVICIOS TECNICOS
CONSTRUCCIONES -
MANTENIMIENTO -
ADMINISTRACION -
2.086.589
IMPREVISTOS
TOTAL 84.227.600
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8. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

8.1. Identificacion microbiolégica
La especie de Enterococcus faecium fue identificada por el espectrémetro de masas
del sistema Vitek 2 (version de software 1.02, bioMérieux). La susceptibilidad in vitro de
los aislamientos a los medicamentos antimicrobianos se determiné mediante la tarjeta
Vitek 2XLS automatizada, segun los criterios del Instituto de Estandares de Laboratorio
Clinico (CLSI) 2016 (49) para Enterococcus. El E-test fue el método manual de
confirmacién para la identificacién de resistencia a vancomicina. El Departamento de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Colombia realiz6 una microdilucién manual
adicional para cuantificar las concentraciones minimas inhibitoria (CMI) para la
resistencia a la vancomicina y la teicoplanina. Se utiliz6 la cepa de Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (NCTC 12697) como cepa de control y se us6 CLSI M100-S24

para interpretar los resultados.

8.2. Tipificacion molecular y deteccion del gen vanA

Se realiz6 la deteccion del gen vanA y la tipificacion molecular en las 33 cepas
recuperadas. Por medio de PCR en tiempo real, se realizo la deteccion del gen vanA.
Las primeras secuencias se basaron en los genes publicados para Efm (35, 50). Las
reacciones se realizaron con una enzima hotstart ADN polimerasa (AmpliTag Gold) con
buffer | (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Los fragmentos de PCR se
visualizaron en gel de agarosa al 2%.

La tipificacion molecular implicoé que los aislamientos de EfmRV se cultivaran en caldo

LB durante una noche, con suplemento de dextrosa (5 g/L) a 37 ° C con agitacion. Se
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utilizé un kit de purificacion de ADN Wizard Genomic (Madison, Wisconsin, Estados

Unidos) para la extraccion del ADN, siguiendo el protocolo para bacterias
grampositivas. Se utilizaron 120 pul de lisozima (10 mg / ml) para la lisis celular.

Finalmente, el analisis de agrupamiento de 5 VNTRs (Variable Number Tandem
Repeats) VNTR-1, VNTR-7, VNTR-8, VNTR-9 y VNTR-10 fue el método de eleccion
para determinar los perfiles clonales ya que no hubo resultados consistentes y / o
reproducibles para VNTR-2 (requerido para el andlisis de Multilocus Variable Number
Tandem Repeat- MLVA) (17, 18, 50). Los 5 loci VNTR se procesaron segun lo descrito

por Top et al. para MLVA, con algunas modificaciones menores (17).
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9. CONSIDERACIONES ETICAS

Es un estudio de caracter observacional sin ninguna intervencion en el paciente, por lo
cual, y de acuerdo con lo establecido en la resolucién 008430 de 1993 (“Normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacién en salud”), este estudio se
clasifica como una “investigacién sin riesgo”. Se cumplira con lo establecido por el
Ministerio de Proteccién Social colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de
1989 y la ley 2381 de 1993.

Ademas, los investigadores conduciran este proyecto acogiéndose a la normatividad
vigente de acuerdo a la Declaracién de Helsinki 592 Asamblea General, Seul, Corea,
Octubre 2008 y a la Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos.

Se aclara que debido al caracter universitario del hospital centro de nuestro estudio,
todos los pacientes que son admitidos a hospitalizaciéon firman un consentimiento
informado sobre la posible participaciéon de sus datos de manera anonimizada. La
confidencialidad de la identidad y datos clinicos de los pacientes de donde provienen
las cepas bacterianas se garantizara al ingresar exclusivamente a la base de datos
identificadores con cddigos.

Este estudio fue aprobado por el comité de ética en Investigaciones de la Universidad
del Rosario, a través de la resolucion DVO005-1-143-CEI851, el 8 de septiembre del

2017.
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10. RESULTADOS

Treinta y tres aislamientos no duplicados de EfmRV fueron recuperados en un periodo
de 5 meses (mayo a septiembre de 2016), provenientes de 29 pacientes, y otros 4
provenientes de superficies medioambientales. Trece de los 29 aislamientos de
pacientes y los 4 de superficies se obtuvieron durante el periodo del brote. Los otros 16
aislamientos fueron obtenidos de pacientes durante un periodo posterior al brote (julio
a septiembre de 2016), incluyendo aislamientos de pacientes infectados y colonizados.
Las muestras clinicas de las cuales fueron obtenidas los aislamientos fueron: 18 de
orina (62.1%), 7 de heridas quirargicas (21.4%), 3 de sangre (10.34%) y una de
secrecion orotraqueal (3.44%). Las muestras de superficies medioambientales fueron
tomadas de 2 barandas de camas diferentes de servicios de hospitalizacion general y
una de una bomba de infusién de la UCI. Tres de los 29 aislamientos clinicos (10.3%)
(uno perteneciente al brote y dos recuperados en el periodo posterior al brote) fueron
considerados como adquiridos previo al ingreso de la institucion, es decir,

extrainstitucionales.

10.1. Respuesta al brote
Como se observa en la figura 2, el brote se confirmé en mayo de 2016, sin embargo,
se incluyeron pacientes con aislamientos de EfmRYV a finales de abril, mayo y principios
de junio, de acuerdo con el analisis realizado por el departamento de infecciones y
vigilancia epidemioldgica del hospital. Se implementaron diferentes estrategias de

control de brotes, de acuerdo con los lineamientos y recomendaciones de la secretaria
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de salud de Bogota y la Sociedad para Epidemiologia hospitalaria de América (SHEA).
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(5, 51)

El brote involucr6 16 pacientes. Debido a que se realiz6 un segundo analisis y
verificacion de los diagnésticos por el servicio de infectologia de forma retrospectiva,
ajustandose a los criterios de la CDC para definicion de caso (52), cuatro aislamientos
fueron reclasificadas como relacionadas a colonizacion y no a infeccién. Uno de los
aislamientos provenientes de pacientes infectados durante el brote, fue identificada
como adquirida antes del ingreso al hospital.

Durante el brote 6 pacientes murieron y 4 de esas muertes fueron atribuibles a la
infeccién por EfmRV. En junio de 2016, tras la identificacion de la disminucién de los
casos (2 infecciones), se logro el control de brote como se logra apreciar en las figuras
1y 2. Sin embargo, y dadas las recomendaciones nacionales e internacionales para el
abordaje de brote y la verificacion de la efectividad de las intervenciones realizadas, se
extendio el estudio hasta septiembre de 2016. Dieciséis aislamientos recuperados de
pacientes hospitalizados entre junio y septiembre de 2016 fueron conservados para
este propasito.

Las muestras medioambientales fueron obtenidas como control de calidad de la
limpieza y desinfeccion de superficies durante el brote. Se evaluaron 33 superficies en
junio 2 de 2016, incluyendo las manos de personal de salud, barandas de camas,
bombas de infusién, equipo de monitoreo, teclados de computadores de los servicios y
botones para llamado de personal de enfermeria dispuestos en las camas de los
pacientes. Estos cultivos revelaron el crecimiento de EfmRV en 3 superficies: 2
barandas de camas de diferentes habitaciones de hospitalizacién general, y uno de la
bomba de infusion en la UCI. Se reforzaron, por lo tanto, los procedimientos de limpieza

y desinfeccion en todo el hospital y en especial en estas superficies, y se realizd un
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seguimiento 11 dias después. Se encontr6 que 2 de las 3 superficies fueron negativas,

Un compromiso con la ex
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pero una de las barandas de las camas de hospitalizacion general (quinto piso) persistia
con el crecimiento del Enterococcus. Esta superficie fue nuevamente reforzada en los
procedimientos de limpieza y desinfeccion, con un seguimiento negativo (no
crecimiento bacteriano) a los 7 dias.
10.2. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a la totalidad de los
aislamientos, pero solo los 29 aislamientos obtenidos de muestras biol6gicas se
incluyeron dentro andlisis. Se determinaron las Concentraciones Minimas Inhibitorias
(CMI) automatizadas para ampicilina, ciprofloxacina, estreptomicina y gentamicina de
carga alta, linezolid, quinupristina-dalfopristina, tetraciclina, vancomicina y teicoplanina.
Se realizé6 una microdilucion manual para determinar las CMIs de vancomicina y
teicoplanina. Todos los aislamientos (100%) se confirmaron como resistentes a
vancomicina y ciprofloxacina, susceptibles a linezolid, gentamicina de alta carga y
guinupristina-dalfopristina; todos menos uno (es decir, 28 aislamientos) se identificaron
como resistentes a teicoplanina y ampicilina de forma simultanea. Veinticuatro tenian
resistencia a la estreptomicina de carga alta y 21 eran resistentes a la tetraciclina. Se
identificaron cuatro patrones cualitativos de susceptibilidad a los antibiéticos (Tabla 1);
los métodos manuales revelaron que 26 aislamientos (89.6%) tenian un alto nivel de
resistencia a vancomicina (CMI> 128 yg/dL), y 28 aislamientos (96%) fueron resistentes
a la teicoplanina. Un aislamiento fue susceptible a la ampicilina y la teicoplanina, un

patron inusual para este tipo de bacterias. (9, 53, 54)
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Perfil
TEC | AMP | CIP | STH | GEH | LNZ | QDA | TCY n %
fenotipico

1 S S R R S S S R 1 3.45

2 R R R R S S S R 20 |68.97

3 R R R R S S S S 3 10.34

4 R R R S S S S S 5 17.24

Tabla 1. Susceptibilidad antimicrobiana cualitativa.
(R) resistente y (S) sensible. TEC Teicoplanina, AMP ampicilina, CIP ciprofloxacina, STH
estreptomicina de alta carga, LNZ linezolid, QDA quinupristin-dalfopristina, TCY
tetraciclina. N numero de aislamientos expresando el perfil. % porcentaje aislamientos

expresando el perfil descrito.

10.3. Deteccion del gen vanA
Por PCR se identifico el gen vanA en 26 de los 29 aislamientos clinicos y en 4 de los
aislamientos recuperados de superficies medioambientales; la deteccion del gen vanA
se relaciond con niveles medios y altos de resistencia a la vancomicina (CMI entre 64
y >512 pg/mL) y resistencia heterogénea a la teicoplanina (CMI de 8 a <256 pg/mL).
(35, 37, 40, 54); sin embargo, uno de estos 26 aislamientos clinicos con deteccién del
gen vanA fue identificado como la Unica cepa susceptible a la ampicilina y la
teicoplanina. En cuatro aislamientos que expresaron un fenotipo alto nivel de

resistencia a vancomicina de alto nivel, no se amplificé el gen vanA (Tabla 2).
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Tabla 2a y tabla 2b. Perfiles clonales, datos clinicos y microbiolégicos de los 33

aislamientos incluidos en el estudio.

o ©
- i k= ) = =
S 2 2 5 S £ O ) % o J &
- © @ o @© [S) @® o © o >
g | |2 13 |g |¢ = 2 8 |3 3%
S ENE E 2 -2 e
w =
1 X | INF 7 ABR HQ
2 X | INF 3 ABR S
3 | CL 4 ABR O
4 X | INF 2 MAY HQ 64 256 H X
5 | INF 6 MAY HQ 128 >512 H X
6 | INF 5 MAY O 32 256 H X
7 X | INF 5 MAY HQ 32 >512 H X
8 | INF 4 MAY HQ 32 >512 H X
9 | INF 6 MAY O 64 256 H X
10 | CL 8 MAY O 64 256 H X
11 X | INF 2 MAY O 32 256 H X
12 E INF URG | MAY O 8 64 M X
13 | CL 7 JUN O 32 >512 H X
14 | CL 6 JUN O 16 256 H X
15 X | INF 5 JUN O 32 256 H X
16 | INF 2 JUN SOT 32 256 H X
17 X | INF 2 JUL S 16 256 H X
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S IS S 9z 9 8 5 © g 3 c |2 g2
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£ |g |2 88 95 |% |2 98 |f |28
18 | INF 5 JUL 0 32 256 H X
19 | CL 2 JUL 0 16 128 M X
20 X | INF 8 JUL S >256 | 256 H X
21 | INF 6 JUL | HOQ 32 256 H X
22 | CL 4 AGO | © 32 256 H X
23 | CL 6 AGO O 16 256 H X
24 X | CL 5 AGO S 32 256 H X
25 E INF 2 AGO | O 16 256 H
26 E cL [URG [ AaGOo | O 32 128 H X
27 | CL 6 AGO [ HQ 32 256 H X
28 | cL | URG | sEP 0 32 256 H X
29 | INF | URG | SEP 0 32 256 M X
30 X | INF 5 SEP 0 64 256 H
31 | INF 2 SEP | HOQ 16 256 H
32 | INF | URG | SEP 0 64 512 H

Tablas 2a. Los colores de la primera columna representan los perfiles clonales
identificados y denominados con letras. Lila: perfil clonal "A", rosado: perfil clonal "B",
amarillo: perfil "C" y verde perfil "D". Gris: no se realizé tipificacion molecular. “P”:

Pacientes. Mortalidad: muerte del paciente durante la hospitalizacion. Lugar de infeccion:
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ubicacion estimada desde donde un paciente adquirio la infeccion; I: institucional, E:
externo. Estado clinico. INF: infeccion clinica, CL: colonizacion bacteriana. Ubicacion: sala
del hospital donde se obtuvo un aislamiento. URG: urgencias. El segundo piso (2) se
refiere a UCI, el tercero a UCIM, 4 a cuarto piso, 5 a quinto piso, 6 a sexto piso, 7 a
séptimo piso y 8 octavo piso. Fecha: mes en que se obtuvo el primer aislamiento de
EfmRV. Muestra clinica de la cual se recuperé un aislamiento: herida quirtrgica (HQ),
orina (O), muestra de secrecion orotraqueal (SOT), sangre (S). Las columnas Teico CMI y
Vanco MIC, se refieren a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (Concentraciéon
Minima Inhibiorita, CIM) a esos agentes, realizadas a cada una de las muestras a traves
de técnicas de microdilucién manual. Teico: Teicoplanina. Van: Vancomicina. Nivel de R a
Van: nivel de resistencia a la vancomicina, segun la CMI, clasificado como alto (H) y
medio (M). Gen vanA: los pacientes con aislamientos de EfmRV con deteccién del gen

vanA, se encuentran marcados con una (X).

(@)
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o - S S S o ) — >
o ) T T T Qo c g c
> [} > > > (¢)] © — (b}
N I LL LU LU > 2 {@))
ES1 207 POS NEG 32 512 H X
ES2 546 POS POS NEG 32 256 H X
ES3 550 POS NEG - 16 512 H X

Tabla 2b. Estudio medioambiental. Se muestran las 3 superficies que tuvieron crecimiento

de EfmRV durante el estudio de limpieza y desinfeccion de superficies. Superficie MA:

Pagina: 50 de 71



£85

| 8445
UNIVERSIDADCES Universidad de
Encanproniso conla excelencia RO Sario

superficies medioambientales: ES2 y ES3 correspondes a barandas de camas (diferentes)

y ES1 a una bomba de infusién. Habitacién: habitaciones en las que se identific6 EfmRV

(207 en la UCI, 546-550 en el quinto piso). Las columnas Teico CMI y Vanco MIC, se
refieren a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (Concentracion Minima
Inhibiorita, CIM) a esos agentes, realizadas a cada una de las muestras a través de
técnicas de microdilucion manual. Teico: Teicoplanina. Van: vancomicina. Nivel de R a

Van: nivel de resistencia a la vancomicina, segun la CMI, clasificado como alto (H) y
medio (M). Gen vanA: las superficies con aislamientos de EfmRV con deteccion del gen

vanA, se encuentran marcados con una (X).

10.4. Tipificacién molecular
La tipificacidbn molecular tuvo como base la agrupacion de los VNTR-1, VNTR-7, VNTR-
8, VNTR-9 y VNTR-10 y se realiz6 para los 33 aislamientos de EfmRV recuperados
(incluidas las muestras ambientales). En la figura 3 se observan ejemplos de lo
diferentes VNTR. Se identificaron cuatro perfiles clonales (A, B, C y D) a partir de los
aislamientos. El perfil con mayor frecuencia identificado en todas las cepas clinicas (29
aislamientos) fue el "A", en 17 de las cepas. El segundo en frecuencia fue el perfil "B",
en 10 de las cepas y los perfiles "C" y "D" se identificaron en una cepa, cada una. De
los 13 aislamientos obtenidos de pacientes del brote, en 9 se identificé el perfil clonal
“‘A” (69,2%), en 2 el perfil clonal "B” (15,4%), y las clonalidades "C" y "D" se identificaron
en un solo aislamiento cada uno (7,7% y 7,7%). El perfil "C" también se identific6 de un
aislamiento proveniente del estudio medioambiental la baranda de la cama 550. El
perfil "D" se identificé solo en un paciente y la fuente de infeccion fue extrainstitucional.
Esta Gltima cepa fue la que present6 el nivel mas bajo de resistencia a la vancomicina,

con susceptibilidad a teicoplanina y la ampicilina). Los perfiles clonales "A" y "B" fueron
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los Unicos que se identificaron en las muestras clinicas de pacientes hospitalizados en
el periodo posterior al brote (16 cepas), 8 para el perfil clonal "A" (50%) y 8 para el perfil
clonal "B" (50%). La figura 3 muestra el nUmero de aislamientos que muestran cada

perfil clonal, distribuidos por mes de mayo a septiembre de 2016.

Clonalidades por mes, afio 2016
10
9
»n 8
o
*GC-; 7
é 6
8 5
2]
2,
3 3
c 2
1
0
MAY JUN JUL AGO SEPT
mes
CLON A CLON B CLONC CLOND

Figura 3. Los perfiles clonales identificados entre mayo y septiembre de 2016.
El perfil clonal "A" se identific6 con mayor frecuencia en los aislamientos clinicos de mayo,
junio, julio y septiembre. El perfil "B" fue el mas identificado en agosto; sin embargo, en
septiembre de ese afio, el perfil "A" fue una vez mas el de mayor identificacion entre las

cepas recuperadas de EfmRV.
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10.5. Andlisis de transmision de acuerdo con el algoritmo modificado de

Tiempo —Lugar— Clonalidad (TLC)
Se adapt6 un algoritmo TLC (descrito anteriormente para Pseudomonas aeruginosa)
(48) para evaluar las rutas de transmision (transmision directa o transmision cruzada)
en los pacientes provenientes del brote (16 pacientes). Datos clinicos (diagndsticos
infecciosos), microbiolégicos (fecha de toma de muestra donde se aislé por primera vez
el EfmRV) y la trazabilidad de transferencia durante la estadia intrahospitalaria (ruta de
pacientes), se analizaron de forma conjunta para la evaluacion inicial de los criterios
epidemioldgicos propuestos en este algoritmo para la estimacion de transmision posible
o probable. Posteriormente y con la informacién obtenida a partir de la tipificacion
molecular, se evalud la relacién genética, definida como una transmision predecible.
Sin embargo, esta relacidon genética se evalud Unicamente en 13 de los 16 pacientes
del brote, ya que no se logré la recuperacion de muestras provenientes de los 3
primeros pacientes.
El andlisis por el algoritmo TLC fue realizado para la determinacion de las rutas de
transmision entre los pacientes del brote. Los criterios epidemiol6gicos de transmision
posible y probable fueron evaluados en los 16 pacientes del brote, mientras que la
relacion de los criterios epidemioldgicos + la relacién genética, solo pudo ser evaluada
en 13 de ellos. El paciente 1 (P1) fue el primer paciente identificado durante el brote,
pero el paciente 2 (P2) fue el que trasmitio el EfmRV al mayor numero de pacientes,
segun la trazabilidad de transferencia de pacientes durante su estancia
intrahospitalaria. La implementacién del algoritmo TLC tuvo como objetivo investigar si
la relacién genética basada por agrupacion de VNTRs (clonalidades) podia mejorar la
identificacion de las rutas de transmisiobn, en comparacion con la vigilancia

epidemioldgica convencional. Esta ruta epidemioldgica tipicamente involucra tiempo
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(curva epidémica), espacio (ruta de pacientes) y paciente (verificacién de diagnosticos).
(51) En la figura 4a se muestra la representacion de la transmision posible (criterio 1) y
probable (criterios 2 y 3); en la Figura 4b se muestra la representacién de la transmision
predecible (criterio 4 + 1 6 2 6 3). De acuerdo con el algoritmo, cuatro de las posibles
rutas de transmision que fueron clasificadas como posibles por criterios
epidemioldgicos (1, 2 y 3), pudieron ser identificadas posteriormente como
transmisiones predecibles al evaluarse en conjunto con la relacion genética o clonalidad
(criterio 4). De estos ultimos 4 casos vale la pena anotar que los pacientes estuvieron
hospitalizados en el mismo piso y ala de forma simultanea, pero no compartieron
habitacion. El paciente 4 probablemente contagio a los pacientes 7 y P14, el paciente
5 probablemente contagié al paciente 11 y el paciente 7 probablemente contagié al
paciente 16. Con base en estos hallazgos proporcionados por el algoritmo, se puede
estimar que la principal ruta de transmision de EfmRV durante el brote, fue a través de
contaminacién cruzada por el personal de salud (Fig. 4b). El paciente 9, en quien se
identificé un perfil clonal Unico y se diagnosticé una Infeccion Asociada a la Atencién
en Salud, no estuvo expuesto a pacientes previamente infectados de acuerdo con el

algoritmo. (Fig. 4b).
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Figura 4. Rutas de transmision estimadas para los 16 pacientes del brote,
utilizando el algoritmo modificado de tiempo-lugar-clonalidad (TLC).
Los colores de las flechas reflejan la probabilidad de transmision estimada entre dos
pacientes. Los criterios 1 a 4 se describen brevemente como: criterio 1, hospitalizacion
simultanea en el mismo piso y ala; criterio 2, misma habitacion de forma consecutiva
dentro de un periodo de 14 dias; criterio 3, misma habitacioén de forma simultanea; y
criterio 4, estrecha relacién genética (misma clonalidad). Cada paciente se perfila como
un circulo. La figura 4 (a) muestra la probabilidad de transmisién segun los tres criterios
epidemioldgicos: criterio 1 (flechas negras), criterio 3 (flecha verde). No se representa en
la figura el criterio 2, ya que no fue observado durante el andlisis. El color del circulo
indica la ubicacion del paciente en la fecha de primer aislamiento de EfmRV: blanco
representa la sala 2 (UCI), amarillo representa la sala 3 (Unidad de Cuidados
Intermedios), azul representa la sala general 4, rojo representa la sala general 5, negro
representa la sala general 6, verde representa la sala general 7, gris para el pabellén
general 8 y purpura significa la sala de emergencias (URG). Cuatro pacientes (P2, P4,
P11, P16), requirieron traslado en mas de una ocasion entre diferentes pisos el mismo dia
donde se tomd la primera muestra donde se aislé el EFmRV. De manera similar, los
pacientes P14 y P15 no habian completado 24 h de permanencia en un piso cuando se
detecto el primer aislamiento; todos ellos estan representados con 2 colores. La Figura 4
(b) muestra la probabilidad de transmisién basada en los tres criterios epidemiol6gicos en
combinacién con el criterio de relacion genética (flechas rosadas). Los colores de los
circulos representan los perfiles clonales: lila es el perfil clonal "A", rosado es el perfil "B",

amarillo el "C" y verde el "D".
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11. DISCUSION

Un compromiso con

Por medio de este estudio, pudimos evaluar las posibles rutas de transmision de los
aislamientos de Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina involucrados en un
brote intrahospitalario en el hospital con mayor capacidad instalada de Colombia, el
hospital Universitario Mayor-Méderi, en un periodo de seguimiento de 5 meses.

Se pudo comprobar a nivel local los beneficios de la integracion de las herramientas de
epidemiologia molecular y los métodos convencionales de la epidemiologia
hospitalaria. Con las técnicas de tipificacion molecular, especificamente agrupamiento
de VNTRs se pudo evaluar la relacibn genética entre aislamientos bacterianos,
informacion que fue contrastada con la trazabilidad de las rutas de transferencia de
todos los pacientes del brote, a través de todos los servicios y camas del hospital. Este
abordaje, reflejado en el algoritmo TLC, permitié ademas determinar la probabilidad de
estas rutas (posible, probable o predictiva) y formular las hipotesis de las vias de
transmisién involucradas (transmision directa o indirecta). Tras el analisis de los
resultados obtenidos a través del logaritmo TLC, se pudo concluir que el brote tuvo un
comportamiento dinamico, de fuente mdltiple y origen policlonal. A pesar del hallazgo
de que la mayoria de los pacientes no compartieron habitacién o cama, pero si piso o
servicio de hospitalizacién, (lo que indicaria una via de transmisién indirecta a traveés
de personal de la salud o limpieza), pudo encontrarse en pocos casos, otras dificultades
relacionadas con los procesos de la limpieza y desinfeccion de superficies y la falta de
cohortizacién de los pacientes del brote, con la alta transferencia de los mismos por

diferentes servicios camas y servicios.
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Los resultados de la tipificacidbn molecular identificaron la presencia de 4 perfiles

Un compromiso con la ex

lencia

clonales distintos: A, B, C y D (Fig. 3), siendo los perfiles A y B los que se
identificaron con mayor frecuencia en los aislamientos provenientes del brote
epidemiologico. Este comportamiento puede respaldar lo previamente descrito
por la literatura como una mayor habilidad patogénica de algunos grupos
clonales en desencadenar brotes epidemioldgicos. Sin embargo, la
caracterizacion de estos complejos clonales asociados a brote ha sido descrito
por medio de la técnica MLST (35, 37, 56) y por lo tanto, no pudo ser comprobado
en nuestro estudio. Ademas, el seguimiento cronoldgico de la incidencia de los perfiles
clonales sugiri6 una diseminacion transicional del perfil "A" al perfil "B" durante los
meses de mayo a julio, pero con una mayor incidencia del perfil “A” en el ultimo mes
del estudio. Este ultimo hallazgo indica que, a pesar del control exitoso del brote y la
modificacion del comportamiento de los EfmRV de epidémicos a endémicos, es
necesario mantener una vigilancia activa y adherencia a los protocolos del programa
de control y prevencion de infecciones, asi mismo, como el planteamiento de la
necesidad de tamizacion activa de pacientes para evitar focos asintomaticos de
diseminacion.

Como se menciond en el marco tedrico, a la fecha se han descrito 8 variantes
fenotipicas de resistencia a glicopéptidos (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG, VanlL,
VanM, and VanN), que se correlacionan directamente con la presencia de genes
(genotipos) denominados con los mismos nombres (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE,
vanG,v vanL, vanM, y vanN). Para los fenotipos VanA, VanB, VanD, VanM, se han
descrito los mayores niveles de resistencia, con una disminucion en la afinidad por la

vancomicina de aproximadamente 1000 veces. Para el resto de casos, (VanC, VanE,
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VanG, VanL, VanN), se ha descrito de forma general, una disminucion de la afinidad

de 7 veces. Teniendo en cuenta esto, es importante resaltar las inconsistencias
encontradas entre los perfiles genotipicos y fenotipicos de resistencia en algunos
aislamientos de EfmRV. En un aislamiento con presencia del gen vanA, se observé un
patrén fenotipico de susceptibilidad a teicoplanina y ampicilina; por el contrario, en 3
cepas con altos niveles de resistencia a vancomicina, no se identifico el gen vanA. Una
de las principales razones pudo ser la presencia de alguno de los otros genes descritos
con perfiles fenotipicos de alta resistencia, asi como dificultades en la técnica. Sin
embargo, en algunos trabajos descritos principalmente en Asia, estas discrepancias ya
se han reconocido y pueden ser debidas a problemas en la técnica de identificacion del
gen, o la presencia de dos o mas genes en una misma cepa, con expresion fenotipica
de solo uno de los dos. (42, 45, 46, 55). Se recomienda, ademas, evaluar la presencia

de los 8 genes de resistencia y su reproducibilidad.
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12. CONCLUSION

Este estudio demostrd que el abordaje de brote por medio de un modelo epidemiolégico
integrado por estrategias clinica y moleculares, permitié la descripcion del patron de
diseminacion a través de las posibles rutas de transmisién y la comprobacién de
multiples fuentes. Como consecuencia, dentro de los principales beneficios obtenidos
a partir de la identificacién local de oportunidades de mejora, fueron la optimizacion en
la inversidn de los recursos en las practicas de control y prevencion de infecciones y la
aplicacion de estrategias mas eficaces para la prevencion de brotes, individualizadas a
la institucién. La principal limitacién de este estudio radicé en la falta de tamizacién
rectal como estrategia de blsqueda activa de los casos de colonizacion por EfmRV ,
ya que los pacientes colonizados son un reservorio oculto que facilita la transmision,
diseminacion y presentacion de brotes por EfmRV.

Los beneficios de los modelos epidemiolégicos integrados por estrategias clinicas y
moleculares implementados en tiempo real se han podido demostrar en la literatura a
través de diferentes estudios de brote por enfermedades infecciosas, principalmente en
paises con altos indices de capital humano como Alemania, de donde se adapté el
modelo del algoritmo implementado en nuestra investigacion (15, 48, 57, 58).

Este estudio fue el resultado del primer trabajo en conjunto tras el convenio pactado
entre el Hospital Universitario Mayor — Méderi y la Fundacién Instituto de Inmunologia
de Colombia. Pese a no ser este un estudio correctamente descrito como de tipo
traslacional, la experticia y los aportes brindados por cada una de las instituciones
implicadas permitieron dos logros destacables. La confirmacién molecular de las
hipotesis clinicas, lo cual genera tranquilidad en la toma de decisiones sobre la

distribucion de recursos en el hospital, asi como el enriqguecimiento en el abordaje de
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manejo de brotes intrahospitalarios. Tras la experiencia de esta investigacion,

esperamos con los resultados encontrados primero, motivar de forma contundente al
personal médico y de salud la importancia a la adherencia y buena técnica de lavado
de manos y segundo, que el préximo estudio no sea la descripcion retrospectiva de un
brote, sino la identificacion de aumento de casos de una infeccion y su adecuado control
para la prevencion de un brote. El conocimiento de las fuentes de infeccion, asi como
la determinacién de la ruta de transmisién, que para nuestro caso fue de fuente mdaltiple
con contaminacién cruzada por via personal de la salud como principal ruta de
diseminacion, permite destacar la importancia de la medida epidemiolégica mas antigua

y rentable para la prevencion de infecciones: la adherencia al lavado de manos.
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Un compromiso con

13. ANEXOS

Archivo adicional en formato Excel. 1. Figura S1. Ruta de pacientes durante la
hospitalizacion.
Teniendo en cuenta la alta movilidad de los pacientes del brote entre los diferentes
servicios, algunos de ellos con mas de 4 transferencias de habitacion durante su estancia
hospitalaria, la representacién de una curva epidemiolégica con la ruta de pacientes no fue
posible. Sin embargo, se realiz6 un mapa detallado con la trazabilidad de la ruta de cada
uno de ellos por el hospital. Anexo 1.
El eje X corresponde al tiempo, representado en dias, entre el 1ro. de abril y 30 de junio de
2016. El eje Y corresponde a los pisos y camas donde estuvieron hospitalizados los
pacientes. Solo las camas ocupadas por pacientes del brote fueron incluidas por cada piso.
Los pacientes se representan con los nimeros del 1 al 16. Los colores representan los
perfiles clonales, como se describen en la tabla 2 y en la figura 4. El perfil de clonal no fue
identificado en los primeros 3 pacientes del brote, por lo tanto, se representan con el color
gris. El sombreado mas claro de cada uno de los colores (que representan los perfiles
clonales) corresponde al periodo previo del primer aislamiento de EfmRV. El color negro
indica el dia en el que se realizé la confirmacion del primer aislamiento de EfmRV. El
sombreado mas oscuro indica el periodo posterior a la confirmaciéon. El color rojo se

representa los dias en dos pacientes compartieron habitacion.

Como publicaciones, presentaciones en congresos y reconocimientos producto de la
investigacion, se mencionan en orden cronoldgico:
Presentacion de 3 trabajos de investigacion en formato poster (primera autora) en eventos

nacionales e internacionales:
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“Comportamiento epidemiologico de Enterococcus faecium resistente a la vancomicina
en el Hospital Universitario Mayor- Méderi, 2014-2016” en el primer encuentro de
investigaciones del Hospital Universitario Mayor, Méderi. Diciembre de 2016. Bogota,
Colombia. Ganadora del tercer puesto de trabajos en formato poster.

“Trend analysis between Vancomycin consumption and incidence of Vancomycin-
resistant Enterococcus faecium between a local hospital and Colombian data, from 2013
fo 2016”. EPIDEMICSS. Sixth International Conference on Infectious Disease Dynamics.
Noviembre de 2017. Sitges, Espafia.

“‘Molecular epidemiological analysis of an outbreak of Vancomycin-resistant
Enterococcus faecium in a university hospital, Bogota, 2016.” EPIDEMICS6. Sixth
International Conference on Infectious Disease Dynamics. Noviembre de 2017. Sitges,

Espafia.

Publicaciéon de articulo en la revista BMC Infectious Diseases:

Corredor, N. C., Lépez, C., Aguilera, P. A., Prieto, L. M., Rodriguez-Leguizamén, G., Leal,

A. L., ... Patarroyo, M. A.(2019). An epidemiological and molecular study regarding the

spread of vancomycin-resistant Enterococcus faecium in a teaching hospital in Bogota,

Colombia 2016. BMC Infectious Diseases, 19(1), 258. https://doi.org/10.1186/s12879-019-

3877-7
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