ORIGINALES

Caracterizacion molecular de un brote
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INTRODUCCION. Entre enero y agosto de 2003 se aislo
Enterococcus faecalis resistente a glucopéptidos

en 8 pacientes ingresados en la unidad de cuidados
intensivos (UCI).

METopos. La sensibilidad antibidtica se determiné

por difusion con discos y Etest, la relacion clonal por
electroforesis de campo pulsado (PFGE) y la presencia
del gen vanA por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES. Todos los aislados fueron
vanA+ y presentaron idéntico patron de PFGE, lo cual
puso de manifiesto un brote epidémico en la UCI.
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Molecular characterization of a glycopeptide-resistant
Enterococcus faecalis outbreak in an intensive care unit

INTRODUCTION. Between January and August

2003 glycopeptide-resistant Enterococcus faecalis was
isolated from eight patients admitted to the intensive
care unit (ICU).

MeTHoDS. Antibiotic susceptibility testing was performed
by disk diffusion and the Etest, clonal relatedness of the
isolates was studied by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE), and the presence of vanA was investigated

by PCR.

REsuLTs AND concLusions. All the isolates were
vanA-positive and had an identical PFGE pattern,
showing that an outbreak had occurred in our ICU.
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Introduccion

Los enterococos son uno de los principales patégenos
nosocomiales. Aunque forman parte de la flora intesti-
nal de los individuos sanos y no se les atribuye una ele-
vada virulencia, en el &mbito hospitalario constituyen
una de las causas méas importantes de endocarditis, bac-
teriemia, infeccién urinaria e infeccion de heridal. Las
especies aisladas con mas frecuencia son Enterococcus
faecalis (80-90%) y Enterococcus faecium (5-10%). Al cre-
ciente protagonismo de los enterococos en este dmbito
ha contribuido su resistencia intrinseca a un amplio ni-
mero de antibidticos y su gran capacidad para adquirir
nuevas resistencias. Ademads, su tolerancia a la actividad
bactericida de los betalactamicos y glucopéptidos hace
necesaria la combinacién con aminoglucésidos en infec-
ciones graves como meningitis o endocarditis?.

En este contexto, la resistencia a glucopéptidos plantea
un serio problema para el tratamiento de la infeccién en-
terocdcica, especialmente en las unidades de cuidados in-
tensivos (UCI), debido a la escasez de alternativas tera-
péuticas. La resistencia a la glucopéptidos en Enterococcus
es, principalmente, adquirida. El fenotipo maés frecuente,
tanto en E. faecalis como en E. faecium, es el VanA, cuyos
determinantes genéticos de localizacién plasmidica® se
caracterizan por conferir resistencia de alto nivel tanto a
la vancomicina como a la teicoplanina. La reciente docu-
mentacién de la transferencia del fenotipo VanA desde
E. faecalis a Staphylococcus aureus* acentia atin mas el
riesgo potencial que implica la diseminacién de este me-
canismo de resistencia.

En este trabajo se presenta la caracterizacién molecu-
lar de un brote de 8 casos de infeccién/colonizacién por
E. faecalis resistente a glucopéptidos producido en la UCI
del Hospital Universitario Son Dureta (que engloba tres
unidades adyacentes: general [UCI-G], traumatologia
[UCI-T] y coronarias [UCI-C]), entre enero y agosto de
2003.

Métodos

La identificacién de las cepas de E. faecalis resistente a glucopépti-
dos en muestras clinicas procedentes de la UCI se realizé mediante el
sistema Rapid ID 32 Strep (BioMérieux, MarcyL’Etoile, Francia).
El perfil de sensibilidad antibiética (ampicilina, vancomicina, teico-
planina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina, co-
trimoxazol, ciprofloxacino, tetraciclina y linezolid) se determiné usan-
do la técnica de difusién con discos. Posteriormente se verificé la
resistencia a los glucopéptidos mediante la estimacién de la concen-
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tracién inhibitoria minima para vancomicina y teicoplanina por
Etest® (AB Biodisk, Solna, Suecia).

Los estudios de colonizacion intestinal por E. faecalis resistente a
glucopéptidos se llevaron a cabo mediante la siembra de torundas rec-
tales en placas selectivas con 10 pg/ml de vancomicina (Agar Campy-
losel, BioMérieux, MarcyL’Etoile, Francia), procediendo a la identifi-
cacién y evaluacién de la sensibilidad antibiética de los aislados
positivos como anteriormente se ha descrito.

La determinacién de la clonalidad de los aislados de E. faecalis re-
sistente a glucopéptidos se realizé utilizando la técnica de electrofo-
resis de campo pulsado (PFGE)®. Tras la lisis del ADN cromosémico
embebido en los bloques de agarosa, se procedi6 a su restriccién con
Smal y posterior electroforesis (Chef DrlIII System, Bio-Rad, La Jo-
1la, California) con las siguientes condiciones: pulso inicial, 1 s; pulso
final, 20 s; tiempo total de electroforesis, 20 h a 6 V/cm?. Los patrones
de macrorrestriccion se interpretaron siguiendo los criterios de Teno-
ver et al®.

La presencia del gen vanA en las cepas de E. faecalis resistente
a glucopéptidos fue confirmada por amplificacién de un fragmento
de 766 pb del gen vanA mediante la técnica de reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) usando cebadores especificos previamen-
te descritos”, VANAF(5'-GCTATTCAGCTGTACTC-3’) y VANAR
(5'-CAGCGGCCATCATACGG-3'). Las condiciones de amplificacién
fueron: 94 °C 12 min (94 °C 1 min-56 °C 1 min-72 °C 1 min) 35 ciclos,
72 °C 10 min.

Resultados

En la figura 1y en la tabla 1 se muestra el periodo de in-
greso en UCI, la unidad y la cama ocupada, asi como la
fecha y el tipo de muestra del primer aislado de E. faeca-
lis resistente a glucopéptidos de cada uno de los casos que
formaron parte del brote.

Como ilustra la figura 1, entre enero y abril de 2003 se
detectaron 4 casos de infeccion por E. faecalis resistente a
glucopéptidos en pacientes ingresados en dicho servicio.
Los casos 1y 3 se encontraban en camas contiguas. Poste-
riormente, como consecuencia de la realizacién de un es-
tudio de colonizacién a los 6 pacientes que se hallaban en
la UCI en ese momento, se detectaron dos portadores in-
testinales, 5 y 6, en camas adyacentes a la del cuarto caso.
El caso 6, en concreto, habia estado ingresado previamen-
te en la cama que pocos dias antes habia ocupado el tercer
infectado, conectando asi los casos de la unidad de trau-
matologia con los de la unidad de general.

A pesar de las medidas de control establecidas (aisla-
miento de los portadores e infectados, limpieza y desinfec-
cion de las areas implicadas, personal exclusivo para cada
paciente y uso de instrumental desechable) en agosto se
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Figura 1. Distribucién de pacientes
infectados y portadores de E. faecalis 73
resistente a glucopéptidos. A cada i
paciente se le ha asignado un nime- UCIG | 712
ro del 1 al 8, siguiendo el orden cro-
noldgico del aislado. El eje de absci- 711
sas muestra el tiempo de ingreso en
UCl y el de ordenadas la unidad y la 719 1
cama ocupada. La fecha del primer
aislado se representa con una flecha UcCl-T | 718
en el interior de los rectingulos. En
los pacientes 2 y 3 (marcados con un 716
asterisco) se aislé después de ser : :
trasladados a planta, el 4-3-2003 Dicfembre _ Enero. Febrero
(Medicina Interna) y el 5-4-2003
(Traumatologia), respectivamente.

TABLA 1. Datos de los pacientes infectados o colonizados por E. faecalis resistente a glucopéptidos

. Fecha de aislado Estancia en UCI
Paciente del EFRG Muestra
Desde Hasta Unidad Cama*

1 8-1-2003 Hemocultivo 31-12-2002 13-03-2003 UCI-Traumatologia 719
2 4-3-2003 Herida quirdrgica 14-12-2002 20-12-2002 UCI-Coronarias 705
3 5-4-2003 Ulcera sacra 10-2-2003 4-3-2003 UCI-Traumatologia 718
4 20-4-2003 Hemocultivo 13-2-2003 10-5-2003 UCI-General 712
5 23-4-2003 Exudado rectal 29-12-2002 23-05-2003 UCI-General 711
6 23-4-2003 Exudado rectal 28-3-2003 2-4-2003 UCI-Traumatologia 718

3 2-4-2003 23-5-2003 UCI-General 713
7 12-8-2003 Ulcera de decubito 2-6-2003 4-11-2003 UCI-General 712
8 18-8-2003 Exudado rectal 29-7-2003 30-8-2003 UCI-Traumatologia 716

*En los pacientes 2 y 3 el E. faecalis resistente a glucopéptidos se aislé después de su traslado a planta, el 4-3-2003 (Medicina Interna)

y el 5-4-2003 (Traumatologia), respectivamente.

EFRG: E. faecalis resistente a glucopéptidos; UCI: unidad de cuidados intensivos.
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volvié a aislar E. faecalis resistente a glucopéptidos en un
paciente que habia pasado a ocupar la misma cama del
cuarto infectado. Se realiz6 un segundo estudio de coloni-
zacién a los 11 pacientes ingresados en la UCI en ese mo-
mento, y se detecté un nuevo portador rectal.

Todos los aislados fueron sensibles a ampicilina, tetraci-
clina y linezolid y presentaron resistencia de alto nivel a
gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina,
cotrimoxazol y ciprofloxacino. La concentracién inhibitoria
minima (CIM) a vancomicina fue superior a 256 pg/ml y la
CIM a teicoplanina fue de 32-64 wg/ml. Esta resistencia de
alto nivel a los glucopéptidos caracterizé a los aislados
como fenotipo VanA. La PCR fue positiva en todos los ais-
lados para el gen vanA.

Mediante la técnica de PFGE se evidencié que los aisla-
dos de E. faecalis resistente a glucopéptidos correspon-
dientes a los 8 pacientes presentaban el mismo patrén de
bandas, demostrando que constituian un unico clon (fig. 2).

Discusion

La codificacién plasmidica de la resistencia a glucopép-
tidos en E. faecalis resistente a glucopéptidos, convierte a
este patégeno oportunista en uno de los més peligrosos en
el ambiente hospitalario. La presién selectiva ejercida por
el frecuente uso de antibiéticos de amplio espectro, la ca-
pacidad de los enterococos para sobrevivir en los objetos
inanimados y ser transmitidos a través de las manos del
personal sanitario, asi como la presencia de pacientes con
colonizacion intestinal favorecen su persistencia y disemi-
nacién en dicho entorno.

En Estados Unidos, la resistencia a la vancomicina en
los enterococos es ya una situaciéon endémica en muchos
hospitales, y alcanza el 17,7% de cepas resistentes en

05-130857
05-129123
05-131690
05-131693
05-137358
05-137661
ATCC 29212
NCTC 8325

©
©
re}
I3
D
©
S

06-92937

— 674 kb
— 361 kb

—— 324 kb
— 208 kb
— 175 kb

— <80kb

Figura 2. Patrén de macrorrestriccion de los aislados (uno por paciente)
de E. faecalis resistente a glucopéptidos. La cepa de E. foecalis ATCC 29212 se
utilizé como control y la cepa de S. aureus NCTC 8325 como marcador de peso
molecular,
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20028. En Europa, sin embargo, la prevalencia de E. fae-
calis resistente a glucopéptidos en el &mbito nosocomial es
menor, situandose por debajo del 3% en términos genera-
les y en torno al 0,8% en Espaia segun estudios recien-
tes?. No obstante, en Espafia hay constancia hasta la fe-
cha de dos brotes: el primero, descrito por Peset et al'?
implicé a un total de 16 pacientes entre 1994 y 1995 y el
segundo, recientemente publicado, afect6 a 6 pacientes en
un hospital de Galicia''. En otro trabajo se ha detectado
el mismo clon de E. faecalis resistente a glucopéptidos en
hospitales de tres regiones espafiolas distintas!? y recien-
temente también se ha documentado el aislado de un clon
de E. faecalis resistente a glucopéptidos en tres hospita-
les de ciudades distintas de Portugal®. Estos datos, suma-
dos al nuevo brote descrito en este trabajo, advierten del
grave problema epidemioldgico que se avecina si estas si-
tuaciones no se controlan debidamente.

Aunque es muy dificil establecer exactamente cudles son
los elementos de dispersion, en nuestro brote hay una clara
coincidencia temporoespacial, practicamente entre todos los
pacientes. La figura 1 sugiere al paciente 6 como el que pro-
pagé E. faecalis resistente a glucopéptidos desde UCI-T a
UCI-G. La persistencia del patégeno durante més de 3 meses
en el medio (entre los casos 6 y 7) pone de manifiesto la dificil
erradicacion del mismo a pesar de las medidas adoptadas.

Medidas de prevencién imprescindibles son el uso de
bata y guantes, junto al lavado de manos por parte del per-
sonal sanitario. Asimismo el control sobre la limpieza y de-
sinfeccién de superficies, mobiliario e instrumental médi-
co debe ser estricto.

Cuando se detecta un caso de infeccién o colonizaciéon
por E. faecalis resistente a glucopéptidos, el paciente debe
ser aislado del resto en una habitacién privada y, obvia-
mente, deben ser observadas al méaximo todas las medidas
anteriormente mencionadas. En nuestro caso, ademas, se
dispuso de personal exclusivo para atender a los pacien-
tes implicados en el brote, se emplearon uniformes de-
sechables y material de un unico uso o en su defecto,
autoclavable. Otra medida que se debe adoptar es la rea-
lizacion de estudios de colonizacién gastrointestinal por
E. faecalis resistente a glucopéptidos a los pacientes con
los que haya compartido habitacién e incluso, en ocasio-
nes, a todos los que se encuentren en la misma unidad
donde se ha detectado el caso. Realizados como estudios
transversales periédicos son, a su vez, utiles para evaluar
la situacién epidemioldgica en la que se encuentra el hos-
pital. En este sentido, como se ha comentado, se realizaron
dos estudios de colonizacién intestinal, los portadores de-
tectados fueron aislados, y se tomaron muestras rectales
semanalmente, manteniéndose el aislamiento hasta la do-
cumentacién de tres muestras negativas consecutivas,
coincidiendo con las medidas propuestas por Ridwan et
al. Asimismo, las técnicas de epidemiologia molecular re-
sultan de gran utilidad para la deteccién, el seguimiento
y el control de los brotes, pudiendo identificar en cada caso
el elemento de diseminacion, ya sea la propagacién de un
mismo clon, o la transmisién de elementos genéticos movi-
les como plasmidos o transposones. Por tltimo, la correc-
ta informacién y preparacién del personal medicosanita-
rio, asi como el uso racional de los antibiéticos son también
factores cruciales que contribuyen a evitar que este im-
portante problema epidemiolégico, atin potencial, se con-
vierta en una alarma real.
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