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INTRODUCCION. Los enterococos resistentes a vancomicina
(ERV) han producido miiltiples brotes en unidades de
cuidados intensivos (UCI). La contaminacion del ambiente
hospitalario, manos del personal de salud y pacientes
portadores con ERV pueden ejercer un importante papel
perpetuando la cadena de transmision de esos brotes.

El objetivo de nuestro trabajo fue caracterizar el primer
brote de ERV en nuestra institucion y evaluar el papel

de la contaminacion ambiental y de manos del

personal de salud en la diseminacion de nuevos casos

de portacion de ERV.

MATERIAL Y METODOS. Se realizaron cultivos de vigilancia

a los pacientes admitidos a UCI (n = 113) y cultivos de
muestras ambientales (n = 69) y de manos de personal

(n = 23) entre agosto y diciembre del 2003.

RESULTADOS. Se obtuvieron 25 aislamientos de ERV

(24 Enterococcus faeciumy 1 E. avium) provenientes

de 8 pacientes y 7 muestras ambientales. No se obtuvo
crecimiento de ERV en manos de personal sanitario.
Todos los aislamientos de E. faecium resistentes a
vancomicina, ambientales y de pacientes, eran portadores
del gen vanA y pertenecieron a un mismo clon.
ConcLusION. La contaminacion ambiental posee un
importante papel en el reservorio de futuros brotes de ERV
perpetuando la transmision del mismo en el ambiente
hospitalario.

Palabras clave: Enterococo resistente a vancomicina.
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Environmental contamination during a vancomycin-resistant
Enterococci outbreak at a hospital in Argentina

INTRODUCTION. Vancomycin-resistant enterococci isolates
(VRE) have caused numerous outbreaks in intensive care
units (ICUs). A contaminated hospital environment, the
hands of health care workers (HCW), and carrier patients
may play important roles in perpetuating the chain of
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transmission in these outbreaks. The aims of this study
were to report the first VRE outbreak in our center and
assess the role of environmental contamination and HCW
hands in the spread of new cases of enterococcal infection.
MATERIAL AND METHOD. Between August and December
2003, surveillance cultures were performed with samples
from all patients (n = 113) admitted to the ICU, as well as
cultures of samples from the environment (n = 69) and
HCW hands (n = 23).

ResuLTs. Eighteen clinical samples from 8 patients and

7 environmental samples yielded Enterococcus faecium
(24 strains) and E. avium (1 strain). VRE was not detected
on HCW hands. All the VRE isolates belonged to a single
clone and carried the vanA gene.

ConcLusioN. Environmental contamination provides

an important reservoir for future outbreaks of VRE,
perpetuating transmission of the microorganism

in the hospital setting.

Key words: Vancomycin-resistant enterococci.
Environment. Outbreak.

Introduccion

Los enterococos resistentes a vancomicina (ERV) han
producido en los ultimos afios multiples brotes en unida-
des de cuidados intensivos (UCI). Segun datos de los Cen-
tros de Control de Enfermedades de EE.UU. (CDC), el por-
centaje de ERV durante un periodo de 10 afios se ha
incrementado de 0,5 a 25% del total de Enterococcus spp.
aislados de UCI™.

Los mecanismos de transmision estudiados para este
patégeno serian las manos del personal de salud, la con-
taminacién ambiental y los reservorios animales?. Segtin
la bibliografia especializada, los ERV son recuperados de
las manos del personal de salud entre el 10 y el 43%3 y
pueden sobrevivir en ellas durante mas de 60 min tras la
adquisicion del microorganismo?. Hay estudios que sefa-
lan que los trabajadores de UCI que se encuentran coloni-
zados con ERV aumentan el riesgo de transmisién a los
pacientes?”.

La contaminacién con ERV de camas, instrumentales
hospitalarios y objetos cercanos a los pacientes ha sido
documentada® en distintas dreas, y la UCI es una de las
principales.
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Los estudios de vigilancia de este patégeno permiten la
deteccion temprana de brotes epidémicos y el control de
la infeccién realizando las medidas de aislamiento corres-
pondientes de pacientes infectados y/o colonizados con di-
cho patégeno. Por otro lado, esta demostrado que los hos-
pitales que no realizan vigilancia activa tienen el doble de
riesgo de bacteriemias por ERV?23,

En nuestro pais el primer aislamiento de E. faecium re-
sistente a vancomicina fue documentado en el afio 19967.
En 1997 se document6 un brote que involucr6 a 3 pacien-
tes® y en el mismo afio se aislaron 2 cepas de E. faecalis
con resistencia a vancomicina; en una de ellas se confirmé
la presencia del gen vanB?. Desde ese periodo hasta la ac-
tualidad se han publicado en Argentina otros aislamientos
de ERV!011 pero, segtin nuestro conocimiento, no se ha
realizado la bisqueda de dicho patégeno en el ambiente
hospitalario y en manos de personal de salud.

En nuestra institucién se realizé un estudio de vigilan-
cia activa entre junio y agosto de 2001. No se detectaron
pacientes colonizados con ERV en UCI de ambos centros
hospitalarios pertenecientes al Hospital Universitario
CEMIC. En dicho estudio se tomaron 134 muestras recta-
les de todos los pacientes que ingresaron en UCI y alos 3y
7 dias del ingreso. El 20,5% de los pacientes incluidos ha-
bian recibido antibi6ticos durante los 2 meses previos a la
toma de la muestra’?.

Ante el surgimiento de este patégeno en el afio 2003, los
objetivos propuestos para este trabajo fueron:

1. Caracterizar el primer brote de ERV en nuestra ins-
titucion.

2. Analizar las caracteristicas clinico-epidemiolégicas
de los pacientes con ERV.

3. Detectar reservorios ambientales y realizar la bus-
queda en manos del personal.

4. Caracterizar el gen responsable de la resistencia a
glucopéptidos.

5. Establecer la relacién clonal entre los aislamientos.

Materiales y métodos

El Hospital Universitario CEMIC posee dos centros de hospitaliza-
cién (Centro Médico Hospital I [CM 1] y Centro Médico Hospital II
[CM 2]) a una distancia de 20 km entre si. Cada centro dispone de una
unidad de cuidados intensivos (UCI 1 y UCI 2) con 7 camas disponibles
enUCI1(a,b,c,d,e,fyg) y4camas disponibles en UCI 2 (A, B, Cy D).

En el mes de agosto del afio 2003 se detect6 el primer caso de ERV
en nuestra institucion, en el que el microorganismo se recuperé de
una muestra de liquido pleural de un paciente con insuficiencia renal
cronica y diabetes tipo II internado en UCI 1. Tras confirmar dicho
aislamiento, se implementaron cultivos de vigilancia activa a todos los
pacientes que ingresaban a la UCI (113 pacientes) durante el periodo
comprendido entre agosto y diciembre del afio 2003. Las muestras fue-
ron conservadas y transportadas en medio de transporte de Stuart.

Entre los periodos de noviembre y diciembre se realizaron tres
muestreos de cultivos de muestras ambientales y de manos de perso-
nal de salud. Dichas muestras fueron obtenidas con gasas estériles e
incubadas en 10 ml de caldo cerebro-corazén. Durante el primer
muestreo ambiental se tomaron 19 muestras en total en UCI 1: ba-
randas de camas (14), monitor (1), respirador (1), bomba (1), bipap (1)
y picaporte (1). En UCI 2 se tomaron 12 muestras ambientales: ba-
randas de cama (8), monitor (2) y respirador (2).

En el segundo muestreo ambiental se tomaron 16 muestras en total
en UCI 1: de barandas de camas (14), respiradores (1) y bomba (1).
En UCI 2 se tomaron 7 muestras ambientales: barandas de camas (6)

y respirador (1). Durante el tercer muestreo se tomaron sélo muestras
de UCI 1: barandas de cama (14) y respirador (1).

Simultdaneamente se tomaron 23 muestras de manos del personal
de salud, 14 en UCI 1 (5 enfermeros, 2 médicos de planta, 5 médicos
residentes y 2 contactos cercanos) y 9 en UCI 2 (3 enfermeros, 4 mé-
dicos residentes y 2 contactos cercanos).

Las muestras provenientes de pacientes, ambientales y del personal
de salud fueron incubadas durante 18 h a 35 °C y subcultivadas en
agar bilis esculina azida sédica (ABEA) suplementado con vancomici-
na (6 pg/ml). El cultivo se consider6 positivo cuando crecieron colonias
negras, correspondientes a cocos grampositivos en cadena, catalasa ne-
gativos y productores de pirrolidonil arilamidasa (PYR) y leucina amo-
nipeptidasa (LAP). Se complet6 la identificacién sobre la especie utili-
zando los esquemas de identificacién bioquimica segtin Murray et al's.

Los estudios de sensibilidad antibiética se realizaron por el método
de difusién por discos segtin National Committee for Clinical Labora-
tory Standard y Clinical and Laboratory Standard Institute (NCCLS/
CLSI)™ para ampicilina (10 wg), ciprofloxacina (5 pg), estreptomicina
de alta carga (300 pg), gentamicina de alta carga (120 pg), vancomi-
cina (30 pg), teicoplanina (30 ng) y linezolid (30 pg). La resistencia a
vancomicina y teicoplanina se confirmé utilizando placas de agar que
contenian 6 pg/ml de vancomicinal* y se determiné la concentracién
inhibidora minima (CIM) segin recomendaciones del NCCLS/CLSI'>,

La presencia del gen vanA fue confirmada por la amplificacién de
un fragmento de 766 pb del gen vanA mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos,
VANAF (5'-GCTATTCAGCTGTACTCS3-') y VANAR (5'-CAGCGGC-
CATCATACGG-3')6.

La relacién genética entre los aislamientos de ERV provenientes de
muestras de pacientes y del ambiente fueron evaluadas por la técnica
de electroforesis de campo pulsado (PFGE: Pulsed-field gel electro-
phoresis). Tras la lisis de ADN cromosémico embebido en bloques de
agarosa se procedi6 a la restriccion utilizando la enzima Smal y pos-
terior electroforesis, segin condiciones estandarizadas por el fabri-
cante!”. Los patrones de macrorrestriccién se interpretaron siguiendo
los criterios de Tenover et al's.

Con el objeto de analizar qué factores de riesgo anteriormente do-
cumentado en otros estudios!®?® pudieron asociarse a la colonizacién
y/o infeccién con ERV, se determinaron las caracteristicas clinico-epi-
demiolégicas de los pacientes tales como edad, sexo, motivo de inter-
nacién, enfermedad de base, procedencia de otra institucion, trata-
mientos antibi6ticos previos, cantidad de aislamientos de ERV y
tiempo de permanencia en el hospital.

En nuestro estudio, se defini6é como infeccién por ERV el aislamien-
to del germen de un sitio estéril y/o la presencia de fiebre o foco clini-
co atribuible al mismo. En las restantes situaciones se lo asumié como
colonizante.

En el andlisis de los datos se determiné la media de edad y el tiem-
po de hospitalizacién de los pacientes analizados?!.

Resultados

Durante el periodo de estudio (de agosto a diciembre) se
recuperaron un total de 23 aislamientos de ERV (1 de ori-
na, 2 de liquidos de puncién, 1 de herida quirdrgica, 2 de
biopsias de piel y 17 de muestras rectales tomadas con hi-
sopo) pertenecientes a 8 pacientes de un total de 113 pa-
cientes estudiados (7,1%).

Los aislamientos obtenidos de liquido pleural (1), liquido
de puncién de piel (1) y biopsia de piel (2) fueron conside-
rados clinicamente como infecciones y los aislamientos
obtenidos de herida quirurgica (1), orina (1), hisopado rec-
tal (17) fueron considerados colonizaciones.

De acuerdo con los datos obtenidos, la mayor parte de
los pacientes infectados y/o colonizados con ERV pertene-
cian a UCI 1, que fue donde se registré el caso indice, y to-
dos habian ingresado directamente a UCI 1. El analisis
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TABLA 1. Datos de pacientes infectados y/o colonizados con ERV

Edad Enfermedad Diagnéstico Fecha Tratamiento Periodo de
Paciente (afios)* Sexo Derivacién** al Cama Muestra Cultivo antibiético hospitalizacién
afios) de base . s s : jag)*H*
ingreso aislamiento previo (dias)
70 M IRC No HD-DR a 30/8/2003 Liquido pleural E. faecium AMS-COL 34
2 63 M IRC No PE e 31/8/2003 Liquido puncién piel E. faecium VAN-GEN-CAZ 24
68 F EC No PCR-NAC a 10/9/2003 Hisopado rectal E. faecium AMS-CLA-CIP 69
1/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-COL-FLUCO
3/10/2003 Herida quirtargica E. faecium IMI-VAN
7/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN
11/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN
21/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN
27/10/2003 Orina E. faecium IMI-VAN
30/10/2003 Biopsia de piel E. faecium IMI-VAN
4/11/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN
4 87 F IRC No CIR b 27/09/2003 Hisopado rectal E. faecium TAZ-ERTA-AMP 34
16/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI
5 79 F ACV Si SS C 30/9/2003 Hisopado rectal E. avium IMI-VAN 24
7/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN
16/10/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN
6 74 M CA No 1SQ b 17/9/2003 Hisopado rectal Negativo —
21/10/2003 Hisopado rectal E. faecium TAZ 52
4/11/2003 Hisopado rectal E. faecium MERO
18/11/2003 Hisopado rectal E. faecium MERO
7 80 M CA No PCR-NAC g 15/10/2003 Hisopado rectal Negativo —
21/10/2003 Hisopado rectal Negativo -
29/10/2003 Hisopado rectal E. faecium COL 31
20/11/2003 Biopsia de piel E. faecium IMI-VAN
8 81 F CA No PCR-NAC ¢ 17/12/2003 Hisopado rectal E. faecium IMI-VAN 10

*Media (rango): 74,8 afos (66,5-83,1).
**Derivacién: Paciente procedente de otra institucién de salud.
***Media (rango): 33,7 dias (12,4-55,0).

ACV: accidente cerebrovascular; AMP: ampicilina; AMS: ampicilina-sulbactam; CA: cdncer; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; CIR cirugia;
CLA: claritromicina; COL: colistina; DR: distrés respiratorio; EC: enfermedad coronaria; ERTA: ertapenem; ERV: enterococos resistentes a
vancomicina; F: femenino; FLUCO: fluconazol; GEN: gentamicina; HD: hemorragia digestiva; IMI: imipenem; IRC: insuficiencia renal crénica;
1SQ: isquemia; M: masculino; MERO: meropenem; NAC: neumonia aguda de la comunidad; PCR: paro cardiorrespiratorio; PE: peritonitis;

SS: shock séptico; TAZ: piperacilina-tazobactam; VAN: vancomicina.

de las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pa-
cientes revel6 que la enfermedad de base en los pacientes
estudiados fue insuficiencia renal crénica (3), cancer (3),
enfermedad coronaria (1) y accidente cerebrovascular (1)
(tabla 1).

Con respecto a los antibiéticos utilizados previamente
en aquellos pacientes con ERV, se observa que todos ha-
bian recibido esquemas de antibi6ticos de amplio espec-
tro incluyendo carbapenemes, cefalosporinas de amplio
espectro, aminoglucésidos, y 4 de ellos habian recibido
vancomicina. El periodo de ingreso de los pacientes con
ERYV oscil6 entre 10 y 34 dias con una media de 33,7 dias
(tabla 1).

De los 8 pacientes involucrados en el brote, 7 de ellos
estuvieron internados en UCI 1y 1 en UCI 2 (fig. 1).

En el estudio ambiental y de personal de salud se obtu-
vieron 7 aislamientos de ERV (baranda derecha [2], ba-
randa izquierda [2], respirador [1], bomba [1], bipap [1]),
todos recuperados durante el primer muestreo ambiental
en UCI 1. Durante el segundo y tercer muestreo, todas las
muestras ambientales fueron negativas y no se obtuvo cre-
cimiento de ERV en las muestras de manos del personal.
Las medidas de control establecidas en la institucién tras
los primeros aislamientos de ERV fueron: aislamientos
de los portadores e infectados, limpieza y desinfeccién de
las areas implicadas, personal exclusivo para cada pacien-
te y uso de instrumental desechable.
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Todos los aislamientos fueron sensibles a linezolid y re-
sistentes a ampicilina, ciprofloxacina, estreptomicina de
alta carga, gentamicina de alta carga, vancomicina y tei-
coplanina. La CIM a vancomicina fue superior a 256 pg/ml
y la CIM a teicoplanina fue de 32-64 pg/ml.

Mediante la reaccién de PCR se revel6 la presencia del
gen vanA en todos los aislamientos de ERV.

Los resultados de la técnica de PFGE evidenciaron que
los aislamientos clinicos y ambientales de E. faecium pre-
sentaban el mismo patrén de bandas, documentando la
presencia de un mismo clon circulante (fig. 2).

Discusion

Clasicamente se consideraba que las infecciones produ-
cidas por Enterococcus spp. eran de origen endégeno. Sin
embargo, la transmisién exégena puede ser causada a
través de las manos del personal de salud, favoreciendo
la circulaciéon dentro del ambiente hospitalario y la co-
lonizacién de los pacientes. En este tipo de infecciones
exdgenas se han aislado la mayor parte de las cepas re-
sistentes a multiples antimicrobianos, incluyendo vanco-
micina (2).

En EE.UU. los Enterococcus spp. son considerados mi-
croorganismos emergentes producto de la presion de selec-
cién del medio hospitalario y en Europa se atribuye su ori-
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Figura 1. Distribucion de pacientes infectados y portadores de ERV. A cada paciente se le ha asignado un nimero dependiendo del orden cronoldgico de aisla-
miento. El eje de abcisas muestra el tiempo de ingreso a UCI y en la ordenada la cama ocupada. Las fechas blancas sefialan cultivos negativos, las negras son
aislamientos de E. faecium resistente a vancomicina y la flecha gris, un aislamiento de E. avium resistente a vancomicina. Las 3 lineas rayadas muestran los 3 pe-

riodos de bisqueda ambiental.

gen al uso de antibi6ticos como promotores en el engorde
de animales??23,

En Argentina se han realizado estudios de coloniza-
cién/infecciéon por ERV, pero hasta nuestro conocimiento
no existen estudios que incluyan muestras obtenidas del
ambiente o de manos de personal de salud.

En este trabajo se documenta el primer brote de ERV
detectado en nuestra institucién, a partir del cual se rea-
liz6 la busqueda de este patégeno en el ambiente hospita-
lario y en manos del personal.

Entre los factores de riesgo para adquirir una infeccién
por ERV, en la literatura se hace referencia a edad avan-
zada, enfermedad de base (inmunosupresion, diabetes,
cancer, etc), cirugias previas, internacién prolongada, hos-
pitalizacién en una unidad quirdrgica oncohematolégica, o
de cuidados intensivos, y el uso de multiples esquemas an-
tibidticos de amplio espectro principalmente cefalospori-
nas, antibiéticos antianaerébicos y vancomicina?>23, En los
pacientes analizados en nuestra institucién sélo 1 prove-
nia de otro centro de atencién y 6 de ellos tenian como en-
fermedad de base insuficiencia renal crénica o cancer (ta-
bla 1). Estos antecedentes sugeririan realizar un estudio
de casos y controles para detectar los factores de riesgo
para colonizacion e infeccién por ERV en nuestra institu-
cién y luego evaluar la necesidad de realizar estudios de
vigilancia de ERV en las salas de hemodialisis y/o salas
de tratamientos ambulatorios de pacientes oncolégicos se-
gun corresponda.

Los estudios moleculares ponen en evidencia la presen-
cia de uno o multiples clones circulantes; esta informa-
cién es util para definir la epidemiologia de un microorga-

123 45 6 7 8 9101112 13 14 1516 17 (lineas)

Figura 2. Patrin de macrorrestriccion de los aislados de E. faecium resisten-
tes a vancomicina de pacientes (lineas 2-9) y muestras del ambiente (lineas
10-16). Marcador de peso molecular (lineas 1y 17).

nismo en el hospital. En el presente estudio se aislé un
unico clon, lo que permitiria demostrar la transmisién ho-
rizontal nosocomial de este patégeno y el papel del am-
biente hospitalario como reservorio, obstaculizando la
completa erradicacién de ERV durante un brote.

Aunque es muy dificil establecer cudles son los elemen-
tos de dispersién, en el brote que describimos hay una cla-
ra coincidencia temporo-espacial, entre todos los pacien-
tes. Siete pacientes estaban internados en UCI 1 (al igual
que el caso indice), y 1 paciente de UCI 2, y se documenta
transmisién cruzada entre los dos centros (fig. 1). Si bien
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no se realiz6 el estudio ambiental al inicio del brote, la pre-
sencia en el ambiente de ERV durante el mismo sugiere
que las medidas de control de infecciones no fueron lo sufi-
cientemente efectivas para erradicar el mismo. La ausen-
cia de aislamiento de este patégeno en las manos del per-
sonal en la muestra obtenida en este estudio no descarta
un posible papel de los mismos en la perpetuacién del bro-
te y transmisién cruzada entre los dos centros hospita-
larios.

En conclusién, nuestros resultados sugieren la necesi-
dad de una mejor adherencia a las medidas de control de
infecciones y destaca la decontaminacién ambiental para
evitar la transmisién de ERV, analizar los esquemas em-
piricos empleados, minimizar el tiempo de hospitalizacién
y generar recursos que permitan continuar con los estu-
dios de vigilancia para poder evaluar, en el futuro, la efi-
cacia de las acciones educativas implementadas.
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