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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la frecuencia de colonizacién por el enterococo resistente a vancomicina (ERV), el genotipo de
resistencia y los factores asociados, se realizé un estudio de tipo transversal durante noviembre y diciembre del 2013 en el
Hospital Nacional Cayetano Heredia en Lima, Peru. Se encontré una frecuencia de colonizacion por ERV de 6,2% (IC 95%:
1,67-10,73), todas las cepas aisladas tenian el genotipo de resistencia vanA, y se hallé que las variables hospitalizacion
previa (p=0,001) y el uso de cefalosporinas de tercera generacién (p=0,016) estaban asociadas a la colonizacién por ERV. En
conclusion, existe colonizacion perianal por ERV en los diversos servicios de hospitalizacién, el gen vanA podria ser transmitido
a gérmenes mas virulentos y ocasionar la aparicion de la bacteria Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA).
Es necesario adoptar medidas de control de infecciones para evitar la transmision de esta bacteria en el ambiente hospitalario.
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COLONIZATION BY ENTEROCOCCAL STRAINS RESISTANT TO
VANCOMYCIN IN PATIENTS FROM A HOSPITAL IN LIMA, PERU

ABSTRACT

This cross-sectional study was conducted from November to December of 2013 at the Cayetano Heredia National Hospital
in Lima, Peru, to determine the rate of infection with vancomycin-resistant enterococcus (VRE), the resistance genotype, and
associated factors. The rate of infection with VRE was 6.2% (95% confidence interval [CI]: 1.67—10.73) and the resistance
genotype isolated from all strains was the vanA gene. The factors associated with colonization with VRE were previous
hospitalizations (p = 0.001) and the use of third-generation cephalosporins (p = 0.016). In conclusion, perianal colonization
with VRE is present in many hospital services. Moreover, the vanA gene may cause resistance to vancomycin and promote
the development of vancomycin-resistant Staphylococcus aureus. Therefore, infection control measures should be adopted to
prevent the dissemination of this bacterial strain in hospital settings.

Key words: Enterococcus, vancomycin resistance, inpatient. (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Desde su emergencia en los Estados Unidos, las
infecciones causadas por la bacteria enterococo resistente
a vancomicina (ERV) han generado gran preocupacion en
la comunidad médica ™.

Laresistenciaintrinsecadelabacteriaalos aminoglucosidos,
y la adquirida a los glicopéptidos, limitan las opciones
terapéuticas de las infecciones causadas por esta bacteria.
Asimismo, sus multiples vias de transmision dentro de los
ambientes hospitalarios, su capacidad de colonizar la regién

perianal hasta por un afio y su potencialidad de transmitir el
gen de resistencia a la vancomicina a otras especies mas
virulentas como el Staphylococcus aureus, hacen que el
ERV sea por estos dias un problema de salud publica (2.

Asimismo, estudios desarrollados durante la ultima década
han demostrado que el control de la colonizacion por el ERV
sigue siendo una de las principales medidas para prevenir
las infecciones causadas por esta bacteria. Por tal motivo,
diversos investigadores a nivel mundial, han desarrollado
estudios para determinar la frecuencia de colonizacion por
el ERV dentro de los ambientes hospitalarios ©.
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Si bien en Sudamérica existen estudios que han descrito
la frecuencia de colonizacién y sus factores asociados,
todos estos han sido desarrollados en subpoblaciones de
pacientes hospitalizados y han tenido como resultados
frecuencias de colonizacion entre el 10 y 30% “9. De la
misma manera, en el Peru, la informacioén sobre ERV es
limitada. Solo existe un estudio local publicado en el afio
2009 donde se hallé una prevalencia de colonizaciéon de
11,5% en pacientes pertenecientes a los servicios de alto
riesgo como las unidades de cuidados intensivos (UCI),
unidades de trasplante, oncohematologia y nefrologia®.

Por tal motivo, es importante que se desarrollen estudios
que busquen estimar la real frecuencia de la colonizacién
por ERV en los pacientes hospitalizados, a fin de no
subestimar o sobreestimar esta cifra, ni los esfuerzos que
se realicen por controlar la colonizacion en estos paises. De
igual manera, la tipificacion de la subespecie y del gen de
virulencia es importante para evaluar el nivel de complejidad
en el tratamiento de las infecciones por este germen.

Estudios de brotes epidémicos de ERV han demostrado
que la resistencia del enterococo a la vancomicina se
adquiere mediante los clusteres de genes vanA y vanB,
los cuales viajan a través de plasmidos. De los dos genes
descritos, el gen vanA confiere resistencia a altas cargas de
vancomicina y teicoplanina; el gen vanB confiere resistencia
variable solo a vancomicina. El gen vanA ha sido detectado
en cepas de mayor virulencia como el Staphylococcus
aureus, en especial en las especies meticilino resistente y
vancomicino resistente y, por tal motivo, es el genotipo que
requiere mayor seguimiento y control epidemiologico®?®).

Por otro lado, dentro de los principales factores que se
han encontrado asociados a la colonizacion por ERV se
encuentran el uso de antibiéticos de amplio espectro y la
estancia hospitalaria prolongada®®).

Finalmente, el principal objetivo de nuestro estudio fue
determinar la frecuencia de colonizacion por el ERV en los
pacientes del Hospital Cayetano Heredia, determinar el
genotipo mas frecuente de resistencia a vancomina y hallar
los factores asociados a la colonizacién por el ERV.

EL ESTUDIO
DISENO Y POBLACION

Se realizd un estudio transversal y descriptivo durante
noviembre y diciembre de 2013, en los servicios de
hospitalizacién de adultos del Hospital Cayetano Heredia
en Lima, Peru. Este es un hospital de complejidad IlI-1,
que durante el afo 2013 contdé con 354 camas para la
hospitalizacién de adultos, una admision anual de 18663
pacientes y un promedio de 7,71 dias de estancia hospitalaria.

La poblacion de estudio estuvo conformada por los
pacientes mayores de 18 afios, hospitalizados durante el
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Motivacion para realizar el estudio. La bacteria enterococo resistente
a la vancomicina es una de las principales causa de infecciones
adquiridas en los hospitales a nivel mundial. La informacién sobre
esta bacteria era limitada en el pais e insuficiente para promover
medidas preventivas, por lo cual buscamos determinar la prevalencia
y ubicacién de los pacientes colonizados intestinalmente por esta
bacteria.

Principales hallazgos. El estudio encontré que el enterococo resistente
a la vancomicina se encuentra colonizando la regién anal, es decir,
estd presente sin causar infeccién ni requerir tratamiento en algunos
pacientes hospitalizados del Pert. Estos pacientes colonizados podrian
transmitir este germen a otros pacientes mas susceptibles de enfermarse.
Asimismo, se encontrd que el uso de algunos antibidticos y tener una
hospitalizacion previa aumentaban el riesgo para estar colonizado.
Implicancias. Es indispensable adoptar medidas de control de
infecciones sobre los pacientes colonizados por dicha bacteria a fin de
evitar la transmision de la misma en los ambientes hospitalarios.

periodo de estudio en los servicios de Medicina, Cirugia,
Ginecoobstetricia, Infectologia, Traumatologia, Unidad
de Cuidados Intensivos (UCI) y Emergencia. Para dicha
poblacién, la muestra calculada fue de 109 personas, y se
obtuvo de manera no aleatoria y no estratificada.

El estudio inici6 con la explicacion verbal y escrita del
consentimiento informado y la firma de cada paciente. Una
vez aceptada la participacion, se reviso la historia clinica
y se procedié a llenar la ficha de recoleccion de datos
disefiada para el estudio.

Luego, se procedié a realizar un hisopado perianal,
girando el hisopo 360° alrededor del ano. En el caso de los
pacientes portadores de colostomia, la muestra se obtuvo
de la unién de la epidermis y la mucosa rectal, y en el caso
de los pacientes con neutropenia el hisopado se tomé de
una muestra de heces.

Realizado el hisopado, la muestra fue enviada, en un medio
de transporte Stuart, hacia el Laboratorio de Enfermedades
Entéricas y Nutricién del Instituto de Medicina Tropical
“Alexander von Humboldt’, donde se realizé el analisis
microbiolégico y molecular.

ANALISIS MICROBIOLOGICO Y MOLECULAR

Al llegar el hisopo al laboratorio, se realiz la determinacion
del género Enterococcus spp., la muestra fue incubada
en un agar de bilis esculina a 35 °C por 24 h. Luego,
para completar la identificacion se utilizo la tincion Gram
y las pruebas bioquimicas de Catalasa y pirrolidonil-3
naftilamidasa (PYR).

Identificadas las colonias de enterococo, se realizd una
prueba screening para aislar las cepas de ERV. El primer
paso de esta prueba consistio en la dilucion de la cepa
problema en 10 yL de caldo hasta lograr una turbidez de 0,5
McFarland. Luego, esta dilucion fue inoculada en un agar
de infusion de cerebro-corazon que contenia 6 pg/mL de
vancomicina y se incubo por 24 h. Las cepas que crecieron
en este medio fueron sometidas al método E-test para
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determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) para
la vancomicina. Para lo cual, el punto de corte referencial
utilizado fue de CMI = 32 pg/dL ©.

Finalmente, para la tipificacion de la especie se utilizé la
prueba del microScan® para bacterias Gram-positivas, y para
la identificacion del genotipo se empled un PCR multiplex.

En todas las pruebas antes descritas se utilizaron dos cepas
control: ATCC 51299 y ATCC 29212, enterococo resistente a
la vancomicina y sensible a la vancomicina, respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Se midié la frecuencia de colonizacion colocando como
numerador a los pacientes colonizados por ERV v, en el
denominador, al total de participantes del estudio. En
cuanto al analisis bivariado de los factores asociados, las
variables de tipo cualitativas nominales fueron analizadas
empleando la prueba exacta de Fisher, y las variables
cuantitativas discretas sin distribucion normal fueron
analizadas empleando la prueba de suma de rango de
Wilcoxon. El analisis estadistico se realizd6 empleando el
programa STATA version 14.0, y se consideré el valor de
p<0,05 como estadisticamente significativo.

CONSIDERACIONES ETICAS

Las muestras y los datos obtenidos de las historias
clinicas fueron procesados y almacenados bajo estricta
confidencialidad. Durante el enrolamiento, a cada paciente
se le asigno6 un caodigo, y la base de datos fue guardada
bajo una contrasefia, a la cual solo tuvieron acceso los
investigadores principales. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Cayetano Heredia en el afio
2013 con el codigo 068-13.

RESULTADOS

De los 320 pacientes invitados a participar del estudio, 112
(35,0%) firmaron el consentimiento informado y 7 fueron
los pacientes colonizados por el ERV. Por tal motivo, en
nuestro estudio, la frecuencia de colonizacién por el ERV
fue del 6,2% (IC 95%: 1,67-10,73).

Sobre los pacientes colonizados por el ERV, 54 afios
fue la mediana de edad, 5 participantes eran de sexo
femenino, 14 dias fue la mediana de la estancia hospitalaria
y 6 pacientes tuvieron como antecedente al menos una
hospitalizacion previa. Ninguno de los pacientes colonizados
tenia como comorbilidad una enfermedad que condicione
inmunosupresion severa como neoplasia, enfermedad renal
crénica en hemodialisis 0 neutropenia severa. En contraste,
todos los pacientes colonizados recibieron la administracion
de cefalosporinas de tercera generacién como parte de su
terapéutica. Para ver mayor detalle de las caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas de los pacientes colonizados ver
la Tabla 1.

Respecto al andlisis microbiolégico, 4 de las 7 cepas aisladas
de ERV pertenecian a la especie Enterococcus faecalis y
3 de las restantes a la especie de Enterococcus faecium.
Todas las cepas presentaron el genotipo de resistencia
vanA y una CMI para vancomicina > 256 mg/dL.

En el analisis bivariado se encontré6 que las variables
hospitalizacion previa (p=0,001) y el uso de cefalosporinas
de tercera generacion (p=0,016) estaban asociadas a la
colonizacién por ERV. Para ver mayor detalle del analisis
bivariado y las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de
los poblacién ver la Tabla 2.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes colonizados por enterococo resistente a vancomicina en el Hospital Cayetano

Heredia, Lima-Peru

Variables Caso1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7
Edad (afios) 66 75 54 18 65 22 30
Sexo Masculino Femenino Femenino Femenino Femenino Femenino Masculino
Estancia hospitalaria (dias) 13 8 18 14 31 6 26
Hospitalizacién previa? Si Si Si Si Si No Si
Servicio de hospitalizacion ~ Medicina Emergencia Cirugia Cirugia Cirugia Infectologia Traumatologia
Pielonefritis ~ Pielonefritis  Politraumatizado =~ PA severa Politraumatizado
. Fibrosis . Absceso Celulitis
b
Comorbilidad pulmonar IRC IRC Sln_(?rome de pancredtico retroocular Frac_tura expuesta
DBM DBM seccion medular RA de pierma derecha
Uso de dispositivos ’ .
médicos® Ninguno TAE TETyCU CuU TAE Ninguno TAE
Ceftazidima Ceftriaxona  Ceftriaxona Ceftriaxona Ceftriaxona Ceftriaxona Ceftriaxona
o Amikacina  Ceftazidima Meropenem  Clindamicina Metronidazol ~ Metronidazol Vancomicina
Uso de antibioticos Ciprofloxacina Meropenem  Ciprofloxacina
Meropenem Amikacina
Amikacina
Especies aislada E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecium E. faecium E. faecium

2 Hospitalizacion previa: hospitalizacion en los 6 meses previos.

> DBM: Diabetes mellitus; IRC: Insuficiencia renal crénica; PA: Pancreatitis aguda; IRA: Injuria renal aguda
¢ TET: Tubo endotraqueal, TAE: Tubo de alimentacién enteral, CU: Catéter urinario
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Tabla 2. Factores asociados a la colonizacion por enterococo resistente a vancomicina en pacientes internados del

Hospital Cayetano Heredia, Lima-Peru.

Colonizados por enterococo resistente a
vancomicina

Variables Total = 112 Si=7 No = 105 Valor de p
n (%) n (%) n (%)
Edad (afos)? 46,5 (30,0-63,8) 54,0 (22-66) 46,5 (30,5-63,0) 0,904
Sexo
Femenino 56 (50,0) 5(8,9) 51 (91,1) 0,438
Masculino 56 (50,0) 2(3,6) 54 (96,4)
Estancia hospitalaria (dias)®* 9 (3,0-18,8) 14,0 (6,0-26,0) 9,0 (3,0-18,5) 0,167
Hospitalizacion previa 26 (23,2) 6 (23,1) 20 (76,9) 0,001
Servicio de hospitalizacion
Medicina 24 (21,4) 1(4,2) 23 (95,8) 1,000
Cirugia 19 (16,9) 3(15,8) 16 (84,2) 0,093
Ginecoobstetricia 14 (12,5) 0(0) 14 (100) --
Infectologia 15 (13,4) 1(6,7) 14 (93,3) 1,000
Traumatologia 18 (16,1) 1(5,6) 17 (94,4) 1,000
Unidad Cuidados Intensivos 9 (8,0) 0 (0) 9 (100) -
Emergencia 13 (11,6) 1(7,7) 12 (92,3) 0,589
Enfermedades inmunosupresoras® 12 (10,7) 0 (0) 12 (100) -
Uso de dispositivos médicos
Tubo endotraqueal 16 (14,3) 1(6,2) 15 (93,8) 1,000
Catéter venoso central 20 (17,9) 0(0) 20 (100) --
Tubo de alimentacion enteral 20 (17,9) 3 (15,0) 17 (85,0) 0,107
Catéter urinario 26 (23,2) 2(7,7) 24 (92,3) 0,674
Uso de antibioticos
Cefalosporinas de tercera generacién 62 (55,4) 7 (11,3) 55 (88,7) 0,016
Vancomicina 16 (14,3) 1(6,2) 15 (93,8) 0,589
Fluoroquinolonas 18 (16,1) 2(11,1) 16 (88,9) 0,339
Metronidazol 14 (12,5) 2 (14,3) 12 (85,7) 0,187

2 Edad y Estancia hospitalaria: Data corresponde a la mediana (Rango intercuartil)
® Enfermedades inmunosupresoras: enfermedad renal crénica en hemodidlisis, neoplasia y neutropenia severa.

DISCUSION

Nuestro estudio ha encontrado la menor frecuencia de
colonizacién por ERV reportada en Sudamérica ). Si
bien la frecuencia es baja, este hallazgo es clinicamente
significativo porque demuestra que se hallaron portadores
colonizados por ERV en casi todos los servicios de
hospitalizacién de un hospital peruano de tercer nivel de
complejidad y no solo en ciertos servicios de hospitalizacion
considerados como de alto riesgo .

En cuanto a la tipificacién del genotipo de resistencia,
todas las cepas ERV que fueron aisladas, tenian el gen de
resistencia a la vancomicina vanA. Este gen que confiere
altos niveles de resistencia a la vancomicina codifica
enzimas que modifican el sitio de accion de la vancomicina
sobre la pared celular bacteriana e inhiben su efecto
bactericida 1,

Asimismo, desde el primer reporte del Staphylococcus
aureus vancomicino resistente (VRSA) en el 2002, diversos
estudios in vitro y reporte de casos han demostrado que
el gen vanA es también responsable de la resistencia
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a la vancomicina en la especie Staphylococcus aureus
vancomicino resistente (VRSA). En estos mismos
estudios se ha confirmado la transmisibilidad del gen vanA
mediante transposones, desde cepas de ERV a cepas
de Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA).
Hasta el dia de hoy se conoce que todas las cepas VRSA
que han sido aisladas en pacientes de los Estados Unidos,
provenian de cepas MRSA que adquirieron el gen vanA de
cepas ERV que colonizaban al mismo paciente ¢810-15),

En cuanto al analisis bivariado de los factores asociados a
la colonizacion, sélo las variables: hospitalizacién previa 'y
el uso de cefalosporinas de tercera generacion estuvieron
asociadas. El hallazgo de hospitalizaciéon previa como
factor asociado es compatible con el estudio que Cohen
et al. "9 realizado en pacientes hospitalizados de los
servicios de medicina interna de un hospital de tercer nivel de
complejidad. En cuanto al uso de cefalosporinas de tercera
generacion, esta asociacion parece deberse a la actividad
bactericida de este farmaco sobre la flora aerdbica, Gram
negativa, no enterocécica del tracto gastrointestinal, que,
finalmente, promueve el sobrecrecimiento del enterococo.
En el estudio realizado por Rice et al. " para evaluar el efecto
de los betalactdmicos en el establecimiento de colonizacion
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gastrointestinal por ERV en ratones, demostraron que la
ceftriaxona promueve altos niveles de colonizacion a tan solo
un dia de su administracion, a diferencia de la ceftazidima
que promueve la colonizacidon en menor magnitud. Esta
diferencia se debia a que la ceftriaxona se concentra bien
en la bilis y, por ende, tiene mayor concentracién en lumen
intestinal, mas estudios se requeririan para confirmar esta
hipétesis.

Al igual que en el presente estudio, otros resultados han
hallado asociacion significativa entre la variable uso de
cefalosporinas de tercera generacidon y la colonizacién
por ERV. Asimismo, en alguno de estos estudios, otros
antibidticos también se encontraron fuertemente asociados
ala colonizacién por ERV, por ejemplo el uso de metronidazol
y vancomicina (29, Por tal motivo, la guia del Healthcare
Infection Control Practices Advisory Committee (HICPAC)
del 2006 recomendo controlar el uso de antibidticos como
la vancomicina, las cefalosporinas de tercera generacion y
antianaerobios, con el objetivo de prevenir la colonizacion e
infeccién por ERV @2,

La primera limitacién que encontramos a nuestro estudio es
que el pequefio numero de casos de colonizacién por ERV
limité la potencia del estudio para determinar el grado de
asociacion. Esto se debid a que en la estimacion del tamafio
muestral se tom6 como referencia la prevalencia hallada en
el tnico estudio que existia en el Perq, el cual fue realizado
en una poblacion con alto riesgo de colonizacién por ERV.

La segunda limitacion de este trabajo es que el tiempo
de recoleccion y procesamiento de la muestra fue de un
mes y no de una semana como estaba planificado. Esto
ocurrid porque cuando se estimo el tiempo de trabajo,
no conociamos que proporcidon de la poblacion que
estudidbamos se negaria a participar (2/3 de la poblacion
invitada), especialmente por el tipo de muestreo que se
realiz6. Asimismo, el limitado numero de personas para el
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muestras, prolongaron el tiempo de trabajo.
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En conclusion, si bien los pacientes colonizados por el
ERV no requieren de tratamiento, es imprescindible que
se sospeche su colonizacion en pacientes tratados con
cefalosporinas de tercera generacion o en aquellos con el
antecedente de alguna hospitalizacién previa. Esto, con
la finalidad de adoptar medidas de control de infecciones
sobre estos pacientes y evitar la transmision de esta
bacteria multidrogorresistente en el ambiente hospitalario.
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