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Objetivo: identificar posibles factores de riesgo para la contraccion de cepas de enterobacterias
con marcador de resistencia a carbapenem. Métodos: estudio exploratorio de casos y controles
realizado en entornos hospitalarios. La muestra del estudio consistié en pacientes con muestras
bioldgicas que dieron positivo para enterobacterias resistentes a carbapenem (casos) con prueba
de difusidn en disco y Etest y controles con muestras bioldgicas negativas para enterobacterias
resistentes a carbapenem. En total, se incluyeron 65 pacientes: 13 (20%) casos y 52 (80%)
controles. Resultados: los microorganismos aislados fueron Serratia marcescens(6), Klebsiella
pneumoniae(4) y Enterobacter cloacae(3). El andlisis univariado reveld que la duracion de la
hospitalizacion antes de la recoleccion de la muestra (p = 0.002) y el Intervencion quirdrgica
(p = 0.006) fueron estadisticamente significativas. En el modelo de regresidon logistica multi
variable, ambos fueron significativos, con razén de momios de 0.93 (p = 0.009; IC del 95%:
0.89 a 0.98) para la duracidon de la hospitalizacion antes de la recoleccién de la muestra y 9.28
(p = 0.05; IC del 95%: 1.01 a 85.14) por haberse sometido a un Intervencién quirlirgica.
Conclusién: tiempos de hospitalizacion mas cortos y una mayor vigilancia de los pacientes
sometidos a cirugia podrian desempefiar un papel decisivo en la reduccion de la propagacion de

los microorganismos resistentes a los carbapenem en los hospitales.
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Introduccion

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae

son microorganismos Gram-negativos encontrados
en la naturaleza y aislados del material bioldgico que
colonizan el tracto gastrointestinal de los seres humanos
como parte de la microbiota normal de este sistema
organico, convirtiéndolo en un reservorio potencial
para estos patdgenos. Las enterobacterias resistentes
a carbapenem (CRE) han surgido como una causa
importante de infecciones nosocomiales en todo el
mundo y se caracterizan por una diseminacion rapida y
progresiva®. Actualmente son un importante problema
de salud publica a nivel mundial, ya que las infecciones
causadas por las CRE tienen una alta tasa de mortalidad
con opciones terapéuticas limitadas(®3).

La produccion de enzimas pB-lactamasas que
pueden hidrolizar carbapenem (carbapenemasas) es
uno de los principales mecanismos de Resistencia de
las enterobacterias. De acuerdo con la clasificacién
existente, las carbapenemasas pertenecen a la clase
molecular A (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
- KPC), B (metalobetalactamasas, de las cuales las
principales son los tipos VIM, IMP y NDM) y D (siendo el
mas importante el tipo OXA-48)®. El KPC es uno de los
tipos mas epidemiolégicamente importantes debido a su
difusion mundial®.

Las carbapenemasas pueden transferirse entre
diferentes cepas de Dbacterias, usualmente por
moléculas circulares de ADN (acido desoxirribonucleico)
conocidas como plasmidos®, que pueden replicarse
de forma independiente del ADN cromosomico vy
permitir el intercambio de material genético entre
diferentes géneros y especies de enterobacterias(®.
Esta transferencia horizontal de genes puede involucrar
multiples patégenos y extenderse en un entorno
hospitalario.

Se ha investigado ampliamente la epidemiologia
molecular de las bacterias resistentes a carbapenem. Sin
embargo, la mayor parte de la informacién disponible
proviene de estudios que investigaron bacterias
especificas’1® o tipos especificos de infeccion(i-12),
Los factores de riesgo asociados con la transmision
de patdgenos resistentes no se pueden entender
completamente cuando las investigaciones se limitan a
bacterias especificas ya que los plasmidos con rasgos
de resistencia pueden transferirse entre bacterias de
diferentes especies. Las investigaciones de la infeccion
y la colonizacidn por parte de las CRE deberian ser mas
generales y no especificar el género de las bacterias o la
condicion clinicat13-16), Por lo tanto, existe la necesidad
de realizar un estudio con una definicién de caso mas

amplia para proporcionar una mejor comprension

de los factores de riesgo para la infeccion por estos
microorganismos para que se puedan implementar
medidas efectivas de prevencion y control.

El objetivo del presente estudio exploratorio de
casos y controles fue identificar posibles factores de
riesgo para la adquisicion de cepas de enterobacterias

con un marcador de resistencia a carbapenem.
Método

Diseino del estudio

Este estudio de casos y controles incluyé a pacientes
atendidos en un hospital publico y un hospital sin fines
de lucro (una instituciéon no gubernamental sin fines de
lucro que presta servicios al sistema publico de salud),
cada uno con 300 camas para pacientes internados, en
Vitéria, ES, Brasil. Las tasas de infecciones hospitalarias
fueron similares en ambos hospitales durante el periodo
de estudio. La poblacion diana estaba compuesta por
todos los individuos hospitalizados en los dos centros
que tenian sospecha de infeccion nosocomial. La
muestra estuvo compuesta por individuos con presencia
confirmada de CRE por el Laboratorio de Microbiologia
Médica del Complejo Central de Laboratorio (LACEN/ES)
entre el 1 de enero de 2013 y el 31 de julio de 2014
(denominados casos). Para cada caso, cuatro individuos
seleccionados aleatoriamente con pruebas de laboratorio
negativas para CRE o cualquier otro organismo que
estuviera en la misma unidad al mismo tiempo que el
caso (* 20 dias), compuso los controles emparejados.
Se excluyd del estudio a las personas cuyos registros
contenian menos del 50% de la informacién necesaria.
Los controles cuyos registros tenian informacién
insuficiente fueron sustituidos por otros controles
seleccionados aleatoriamente. La aprobacién del estudio
fue otorgada por el Comité de Etica en Investigacion del
Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad Federal
de Espirito Santo (referencia 908.781).

Procedimientos microbiolégicos

Los cultivos enviados a LACEN/ES fueron probados

bioquimicamente para investigar el metabolismo
bacteriano (Himedia, Mumbai, India) con el objetivo de
identificar el género/especie de las bacterias aisladas.
Las pruebas bioquimicas incluyeron la fermentacién
de glucosa, sacarosa y lactosa; produccion de CO2;
motilidad; producciéon de indol; hidrélisis de urea;
actividad de descarboxilacion de lisina, arginina e
ornitina; utilizacion de citrato y malonato; fenilalanina
desaminasa y produccién de H,S47,

Una vez identificadas las bacterias, se analizaron

las muestras de susceptibilidad antimicrobiana por
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difusion en disco en agar Mueller-Hinton (Oxoid,
Hampshire, Reino Unido) y Etest (Biomerieux, Marcy-
I'Etoile, Francia) para confirmar el perfil de resistencia
al carbapenem (resistencia a ertapenem, imipenem o
meropenem) de acuerdo con las normas del Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio®®1? y modificaciones
en las notas técnicas de la Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (http: //www.anvisa.gov.br). Las
muestras fueron tamizadas con la prueba de Hodge
modificada para detectar las carbapenemasas®1?, el
Etest (Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francia) para detectar
bacterias productoras de betalactamasas de espectro
(ESBL) (MBL)
y difusiéon en disco en agar Mueller-Hinton (Oxoid,

extendido y metalobetalactamasas

Hampshire, Reino Unido) para detectar bacterias
productoras de betalactamasas AmpC.

Las cepas identificadas como CRE (es decir, cepas
resistentes a ertapenem, imipenem o meropenem) fueron
enviadas al Laboratorio de Investigacién de Infecciones
Nosocomiales de la Fundacién Oswaldo Cruz en Rio de
Janeiro (LAPIH / FIOCRUZ) en tubos con agar nutritivo
(Himedia, Mumbai, India) para la identificacién de genes
de resistencia mediante una técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction) para detectar el gen bla,,.. La cepa CCBH
(coleccion de cultivos bacterianos de origen hospitalario)
4640 (K. pneumoniae ST437 - KPC - 2) se utilizé como
control positivo y la cepa ATCC (American Type Culture
Collection) 700603 (K. pneumoniae ESBL positiva)
como el control negativo. Los cebadores utilizados
fueron KPC-A (5'-CTGTCTTGTCTCTCATGGCC-3") y KPC-B
(5'-CCTCGCTGTGCTTGTCATCC-3")(20,

Después de la amplificacion por PCR, los productos
se pusieron en un gel de agarosa al 1.5% vy se realizd
electroforesis en un tampén TBE (Tris, Borato y EDTA)
0.4X a temperatura ambiente con un voltaje entre
80 y 120 V durante aproximadamente 30 minutos.
Para visualizar los productos amplificados después del
ensayo, el gel se tifid con bromuro de etidio hasta una
concentracion final de 0.5 pg/mL durante 17 minutos
y se descoloré en agua durante 15 minutos. El gel se
visualizé a continuacién bajo luz UV (ultravioleta) y
se fotografié utilizando un sistema de documentacién
fotografica Polaroid Gel Doc. El método utilizado siguid
el protocolo LAPIH/FIOCRUZ.

Variables

Se investigaron los siguientes elementos como
posibles factores de riesgo: sexo; edad; hospitalizacion
durante los 90 dias anteriores; hospitalizacion en una
unidad de cuidados intensivos; uso de un catéter
u otros dispositivos invasivos; cirugia durante la

hospitalizacion actual; comorbilidades subyacentes;

y agentes antimicrobianos utilizados durante Ila
hospitalizacion actual. A no ser que se indique lo
contrario, los eventos y periodos considerados en el
analisis ocurrieron antes de que se recolectaran las

muestras bioldgicas.
Muestreo

Para aumentar el poder del estudio, se seleccionaron
al azar cuatro controles hospitalizados en la misma
unidad durante el mismo periodo que los casos y se
asignaron a cada caso, dando un total de 13 casos y 52
controles en el estudio.

Andlisis estadistico

Las variables numéricas se resumieron segun
sus medidas de tendencia central y variabilidad. La
mediana y el rango intercuartil se utilizaron ya que los
datos no tenian una distribucion simétrica. Las variables
categdricas se resumieron segun sus frecuencias
absolutas y sus proporciones en cada categoria.

Para investigar la asociacion entre las diferentes
variables en el instrumento de recolecciéon de datos
y el resultado en cuestién (la presencia o ausencia
de CRE), se compararon las variables utilizando un
modelo de regresidn logistica univariable. Se incluyd
en el modelo multivariable aquellas variables para las
que la asociacion con el resultado tuvo un valor de p
de menos de 0.2.

El andlisis multivariado se realiz6 mediante
regresion logistica condicional multivariable. Las medidas
de efecto se calcularon utilizando la razén de momios y
el respectivo intervalo de confianza del 95%. La bondad
de ajuste se verificd con la prueba Hosmer-Lemeshow®b.
Los datos fueron analizados en SPSS (Paquete Estadistico

para las Ciencias Sociales) versién 17.

Resultados

La Figura 1 muestra las especies de enterobacterias
aisladas en los 13 casos. La Tabla 1 muestra las
caracteristicas demograficas y clinicas de los casos
y controles. Sélo tres de los registros seleccionados
debieron ser reemplazados debido a que los datos
estaban incompletos. El anadlisis univariado de las
variables analizadas por su asociacidon con el resultado
representado por colonizacion o infeccion por CRE mostro
que la duracidn de la hospitalizacion antes de la toma
de muestras (p = 0.002) y el Intervencidén quirurgica
(p =
(Tabla 1). Todas las variables que tuvieron un valor de

0.006) fueron estadisticamente significativas

p inferior a 0.2 en la etapa inicial se incluyeron en el

modelo de regresion logistica (Tabla 2).
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Ambas variables eran todavia significativas en
la regresion logistica multivariable. La duracién de la
hospitalizaciéon antes de la recoleccion de la muestra
tuvo una razén de momios de 0.93 (p = 0.009; IC del
95%: 0.89 a 0.98) y el procedimiento quirdrgico tuvo
una razon de momios de 9.28 (p = 0.05; IC 95% = 1.01
a 85.14). En otras palabras, hubo una reduccién del
6.6% en el riesgo de que la CRE se aislara por cada dia
menos de hospitalizacion. La medida del efecto para la
intervencidn quirdrgica reveld un posible riesgo de tener
muestras positivas de CRE nueve veces mayor para los
pacientes que se sometieron a estas intervenciones, con
un intervalo de confianza muy alto. Este gran intervalo
indica que las estimaciones del modelo logistico son
probablemente inestables debido al pequefio nimero de
casos no quirurgicos (solo dos de trece).

De los 13 aislamientos CRE sometidos a prueba
de genes de resistencia mediante PCR, nueve (69.2%)

fueron positivos para el gen bla,,.: cuatro aislados de
K. pneumoniae, tres de Enterobacter cloacae y dos de

Serratia marcescens.

Enterobacteria

Tipo de muestra

Klebsiella pneumoniae

Orina (dos aislamientos)

Klebsiella pneumoniae

Aspirado traqueal

Klebsiella pneumoniae

Sanguineo

Enterobacter cloacae Frotis inguinal
Enterobacter cloacae Fragmento de tejido
Enterobacter cloacae Orina

Serratia marcescens

Aspirado de tejido blando

Serratia marcescens

Liquido cefalorraquideo

Serratia marcescens

Orina

Serratia marcescens

Secrecion de la herida (dos aislamientos)

Serratia marcescens

Sanguineo

Figura 1 - Especies de enterobacterias aisladas de los 13
casos Y la fuente de cada aislado. Vitéria, ES, Brasil, 2015

Tabla 1 - Analisis univariado de variables potencialmente asociadas con colonizacion e infeccidn por enterobacterias

resistentes al carbapenem. Vitéria, ES, Brasil, 2015

Caracteristicas Casos (N=13)

Controles (N=52)

Razén de momios [95% CI*] (valor de p)t

0.63 [0.18-2.13] (0.46)

Sexo
Masculino 6 (46.2%)
Femenino 7 (53.8%)
Edad
Mediana 54.0 afios

Rango intercuartil

Duracioén de la hospitalizacion antes de la
recoleccion de muestras

46.0 a 79.0 afios

30 (57.7%)
22 (42.3%)
0.99 [0.97-1.02] (0.74)
65.5 afios
46.5 a 78.3 afos
0.92 [0.88-0.97] (0.002)

12 dias
5.2 a 21 dias

Mediana 34 dias

Rango intercuartil 27 a 93.5 dias
Intervencion quirdrgica

Si 11 (84.6%)

No 2 (15.4%)
Hospitalizacién anterior (90 dias)

Si 6 (46.2%)

No 7 (53.8%)
Hospitalizacién en unidad de cuidados intensivos

Si 11 (84.6%)

No 2 (15.4%)
Uso de catéteres o dispositivos invasivos

Si 10 (76.9%)

No 3(23.1%)
Comorbilidades *

Si 11 (84.6%)

No 2 (15.4%)
Uso de antibiéticos

Si 12 (92.3%)

No 1(7.7%)
Total 13

19 (36.5%)
33 (63.5%)

26 (50%)
26 (50%)

29 (55.8%)
23 (44.2%)

27 (51.9%)
25 (48.1%)

40 (76.9%)
12 (23.1%)

39 (75%)
13 (25%)
52

9.55 [1.91-47.74] (0.006)

0.86 [0.25-2.90] (0.80)

4.36 [0.88-21.67] (0.07)

3.09 [0.76-12.52] (0.12)

1.65 [0.32-8.50] (0.55)

4.00 [0.47-33.81] (0.20)

*CI: Intervalo de confianza
tModelo de regresion logistica univariable.

+ Comorbilidades detectadas con mas frecuencia: hipertension arterial (35.4%), diabetes mellitus (24.6%), enfermedad cardiaca (13.8%), Infeccion por el

VIH (12.3%), cancer (7.7%) y accidente cerebrovascular (4.6%).
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Tabla 2 - Analisis multivariado de los factores de riesgo de
colonizacion e infeccidon por enterobacterias resistentes
al carbapenem. Vitéria, ES, Brasil, 2015

- i 0, 1
Caracteristicas Razén de momios [95% CI*]

(valor de p)

Duracion de la hospitalizacion antes 0.93[0.89 - 0.98]
de la recoleccién de muestras (p=0.009)
Hospitalizacion en unidad de 1.69 [0.09 - 31.62]
cuidados intensivos (p=0.72)
Uso de catéteres o dispositivos 1.68 [0.13 — 22.19]
invasivos (p=0.69)
Intervencion quirdrgica 9.28 [1.01 — 85.14]

(p=0.05)

* Intervalo de confianza.

Discusion

Nuestros resultados demuestran que hubo una
asociacién estadisticamente significativa entre la
duracion de la hospitalizacidon antes de la recoleccién de
la muestra o procedimiento quirdrgico y el aislamiento
de CRE. Esta asociacion siguié siendo significativa en el
modelo de regresion logistica multivariable. Los pacientes
que tuvieron resultados positivos para CRE, tuvieron
una mediana de duraciéon de la hospitalizacion antes
de la recogida de la muestra de 34 dias. Esto coincide
con estudios en los que la duracidn de la hospitalizacidon
antes de la recoleccidén de la muestra se informa que
ha variado de dos a cuatro semanas®?23, Este hallazgo
puede utilizarse para caracterizar la infeccion de CRE
como una complicacidon nosocomial de inicio tardio.

La intervencion quirurgica fue un factor de riesgo
para la adquisicion de CRE. Esto coincide con un estudio
anterior que describié la cirugia como el factor mas
comun en pacientes con infeccion por CRE y corrobora
el hallazgo de que los procedimientos médicos juegan
un papel relevante en el aumento de la susceptibilidad
de los pacientes hospitalizados a ciertas infecciones®4.

Algunos de los casos en este estudio fueron
infectados con aislados de CRE que tenian el gen bla,,,
y otros fueron infectados con aislados que no lo tenian.
La decisidn de incluir ambos tipos de casos fue tomada
para permitir una definicidn de caso mas amplia para
ayudar a identificar las asociaciones entre los diferentes
factores y la presencia de bacterias multirresistentes
y prevenir asi su diseminaciéon, que es de primordial
importancia en epidemiologia nosocomial.

Sin embargo, el estudio tiene varias limitaciones.
Dado que es retrospectivo, falté informacion importante
en la base de datos del hospital y, por lo tanto, no pudo
utilizarse en el anadlisis. Esto puede haber introducido
sesgo de seleccion o de informacion. La variabilidad de los
datos cuantitativos refleja la precision limitada resultante
del pequefio niUmero de observaciones e indica un poder
estadistico limitado, lo que a su vez puede significar que
asociaciones validas pueden no haber sido identificadas.

Los grandes intervalos también revelan cierta inestabilidad
en las estimaciones de los coeficientes en el modelo,
impidiendo la estimacion precisa de la fuerza de las
asociaciones. Los pacientes de control fueron seleccionados
al azar sin un criterio estrictamente establecido para la
coincidencia, que es adecuado para un estudio exploratorio
de casos y controles, pero puede causar confusion. Sin
embargo, la confusion probablemente se redujo porque
sblo se seleccionaron los controles que habian estado en
la misma unidad hospitalaria al mismo tiempo que los
casos. Ademas, debido a su caracter retrospectivo, ya
que los datos se obtuvieron de los registros médicos y no
directamente de los pacientes, el estudio no proporciond
informacién sobre la posible colonizacién de CRE previa de
los pacientes de control.

Conclusion

Este estudio investigd los factores de riesgo
asociados con la colonizacidon o infeccion por CRE en
diferentes unidades de hospitalizacién en dos hospitales.
Los hallazgos muestran que, independientemente de
las enterobacterias aisladas, el tipo de infeccion o la
unidad de internacion, la duracion de la hospitalizacién
y la intervencién quirtrgica aumentan la probabilidad de
adquirir CRE.

Estos resultados ponen de relieve la importancia
de tomar medidas preventivas eficaces para evitar la
propagacién de la CRE en los entornos hospitalarios. Esto
es particularmente importante para los profesionales
de la salud ya que tienen acceso libre a las unidades
de hospitalizaciéon y estan en contacto directo con los
pacientes. Porlo tanto, deben seguirse los procedimientos
correctos de limpieza y desinfeccion que cumplan con
las directrices de los organismos reguladores.

El alto potencial de diseminaciéon de la CRE en un
entorno hospitalario hace que las medidas preventivas
eficientes sean esenciales. Conocer los factores de riesgo
asociados a la adquisiciéon de CRE y la implementacion
de medidas preventivas como acortar los tiempos de
hospitalizacién y aumentar la vigilancia de los pacientes
quirargicos podria desempefiar un papel decisivo en la
reduccion de la diseminacion de estos microorganismos
en el ambito hospitalario.
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