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ARTICULO ORIGINAL

Vigilancia activa de la portacion de bacilos productores de carbapenemasas por PCR

multiple en tiempo real. Experiencia a cuatro meses de suimplementacion

Active surveillance of the carriage of carbapenemase-producing bacilli by real-time multiplex PCR. Experience
four months after its implementation.
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Resumen

Introduccidn: La portacién de bacilos productores de carbapenemasas (BPC) en pacientes hospitaliza-
dos obliga a realizar una vigilancia activa para contener su diseminacién, dadas las escasas opciones
terapéuticas de las infecciones por estos microorganismos. Objetivo: Conocer la portacién de BPC en
los pacientes asistidos en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (UCIA) del Hospital Interzonal
de Agudos “Evita” de Lanus. Materiales y Métodos: Durante 4 meses se realizé un estudio descriptivo,
prospectivo; con frecuencia semanal, se tomaron hisopados rectales de los pacientes de acuerdo con
criterios pautados. Las muestras se estudiaron por PCR mdltiple en tiempo real (BD Max™ System, Bec-
ton Dickinson, USAJ, con deteccidn de las enzimas KPC, NDM, VIM/IMP y OXA. La informacidn se recopil6
en un formulario, se analizé en hojas de Excel, y se usé X;? para determinar las diferencias significativas
(p< 0,05; programa Epidat 3.0). Resultados: Se realizaron 99 hisopados en 74 pacientes, de los cuales 36
resultaron positivos, lo que representd una portacion por BPC del 48,6 %. La distribucién porcentual de
las distintas carbapenemasas fue la resultante: 40,4 % NDM; 30,7 % OXA; 17,3 % KPC; 5,8 % VIM; 5,8 % IMP/
VIM. En 38,9 % de los portadores, se demostré la colonizacién por mas de un tipo de carbapenemasa. La
aparicion posterior de un foco de infeccién por un BPC fue mayor en los pacientes colonizados (p<0,05).
Conclusiones: Estos datos resultan del primer estudio de vigilancia activa de pacientes colonizados por
BPC, mediante PCR en tiempo real. La portacion fue del 48,6% y constituye una linea de base para moni-
torear las acciones de control implementadas.

Palabras clave: portacién, carbapenemasa, vigilancia activa, PCR.
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Introduction: The carriage of carbapenemase-producing bacilli (CPB] in hospitalized patients implies
active surveillance to contain their spread, given the few therapeutic options for infections caused by
these microorganisms. Objective: To determine the carriage of CPBs in patients hospitalized in the Adult
Intensive Care Unit (ICU) of the Hospital Interzonal de Agudos “Evita” in Lanus, Buenos Aires, Argentina.
Materials and Methods: A descriptive, prospective, weekly study was carried out for 4 months. Rectal
swabs were taken from the patients according to established criteria. The samples were studied by real-
time multiplex PCR (BD MaxTM System, Becton Dickinson, USA], with detection of the following enzymes:
KPC, NDM, VIM/IMP and OXA. The information was collected in a form, analyzed in Excel sheets, and Xizwas
used to determine the significant differences (p<0.05; Epidat 3.0 program]. Results: A total of 99 swabs
were obtained from 74 patients; 36 were positive, representing a CPB carriage of 48.6%. The percentage
distribution of the different carbapenemases was: 40.4% NDM; 30.7% OXA; 17.3% KPC; 5.8% MIV; 5.8% VIM/
IMP. In 38.9% of carriers, colonization by more than one type of carbapenemase was demonstrated. The
subsequent appearance of a focus of infection by a CPB was higher in colonized patients (p<0.05). Con-
clusions: These data result from the first active surveillance study of patients colonized by CPBs, using
real-time PCR. Carrying was 48.6% and constitutes a baseline to monitor the control actions implemented.
Keywords: carriage, carbapenemase, active surveillance, PCR.
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Introduccién

Desde la aparicion de las primeras enzimas que hidro-
lizan a las cefalosporinas de amplio espectro, conocidas
como betalactamasas de espectro extendido (BLEE], el
aumento de las resistencias en las enterobacterias se ha
incrementado hecho que implicéd un aumento del consumo
de carbapenemes. Con la aparicién de nuevas enzimas de-
nominadas carbapenemasas por su capacidad de romper la
molécula de los carbapenemes, este grupo de antibidticos
ha perdido su eficacia para el tratamiento de las infecciones
severas por bacilos gram negativos (BGN].!

Entre los enterobacterales, las carbapenemasas repre-
sentan el mecanismo de resistencia mas importante, ya que
estas enzimas se encuentran codificadas en elementos ge-
néticos méviles como plasmidos o transposones, en general
asociados con otros genes de resistencia, y dan como resul-
tado la aparicién de aislados multirresistentes o panresisten-
tes, con la capacidad de diseminarse intra e interespecie, ala
vez que facilitan la transmisién a modo de brote.

Hay diferentes clases de carbapenemasas definidas segin
su estructura molecular y su actividad hidrolitica; las de mayor
prevalencia en clinica humana se agrupan en tres clases?:

e clase A o serino enzimas: principalmente enzimas del
tipo KPC;

e clase B, 0 metalo-beta-lactamasas (MBL): principalmente
enzimas del tipo VIM, IMP y NDM;

e clase D, oxacilinasas, principalmente 0XA-48 y derivadas.

Sibien su presencia confiere un perfil de multirresistencia
en los aislados que las portan, la diferenciacion del tipo de
enzima involucrada permite elegir una estrategia diferente
frente al disefio del esquema terapéutico.

Varias publicaciones evidencian el aumento de la coloniza-
cidn por microorganismos productores de carbapenemasas
en pacientes hospitalizados, principalmente en unidades de
cuidado intensivos (UCI). Sumado esto al potencial riesgo
parasudiseminacién y posterior desarrollo de brotes, se hace
necesario implementar estrategias de vigilancia activa como
la tamizacion rectal para la deteccidn oportuna y precoz de
pacientes colonizados, y contener su diseminacién, conside-
rando lasimportantes implicancias clinicas, epidemiolégicas,
y las escasas opciones terapéuticas para la infeccién por es-
tos microorganismos.>*

Los factores de riesgo asociados a la adquisicién de ente-
robacterales productores de carbapenemasas (EPC) son la
hospitalizacién prolongada, la estadia en la UCI, los procedi-
mientos invasivos, la inmunosupresién y la terapia antibi6ti-
ca previa. A su vez, un paciente colonizado con una EPC est3
enriesgo de padecer unainfeccién por EPC, y se ha demostra-
do que esta bacteriemia tiene una mortalidad un 10 % mayor
respecto de una bacteriemia causada por una enterobacteria
sin este mecanismo de resistencia. En este sentido,en 2014,
Gianella y col. disefiaron un score, Gianella Risk Score, para
determinar la probabilidad de predecir la aparicién de bacte-
riemia en pacientes con colonizacion rectal previa.>®

Dada la importancia de la deteccién precoz de pacientes

colonizados con bacilos negativos productores de carbape-
nemasas, el objetivo de este estudio es detectar la presen-
cia de bacilos gram negativos productores de carbapene-
masas (BPC) mediante hisopados rectales de los pacientes
asistidos en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos
(UCIA) del Hospital Interzonal de Agudos [HIGA] “Evita” de
Lanus.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo, de corte
transversal, con frecuencia semanal, para detectar la por-
tacién de BPC en los pacientes asistidos en la UCIA del HIGA
“Evita” de Lanus. Se tomaron muestras mediante hisopa-
dos rectales, sin materia fecal visible, de los pacientes, de
acuerdo con los siguientes criterios de inclusion:

1) Pacientes internados en UCIA coninternacién >a 7 dias, pro-

cedentes de la comunidad y sin antecedentes de internacion.

2]Pacientes con < de 7 dias de internacion, que hubieran
sido derivados de otras instituciones y que presentaran
alguna de las siguientes caracteristicas:

2.a) 248 h de internacion, en cualquier sector;

2.b) que provinieran de centros de cuidados de adultos

mayores;

2.c) que hubieran recibido tratamiento antibidtico en los
6 meses previos a la internacién;

2.d) queingresasen y presentasen antecedentes de in-
ternacién previa en la UCIA del HIGA “Evita” en los ulti-
mos 6 meses.

Criterio de exclusién: cualquier paciente que no cumplie-
ra alguno de los criterios establecidos o con hisopado posi-
tivo en el corte semanal previo.

Para la investigacidn de la portacién de BPC, se usé la me-
todologia PCR muiltiple en tiempo real empleando el equipo
automatizado BD Max™ System (Becton Dickinson, USA, re-
gistro en ANMAT PM 634-526), respetando las indicaciones del
fabricante. El sistema permite detectar la produccién de carba-
penemasas y, simultaneamente, discrimina el tipo de enzima
presente dentro de las mas frecuentes descritas en clinica:
KPC (Klebsiella pnemoniae carbapenemase), NDM (New Delhi
metallo-f3-lactamase), VIM (Verona integron-encoded metallo-
P-lactamase) / IMP (imipenemase) y 0XA-48like (oxacillina-
se-48 like variants), sin llegar a la identificacion bacteriana.

Se construyé una ficha para la recoleccién de datos clini-
cos y epidemiolégicos. Se registraron los datos demograficos,
el motivo de ingreso, las enfermedades de base/comorbilida-
des de los pacientes incluidos y el tiempo de internacién has-
ta el Ultimo hisopado. Se registrd la aparicién de un foco de
infeccién por BPC posterior a la deteccién de la colonizacién,
de acuerdo con los resultados de los estudios micobiolégicos
realizados en los pacientes con signos clinicos de infeccién.

Lainformacidn recopilada se analizé mediante el uso de ho-
jas de célculo Excel; se aplicé el estadistico X;? para analizar las
diferencias significativas (p< 0,05] con el programa Epidat 3.0.

El periodo de estudio comprendié desde el 9/9/2021 al
5/1/2022.
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Consideraciones éticas

El estudio fue sometido a evaluacién y aprobado por el
Comité Cientifico y el Comité de Etica en Investigacién del
hospital. Este proyecto se enmarca como practica epide-
mioldgica obligatoria en establecimientos de salud, en el
contexto de vigilancia de brotes epidémicos o de infeccio-
nes intrahospitalarias, por lo que no se requiere de consen-
timiento informado. No se realiz6 ningln procedimiento que
no estuviese dentro de los estandares de atencidn. Al ana-
lizar los datos recopilados, se respet6 la confidencialidad
de la identidad del paciente, a partir de la codificacién alfa-
numérica de la misma.

Resultados

En los cuatro primeros meses del inicio de la vigilancia,
se realizaron 99 hisopados rectales en 74 pacientes; 36 re-
sultaron positivos, lo que representd una tasa de portacién
de BPC del 48,6 % (36/74).

La distribucién porcentual de las distintas carbapene-
masas detectadas (n=52) resulté: 40,4 % NDM (21]); 30,7
%0XA (16); 17,3 % KPC (9);5,8%VIM (3); 5,8 % IMP/VIM (3],
lo que implica que en el 52 % de los casos la carbapenema-
sa involucrada fue una metalo-carbapenemasa (MBL). La
frecuencia de aparicién durante la vigilancia se muestra en
la Figura 1.

En 14 de 36 pacientes con hisopado positivo (38,9 %),
se demostré que la colonizacidn era causada por mas de un
tipo de enzima, con la siguiente distribucion (n): NDM-0XA
(10), KPC-NDM-VIM/IMP (1], NDM-0XA-KPC (1], KPC-VIM (1]
y NDM-VIM/IMP (1]. (Figura 2).

El tiempo hasta el resultado, desde la recepcién de la
muestra, promedid las 3 h, por lo que se pudo tener el dato
el mismo dia del hisopado.

La vigilancia activa incluyé a 74 pacientes internados en

Figura 1. Distribucion porcentual de las 52 carbapene-
masas de acuerdo con el tipo de enzima durante los me-
ses de la vigilancia.

IMPAIM
6%

OXA
3%

» KPC, Klebsiella pnemoniae carbapenemase; VIM, Verona integron-enco-
ded metallo-f-lactamase, NDM, New Delhi metallo-f3-lactamase, 0XA-48
like, oxacillinase-48 like variants; IMP,imipenemase.

UCIA, con una edad media (rango) de 60 afos (23-93), de
los cuales el 69,3% (52] eran varones.

El motivo de ingreso a la UCIA fue (n=74): cardiopatia /
infarto agudo (24]); neumonia (12); sepsis (11]; insuficien-
cia renal crénica en hemodialisis (7]; pos-quirdrgico (7],
politrauma (7), accidente cerebrovascular (3), peritonitis
terciaria (2], absceso de 6rgano profundo (1); edema agu-
do de pulman (1]); sin datos (2]. En 26 pacientes (26/74],
lo que equivale al 35 %, el motivo de internacién se asocid a
un proceso infeccioso.

EI 89,2 % de los pacientes (n=66) presentd al menos una
comorbilidad/enfermedad de base. La frecuencia de apa-
ricién fue: hipertension arterial [HTA] (13); diabetes [DIA]
mas HTA (9]); tumor sélido/enfermedad oncohematoldgica
[TS-EOH] (8); enfermedad pulmonar obstructiva crénica
[EPOC] (8]); insuficiencia renal [IR] mas HTA (6]; insuficien-
cia renal crénica [IRC] (4); DIA (4); cardiopatia (3]; EPOC
mds HTA (2); EPOC mas DIA (2). IRmas DIA (1]; infeccion por
virus VIH mas DIAy lupus (1), HIV (1); accidente cerebrovas-
cular (1) y otros (3).

El tiempo promedio de internacién desde el ingreso al
hospital hasta el GItimo hisopado realizado (rango] en la po-
blacién negativa resulté de 12,64 (3-32) dias; para el grupo
de pacientes colonizados, el promedio de dias de interna-
cién (rango) fue de 17,4 dias (1-53).

Se investigé la aparicién de un foco de infeccidn por un
BPC, con confirmacién bacterioldgica, con posterioridad a la
vigilancia intensificada de portadores de BPC. La misma se
documenté en 9 de los 36 pacientes colonizados (33,3 %)
y en 3 de los 38 pacientes no colonizados (7,9 %), dato que
resultd significativo (p<0,05). La infeccidn ocurrié entre los
4y 22 dias posteriores al hisopado de vigilancia intensifica-
da en los pacientes colonizados, y entre 2 a 27 dias en los
no portadores.

I ——
Figura 2. Distribucién de la combinacién de carbapene-
masas en los 14 pacientes colonizados con mas de un
tipo de enzima durante los meses de la vigilancia.
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Combinacién de carbapenemasas

» La barra indica el nimero de pacientes colonizados por la misma com-
binacién de carbapenemasas; KPC, Klebsiella pnemoniae carbapene-
mase; VIM, Verona integron-encoded metallo-f3-lactamase; NDM, New
Delhi metallo-f3-lactamase; 0XA-48 like, oxacillinase-48 like variants;
IMP, imipenemase.
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Las acciones generadas a partir de la deteccidn del pa-
ciente colonizado_incluyeron: maximizar la aplicacién de los
criterios de aislamiento de contacto; intensificar la higiene
de manos y la hospitalaria; adecuar el tratamiento empirico
inicial (TEI) en forma individual ante la aparicién de un foco
de infeccién; hacer seguimiento de facilidades compartidas
al egreso de la UCIA; coordinar con el drea de admisién del
hospital a efectos de optimizar el uso de las camas disponi-
bles en las salas de internacidn al egreso del paciente.

Discusién

Las EPC han tomado gran importancia mundialmente
debido al aumento en las tasas de morbimortalidad y en los
costos hospitalarios. El tracto gastrointestinal es el princi-
pal reservorio de este tipo de microorganismos multirresis-
tentes. Tanto en pacientes adultos como en neonatos, se ha
evidenciado que la exposicién prolongada a antibidticos de
amplio espectro como cefalosporinas o carbapenémicos y
la estadia prolongada en UCI de adultos o neonatal, incre-
mentan el riesgo de colonizacién por EPC. Una de las estra-
tegias primordiales de la vigilancia epidemiolégica activa es
la busqueda de pacientes colonizados con BPC, a través de
la realizacién de hisopado rectal. Una vez detectado el pa-
ciente portador, se deben instaurar medidas de aislamiento
apropiadas y procedimientos que conduzcan a evitar su di-
seminacién y causar brotes.”10

Para la deteccién de BPC con hisopados rectales, se han
desarrollado diferentes métodos fenotipicos, pruebas mo-
leculares y técnicas como la nefelometria laser. Adicional-
mente, las pruebas basadas en inmunocromatografia per-
miten diferenciar el tipo de carbapenemasa presente, con
una sensibilidad y especificidad del 100 %, comparadas con
técnicas de biologia molecular.19-12

Los métodos de deteccién fenotipicos se basan en el em-
pleo de medios de cultivo selectivos que permitan recuperar
bacilos resistentes y evitar el crecimiento de la microbiota
sensible. En los ultimos afos, se han desarrollado medios
cromogénicos. La especificidad no siempre es tan alta, por
lo que cualquier crecimiento debe ser confirmado. Esta
aproximacion genera aumento de la carga de trabajo que
supone la confirmacién de estos aislamientos e incrementa
el tiempo hasta la obtencion el resultado.?

Dentro de los métodos confirmatorios, existen diferentes
pruebas fenotipicas (test de Hodge modificado, medicion de
la hidrélisis de los carbapenemes por espectrofotometria,
métodos basados en la inhibicién especifica de las diferentes
clases de carbapenemasas, métodos colorimétricos basados
en el cambio de pH y método de inactivacién de carbapené-
micos). Estos varfan en su sensibilidad y especificidad, en su
capacidad de discriminar la clase de enzima involucrada, y la
mayoria adiciona un dia mas de trabajo hasta obtener el re-
sultado a las 24 h necesarias para el crecimiento bacteriano
a partir del hisopado rectal.

Por lo expuesto, se plantean escenarios donde se requiere
la implementacidn de técnicas moleculares, mas adn ante la

reciente emergencia de mecanismos mixtos de resistencia
que involucran en forma simultanea mas de un tipo de car-
bapenemasa en la misma bacteria 0 en la misma muestra.**

Los métodos moleculares, en sus distintos formatos,
permiten la identificacidon rapida del microorganismo re-
sistente a través de la deteccidn de genes de resistencia al
antibidtico implicado. Esto tiene una importancia crucial en
algunas situaciones de control epidemiolégico de la infec-
cién, especialmente en el caso de brotes nosocomiales. Su
principal ventaja es la posibilidad de dar un resultado entre
2-3 horas tras latoma de la muestra, pues detecta los genes
de resistencia desde la muestra primaria sin necesidad de
esperar el crecimiento del cultivo. Es importante resaltar su
mayor sensibilidad y enfatizar la posibilidad de aplicacién
directa sobre la muestra clinica, lo cual es fundamental para
tomar decisiones de control de infecciones. Como inconve-
nientes, podemos mencionar que solo identifica aquellos
genes de resistencia disefiados en el ensayo y que pueden
requerir de un cultivo posterior para la realizacién de estu-
dios de sensibilidad antibiética o de tipificacién molecular.
El mayor costo econdmico de las pruebas moleculares, res-
pecto de los métodos basados en el cultivo, que implica una
inversion para que el laboratorio disponga de esta metodo-
logia, debe ser analizado en un contexto global, dado que
permite un mejor cuidado de los pacientes. Esto se traduce
en una disminucién de la transmision de BPC, del nimero
deinfecciones por bacterias multirresistentes, del consumo
de antibiéticos, de la estadia hospitalaria y, consecuente-
mente, en una reduccién en la morbimortalidad y en el costo
de los cuidados sanitarios.”

Através de este estudio, se pudo determinar y conside-
rar como datos relevantes que: a) en los pacientes coloni-
zados, el porcentaje de infeccién por BPC fue significativa-
mente mayor respecto de los no colonizados; b] el tiempo
promedio de internacién fue mayor por cinco dias; c)enel
38,9 % de los casos, la colonizacién se debié a més de un
tipo de carbapenemasa; d] se detectd un incremento de la
cantidad de enzimas involucradas al final del periodo de vi-
gilancia; e) las metalocarbapenemasas fueron las enzimas
predominantes, dato que complejiza la instauracién del tra-
tamiento en relacién con los recursos disponibles.

Si bien en este estudio se puso mayor énfasis en las
instancias de incorporar la técnica de PCR-RT por el siste-
ma BD-Max™y en las estrategias para consolidar un equipo
de trabajo, y no, en un andlisis de costos, nuestros datos
demostraron que los pacientes colonizados tuvieron una
internacién cinco dias mayor; si multiplicamos el costo de
cada dia de internacién en la UCIA por el nimero de pacien-
tes BPC-positivos, se obtiene una estimacién aproximada
del potencial ahorro que implica disponer de una metodolo-
gia que detecte al paciente colonizado en tiempo real, pues
el resultado esta disponible en 2-3 h y permite implementar
acciones de contencién, como las aqui mencionadas. Por
este motivo, no debe ser valorada como un gasto generado
por el laboratorio.
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La existencia de pacientes colonizados con BPC es una
de las principales vias de propagacién de las bacterias mul-
tirresistentes, por eso su contencién es una prioridad asis-
tencial y de salud publica. Consideramos que los estudios
de vigilancia activa en forma permanente son imprescindi-
bles para una deteccién precoz de la colonizacion por estas
bacterias, principalmente en los centros hospitalarios de
mayor complejidad.

Los datos aqui presentados son el resultado del primer
estudio prospectivo de vigilancia activa de pacientes colo-
nizados por BPC durante 4 meses mediante PCR multiple en
tiempo real. Los resultados obtenidos en horas posteriores
a la toma de la muestra permitieron implementar acciones
de contencién inmediatas. La tasa de colonizacién fue del
48,6%, hecho que, si bien supera lo publicado por otros auto-
res, constituye una linea de base para monitorear las accio-
nes de control implementadas.
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