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INDICE DE ABREVIATURAS y SIGLAS

BAR = Bajante de aguas residuales de la unidad de cuidados intensivos.
BLEE = B-lactamasa de espectro extendido.

CMI = Concentracion minima inhibitoria.

CVC = Catéter venoso central.

DE = Desviacion estandar.

EA = Estudio ambiental.

EP= Estudio del personal sanitario.

g = Gramo.

h = Hora.

KPC = Klebsiella pneumoniae carbapenemasa.

KOXup-s = Klebsiella oxytoca productora de carbapenemasa IMP-8.
L = Lavabo de la unidad de cuidados intensivos.

MBL = Metalo-B-lactamasa.

mg = Miligramo.

ml = Mililitro.
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mm = Milimetro.

L = Litro.

NAVM = Neumonia asociada a ventilacibn mecénica.

NDM = Nueva Delhi MBL.

PBP = Proteinas fijadoras de penicilinas (penicillin-binding proteins).

PFGE = Electroforesis en gel de campo pulsante (Pulsed-field gel

electrophoresis).

PPCL = Protocolo para la prevencion y control de Legionella.

RIQ = Rango intercuatrtilico.

rpm = Revoluciones por minuto.

spp = Especies.

UCI = Unidad de cuidados intensivos.
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Esta tesis, de acuerdo con el informe correspondiente y la
autorizacion de los directores de la misma y del érgano responsable del Programa
de Doctorado, se presenta como un compendio de tres articulos. Las referencias

completas a los articulos que componen el cuerpo de la tesis son las siguientes:

1.1 Vergara-L6pez S, Dominguez MC, Conejo MC, Pascual A,
Rodriguez-Bafio J. Wastewater drainage system as an occult reservoir in a
protracted clonal outbreak due to metallo-B-lactamase-producing Klebsiella

oxytoca. Clin Microbiol Infect. 2013; 19:E490-498. FACTOR IMPACTO: 5,197.

1.2 Vergara-L6pez S, Dominguez MC, Conejo MC, Pascual A,
Rodriguez-Bafio J. Lessons from an outbreak of metallo-B-lactamase-producing
Klebsiella oxytoca in an intensive care unit: the importance of time at risk and
combination therapy. J Hosp Infect. 2015; 89:123-131. FACTOR IMPACTO:

2,544,

1.3 Vergara-L6épez S, Dominguez MC, Conejo MC, Pascual A,
Rodriguez-Bafio J. Prolonged treatment with large doses of fosfomycin plus
vancomycin and amikacin in a case of bacteraemia due to methicillin-resistant
Staphylococcus epidermidis and IMP-8 metallo-B-lactamase-producing Klebsiella

oxytoca. J Antimicrob Chemother. 2015; 70:313-315. FACTOR IMPACTO: 5,313
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2. INTRODUCCION GENERAL
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Dentro de la familia Enterobacteriaceae, el género Klebsiella incluye las
especies K. pneumoniae (subespecies pneumoniae, ozaenae Yy rinoscleromatis),
K. granulomatis, K. singaporensis, K. variicola y K. oxytoca (1). Son bacilos
gramnegativos inmoviles, anaerobios facultativos, que se caracterizan por una
apariencia grande en la tincibn de Gram y formar grandes colonias de aspecto

mucoide.

Desde el punto de vista médico su importancia radica en el papel que
tienen, fundamentalmente K. pneumoniae y K. oxytoca, como patdgenos
humanos. Clasicamente se asocid K. pneumoniae a la neumonia de Friendlander,
relacionada con el alcoholismo y con hallazgos radiolégicos caracteristicos (2, 3).
Pero es por su comportamiento como patdgeno oportunista por lo que este
género se ha convertido en uno de los protagonistas indiscutibles dentro de las
infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (4, 5). El progresivo aumento de las
enfermedades cronicas, la inmunodepresion y los procedimientos agresivos, la
capacidad de este género de bacterias para producir una amplia variedad de
infecciones, adaptarse al ambiente nosocomial, adquirir determinantes de
resistencia frente a distintos antimicrobianos y diseminarse explican esta situacion
y son el punto de partida que justifica esta tesis doctoral: avanzar en el
conocimiento de algunos aspectos epidemioldgicos y clinicos relacionados con
Klebsiella spp. Para ello se realiza una puesta al dia de los aspectos mas
relevantes de este género, describiendo algunos aspectos no aclarados y como a
través de un brote nosocomial se abordaron dichas areas de incertidumbre, dando

lugar a las tres publicaciones que constituyen el cuerpo de esta tesis doctoral.

16



Brote nosocomial por Klebsiella oxytoca productora de IMP-8 Introduccion

2.1 Epidemiologia de Klebsiella spp

Las bacterias del género Klebsiella son muy ubicuas en la naturaleza. Se
encuentran facilmente tanto en superficies secas (6) como humedas (7),
vegetales (8), carne (9) e incluso agua potable (10). En humanos, Klebsiella spp.
forma parte de la flora normal del tracto gastrointestinal (11) y puede colonizar
frecuentemente el aparato respiratorio superior (12) y ocasionalmente la piel,

donde sin embargo no puede considerarse un miembro de la flora saprofita (13).

Por otro lado, este género suele ser un componente habitual del ambiente
hospitalario, donde la tasa de pacientes colonizados se multiplica, en porcentajes
de hasta el 77% en heces (14-16), de forma directamente proporcional al tiempo
de estancia y sobre todo al uso previo de antimicrobianos (15). El principal
reservorio hospitalario es el tracto gastrointestinal de los pacientes colonizados
(17), desde donde se disemina con facilidad, siendo especialmente significativa su
capacidad para producir brotes nosocomiales (18, 19). De estos, son de especial
importancia los producidos por cepas resistentes a los antimicrobianos habituales.
Ya en la década de los setenta se describieron brotes producidos por cepas con
determinantes de resistencia frente a aminoglucésidos (20, 21). A partir de 1982,
comenzaron a describirse brotes por K. pneumoniae y, en menor medida, K.
oxytoca resistentes a antimicrobianos B-lactamicos incluyendo cefalosporinas,
mediante la produccion de enzimas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
(22-24) que han llegado a diseminarse mundialmente a lo largo de las décadas
siguientes (25). A esta situacion se ha unido en los Ultimos afios la diseminacion

de cepas productoras de B-lactamasas con actividad frente a antimicrobianos
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carbapenémicos (carbapenemasas) que han convertido a los brotes nosocomiales
por Klebsiella spp. multirresistente a antimicrobianos en una emergencia sanitaria
internacional (26). Un aspecto especialmente relevante es el de los clones
denominados “de alto riesgo” que han experimentado una rapida diseminacion
mundial en pocos afios. El mejor ejemplo es el clon ST258 de K. pneumoniae
productora de Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) que actualmente se
considera endémico en Estados Unidos, Israel, Grecia, Italia, Polonia y Colombia.
Otros ejemplos de clones de alto riesgo relacionados con el ST258 son el ST11
en China y Brasil, el ST15 en Italia, Polonia y Colombia o el ST340 en Brasil y

Grecia (27).

2.2 Cuadros Clinicos

Klebsiella spp. es capaz de producir multitud de cuadros clinicos
diferentes tanto de origen comunitario como nosocomial (5) (Tabla 1). Algunos de
estos cuadros merecen una atencion especial, ya sea por su importancia clinica o

caracteristicas diferenciales.
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2.2.1 Neumonias comunitarias

Actualmente se considera que Klebsiella spp. produce entre el 1y el 5%
de las neumonias adquiridas en la comunidad (5), si bien es cierto que son mas
frecuentes en determinados paises como Taiwan o Sudafrica (28). El cuadro se
relaciona fundamentalmente con dos claros factores de riesgo: alcoholismo vy
diabetes (3, 29). Aunque puede ser inespecifica, en su presentacion clasica la
infeccion es unilateral en 2/3 de las ocasiones y afecta mayoritariamente al
segmento posterior del I6bulo superior derecho, con abombamiento de cisura y
frecuente evolucion hacia absceso pulmonar y/o empiema (3, 30). Desde un punto
de vista clinico suele ser una enfermedad grave, frecuentemente bacteriémica y

asociada a mal prondstico (31).

2.2.2 Abscesos hepéticos

En las ultimas dos décadas, Klebsiella spp. se ha descrito como causante
frecuente de abscesos hepaticos en Estados Unidos (32), Europa (33) y Asia (34),
especialmente en Taiwan (35, 36). Estos cuadros, a diferencia de lo que suele
ocurrir en los producidos por Escherichia coli u otras bacterias, son primarios, es
decir, no secundarios a focos en otras localizaciones. Por el contrario, estos
abscesos hepaticos primarios suelen ser causa de diseminacién a otros 6rganos
en un porcentaje de hasta el 45% de los casos (35, 37, 38). Los ojos (33, 37, 38),
meninges (35, 38), sistema nervioso central (35, 37) y pulmones (33, 35, 37) son

las localizaciones metastasicas mas frecuentes. Este cuadro constituye un
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sindrome en si mismo que se ha considerado como una enfermedad emergente

en los Ultimos afios.

El cuadro es més frecuente en hombres de mediana edad con diabetes
mellitus, que se considera el principal factor de riesgo (37). La forma de
presentacion y alteraciones analiticas son inespecificas. Mas especifica es la
radiologia, con nivel hidroaéreo hepatico o gas en vena porta en radiografia
simple de abdomen e infiltrado alveolar pulmonar junto con derrame pleural en
radiologia simple de torax. En las imagenes de TAC, los abscesos suelen ser
unilobares, multiloculados y con presencia de gas (34). Este tipo de absceso tiene
mejor pronostico que los producidos por otros microorganismos tanto en términos

de mortalidad como de riesgo de recidiva (35, 39).

2.2.3 Bacteriemias comunitarias

En 1985 se public6é una larga serie espafiola de bacteriemias por
Klebsiella spp. donde se establecia que aproximadamente el 6,6% de todas las
bacteriemias eran producidas por este género, con una incidencia de 2,3
casos/1000 hospitalizaciones (40). Los principales focos de infeccion fueron:
urinario, respiratorio y biliar. Entonces la mortalidad era del 25% y el principal

factor de riesgo era la diabetes mellitus (41).

Actualmente la bacteriemia por Klebsiella spp. es de origen comunitario en
el 36% de los casos fuera del sudeste asiatico y hasta mas de la mitad en esa

area geogréafica, donde la infeccion invasora por Klebsiella spp. es
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significativamente mas prevalente (42). El factor de riesgo principal contintda
siendo la diabetes mellitus. Los focos infecciosos subyacentes son los clasicos,
con la excepcion del absceso hepatico (43) y la neumonia en Sudafrica (28). La

mortalidad se sitla en torno al 10%.

Otro aspecto a tener en cuenta es la presencia de bacterias
multirresistentes en la comunidad. En este sentido, Lee et al. publicaron una serie
de bacteriemias comunitarias por K. pneumoniae productoras de BLEE en la que
observaron un aumento de la prevalencia de cepas productoras de estas [-

lactamasas desde el 6,6% en 2004 hasta el 15% en 2008 (43).

2.2.4 Variabilidad geografica de las infecciones

comunitarias por Klebsiella spp

Como se ha puesto de manifiesto, es evidente que existen diferencias
geograficas en la incidencia de las infecciones comunitarias por Klebsiella spp.,
siendo significativamente superior en el sudeste asiatico —especialmente en
Taiwan- y Sudafrica. Estas diferencias no han podido ser definitivamente
explicadas por las desigualdades en las tasas de diabetes mellitus o alcoholismo,
por la menor accesibilidad a los cuidados sanitarios o por el mas bajo nivel
socioeconémico (44). Lo que si se ha demostrado, es que existen diferencias en
relacion a la virulencia del microorganismo en las distintas zonas. Yu et al.
realizaron un estudio sobre 455 episodios de bacteriemia por K. pneumoniae en 7
paises distintos (45), comprobando que los serotipos K1 y K2 eran

significativamente mas frecuentes en Taiwan y Sudafrica, asi como en los casos
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de neumonia y absceso hepatico bacteriémico. Ademas, la distribucion del
fenotipo mucoide de las cepas seguia el mismo patron de frecuencia en los
mismos sitios y patologias, fundamentalmente en pacientes mas jévenes y sin
patologia subyacente. El fenotipo mucoide se ha asociado estrechamente con la
presencia del gen rmpA (regulator of mucoid phenothype A), un gen regulador
plasmidico implicado en la sintesis del polisacarido extracapsular. La otra
caracteristica presente en practicamente todas las cepas rmpA positivas fue la
produccién del sider6foro aerobactina. Se ha demostrado que existe una relacion
genética entre las cepas con estas caracteristicas, que posteriormente ha
resultado en un clon hipervirulento conocido como ST23 (46, 47) que esta

diseminandose en los dltimos afios fuera de sudeste asiatico y Sudafrica (48).

2.2.5 Infecciones nosocomiales

Klebsiella spp. fue el cuarto microorganismo aislado con mayor frecuencia
en el estudio esparfiol de prevalencia de infecciones nosocomiales EPINE 2014,
con un porcentaje global del 7,9% (6,6% K. pneumoniae y 1,3% K. oxytoca) (49).
Las infecciones del tracto urinario son las mas frecuentes, en las que Klebsiella
spp. constituye el quinto agente infeccioso mas prevalente (50). Otras infecciones
significativas son la neumonia nosocomial, la bacteriemia o la infeccion de herida

guirdrgica, junto con otras menos frecuentes (Tabla 1).

Las infecciones nosocomiales por Klebsiella spp. se diferencian de las

producidas en la comunidad fundamentalmente en tres aspectos:
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1) Las cepas que las producen no presentan la variabilidad

geogréfica observada en las cepas comunitarias (45).

2) Los factores de riesgo de los enfermos son diferentes.
Mientras que la diabetes mellitus es mas prevalente en los enfermos con
infecciones comunitarias, la pluripatologia -fundamentalmente la existencia
de una neoplasia-, la instrumentalizacién y los procedimientos agresivos, lo
son en los enfermos hospitalizados. Ademas, la gravedad de la infeccion
nosocomial es mayor. Todo ello explica que la mortalidad sea también

significativamente mayor en la infeccidon nosocomial (42).

3) La frecuencia de cepas multirresistentes. Ademas del
aumento progresivo de las cepas productoras de BLEE, Klebsiella spp. lidera
ampliamente la clasificacion de enterobacterias con sensibilidad disminuida
a carbapenémicos, constituyendo actualmente el 41% de los aislamientos de

este grupo de enterobacterias en Espafia (51).
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2.3 Factores de patogenicidad

Una de las razones que explica el papel principal de Klebsiella spp. como
patdgeno es la posesion de numerosos y variados factores de patogenicidad que

se muestran resumidamente en la Figura 1.

2.3.1 Antigeno capsular (K)

El antigeno capsular esta formado por la prominente capsula de
polisacaridos, una acumulacién de haces gruesos de estructuras fibrilares que
protege a la bacteria de la fagocitosis (52) y de los factores séricos bactericidas
(53). Ademas, constituye una barrera natural para muchos antimicrobianos.
Existen 77 serotipos distintos, de los que K1, K2, y en menor medida K4 y K5 han

mostrado ser los mas virulentos (44).

2.3.2 Fimbrias

Dado que un proceso crucial en la fisiopatologia de infeccidén por Klebsiella
spp. es la adhesion a la mucosa del huésped, las fimbrias constituyen otro factor
de patogenicidad importante. Estas proyecciones no flagelares de la superficie de
la bacteria son la base de la reaccion que permite clasificar a las bacterias en
sensibles o resistentes a manosa dependiendo de si este elemento es capaz 0 no

de inhibir la reaccion de hemaglutinacion (54). La fimbria mas importante es la tipo
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1, que ha demostrado ser un componente importante en la patogénesis de las

pielonefritis (55) y de las neumonias asociadas a ventilacion mecanica (56).

2.3.3 Resistencia al Sistema del Complemento

Las causas de la resistencia a la actividad bactericida del suero mediada
por el Sistema del Complemento no estdn completamente dilucidadas. En
Klebsiella spp., se piensa que la capsula de polisacéridos protege de la activacion
del complemento mediante la exposicion de estructuras no susceptibles de
activarlo. Mas aun, en algunos tipos capsulares de Klebsiella spp., las cadenas
laterales de lipopolisacarido pueden estar expuestas al exterior. Sin embargo,
aunque estas cadenas tienen la capacidad de activar el complemento, éste se
activa en las zonas mas distales de las cadenas, haciendo que el complejo litico
C5b-C9 se forme lejos de la membrana bacteriana. De esta forma se evita su

accion sobre la misma (57).

2.3.4 Sidero6foros

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento bacteriano que, sin
embargo, tiene una disponibilidad muy baja en el tejido huésped debido a su
captacion intracelular a cargo de proteinas como la ferritina, la hemoglobina o la
hemosiderina. Por esta razon, la consecucion de hierro libre por parte de la
bacteria es un factor de patogenicidad clave. Para conseguirlo, las bacterias
secretan proteinas con altisima afinidad por el hierro llamadas sideréforos (58).

En el caso de Klebsiella spp., los sideréforos mas importantes son la

25



Brote nosocomial por Klebsiella oxytoca productora de IMP-8 Introduccion

enterobactina y la aerobactina. La primera es sintetizada practicamente por todas
las cepas y su fuente principal de hierro es la transferrina, a la que supera en
afinidad por el hierro férrico (59). La aerobactina capta hierro directamente de las
células (60) y su importancia radica, mas que en su papel directo en la
patogenicidad de Klebsiella spp., en su asociacion con los serotipos virulentos K1

y K2 y el fenotipo mucoide a través del gen plasmidico rmpA (44).

2.3.5 Resistencia a antimicrobianos

Dentro de los factores de patogenicidad, la resistencia a antimicrobianos
es probablemente el mas importante en las infecciones relacionadas con la
asistencia sanitaria. De entrada, la estructura de doble membrana de la pared
bacteriana caracteristica de las bacterias gramnegativas constituye un sistema de
defensa debido a la barrera que supone a la entrada de moléculas grandes (como
daptomicina o glucopéptidos) o hidrofébicas (como los B-lactamicos). Los B-
lactamicos y otros antimicrobianos atraviesan la membrana externa a través de
porinas y se encuentran con otros mecanismos defensivos como son las (-
lactamasas periplasmaticas o las bombas de expulsion activa (61). El conjunto de
estas defensas explica por qué las bacterias gramnegativas son inherentemente
mas resistentes a algunas familias de antimicrobianos que las grampositivas. En
este sentido, tras los primeros antimicrobianos efectivos frente a gramnegativos
(sulfonamidas, tetraciclinas, primera generacion de aminoglucosidos vy
cloranfenicol), aparecidos entre los anos 30 y 50 del siglo XX, los B-lactamicos,

junto a las fluorquinolonas, han constituido la piedra angular del tratamiento de las
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infecciones producidas por bacterias gramnegativas en general y Klebsiella spp.

en particular (61).

2.3.5.1 Antimicrobianos B-lactamicos

Los B-lactamicos, representados en la Tabla 2 (62), se caracterizan por
poseer como nucleo quimico un anillo 6-aminopenicilanico o penam, formado a su
vez por un anillo tiazolidinico enlazado a un anillo B-lactamico. Este ultimo es
esencial dado que, por un lado es clave en la actividad antimicrobiana de la
molécula, y por otro es el sustrato de los principales mecanismos de resistencia a

los antimicrobianos B-lactamicos (63).

La forma de actuacion basica de estos antimicrobianos consiste en su
union a las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP), basicamente enzimas
transpeptidasas, carboxipeptidasas y endopeptidasas involucradas en la fase final
de la formacion de la pared bacteriana y la reorganizacion de la misma durante el
crecimiento y la division celular. La unién del antimicrobiano provoca la
inactivacion irreversible de las PBP y secundariamente la muerte celular por dos

mecanismos fundamentales:

1) La pared celular defectuosamente formada da lugar a una

entrada masiva de agua por la alta presion osmoética interna y el estallido del

microorganismo.
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2) La pérdida de la inhibicion de enzimas endogenas que
hidrolizan mureina (autolisinas) conlleva un metabolismo desequilibrado y la

lisis bacteriana (64).

Desgraciadamente, de forma lineal a la aparicibn de nuevos
antimicrobianos han ido apareciendo determinantes de resistencia a los mismos.
En el caso de los B-lactdmicos, se han descrito varios mecanismos posibles de

resistencia en las bacterias gramnegativas [adaptado de (64)]:

1) Modificacion de la diana:

i. Modificacion de la PBP existente.

2) Disminucion de la concentracion de antimicrobianos -
lactamicos dentro de la célula:
i. Disminucion de la permeabilidad (pérdida de porinas).

ii. Expulsion activa (bombas de expulsion).

3) Inactivacion enzimatica de los antimicrobianos B-lactamicos.
Este es el mecanismo de resistencia mas comun e importante frente a estos
antimicrobianos en bacterias gramnegativas. Estas enzimas se denominan

B-lactamasas.
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2.3.5.2 B-lactamasas

Las B-lactamasas se clasifican tradicionalmente segun dos criterios

diferentes:

1) Funcional. Descrita inicialmente por Bush en 1989 (65) y
revisada por Bush, Jacoby y Medeiros posteriormente (66), esta clasificacion
estd basada en la capacidad de las distintas B-lactamasas para hidrolizar
determinados grupos de antimicrobianos y/o su sensibilidad a la accion de
los inhibidores de -lactamasas (acido clavulanico, sulbactam o

tazobactam). La informacion se detalla en la Tabla 3.

2) Estructural. Acorde a su secuencia proteica, Ambler clasifico a
las B-lactamasas en 4 clases principales: A, B, C y D (Tabla 3) (67). Las
pertenecientes a las clases A, C y D precisan serina en su sitio activo,
mientras que las pertenecientes al grupo B, conocidas como metalo-B-
lactamasas (MBL), necesitan zinc como cofactor para realizar su actividad

catalitica.

Histéricamente, conforme han ido surgiendo antimicrobianos B-lactamicos
de mayor espectro han aparecido B-lactamasas con capacidad de hidrolizar a una
mayor variedad de ellos. Existen por tanto B-lactamasas de distintos espectros de
accion, que van desde el reducido (penicilinasas) y el amplio (capaces de

hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generacion), hasta las
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BLEE (con capacidad para hidrolizar cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, asi como aztreonam), f-lactamasas tipo AmpC (hidrolizan
cefalosporinas de tercera generacion) y B-lactamasas con capacidad de inactivar

carbapenémicos (Tabla 2 y 3) (68).

En el caso de Klebsiella spp., se distinguen B-lactamasas de produccion
intrinseca y de adquisicion extrinseca. Este género muestra una resistencia
intrinseca a las penicilinas naturales, aminopenicilinas y carboxipenicilinas, pero
Nno a su asociacion con inhibidores de B-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam
o tazobactam) ni a cefalosporinas. Esta resistencia se debe a la produccion,
practicamente universal y mas 0 menos importante, de una [-lactamasa
cromosémica de clase A de tipo SHV, LEN o OKP (Tabla 3) (69). Ademas,
especificamente K. oxytoca posee otra B-lactamasa de clase A, -denominada
OXY-, con mayor espectro de actividad, que si es producida en suficiente cantidad
puede conferir resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam

(70).

La resistencia adquirida a B-lactamicos se debe fundamentalmente a la
produccion de BLEE y los genes que las codifican suelen estar incluidos en
plasmidos que contienen generalmente determinantes de resistencia a otros
antimicrobianos, como sulfamidas o aminoglucésidos. Este hecho, junto con la
coexistencia frecuente de resistencia a quinolonas, convierten muy
frecuentemente a las cepas de Klebsiella spp. productoras de BLEE en cepas
multirresistentes (68). Las BLEE derivan fundamentalmente de B-lactamasas de

clase A de amplio espectro, -fundamentalmente TEM-1, TEM-2 y SHV-1-. A partir
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de mutaciones puntuales de estas enzimas aparecieron las BLEE nominadas a
partir de TEM-3 o SHV-2 (Tabla 3) (71). Tipicamente estas enzimas son sensibles
a los inhibidores de B-lactamasas y no son activas frente a cefamicinas o
antimicrobianos carbapenémicos (68). Otras BLEE no derivadas de las TEM y
SHV de amplio espectro son las de tipo OXA y las CTX-M. Las tipo OXA son raras
en Klebsiella spp. (71). Las CTX-M se han convertido en las BLEE mas frecuentes
en E. coli y mas recientemente también en Klebsiella spp., tanto en el ambito

nosocomial como en el comunitario (72).

Otras B-lactamasas que puede adquirir Klebsiella spp. pertenecen a la
clase C de Ambler (AmpC). Aunque las AmpC se asemejan a las BLEE en el
hecho de que son capaces de hidrolizar cefalosporinas de amplio espectro, se
diferencian de aquellas en su actividad frente a las cefamicinas (las AmpC
hidrolizan estos antimicrobianos mientras que las BLEE no), en que no hidrolizan
eficientemente las cefalosporinas de cuarta generacion como cefepima, y a su
insensibilidad a la accion de acido clavulanico y otros inhibidores de B-lactamasas
(68). Estas enzimas son de codificacion cromosomica e inducible en algunas
especies de enterobacterias como Enterobacter spp., y pueden sobreproducirse al
ser expuestas a B-lactamicos (73) o, como ocurre en Klebsiella spp., pueden ser

adquiridas a través de plasmidos (74).

No obstante, el principal problema en la actualidad es la resistencia a
carbapenémicos. En enterobacterias, esta resistencia puede estar mediada por la
asociacion de la perdida de porinas con la hiperproduccién de B-lactamasas con

actividad débil sobre los carbapenémicos, como las AmpC (75) o las BLEE. Sin
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embargo, el déficit de porinas puede acarrear un coste bioldgico significativo a la
bacteria y no suele ser transferible, por lo que estos mecanismos no representan
un problema de salud publica tan grave como la produccion en Klebsiella spp. de
carbapenemasas, -B-lactamasas con actividad frente carbapenémicos-, debido a
su continua evolucién y alta velocidad de diseminacion intra e interhospitalaria, asi

como a las dificultades que representan su control y tratamiento (26).

2.3.5.2.1 Carbapenemasas

La primera descripcion de una carbapenemasa dentro de la familia
Enterobacteriaceae se realizé en 1993 a partir de una cepa de E. cloacae
productora de la enzima NmcA (76). Desde entonces se han descrito una larga
variedad de estas enzimas pertenecientes a las clases A, By D de Ambler (Tabla

3).

Las carbapenemasas de clase A descritas pueden ser de codificacion
cromosémica (como por ejemplo, NmcA, Sme o SFC-1) o plasmidica (como
KPC). Estas ultimas son las mas importantes de este grupo (77). Se caracterizan
por una hidrdlisis eficiente de todos los carbapenémicos y ser inhibidas
parcialmente por acido clavulanico. La diseminacion de estas enzimas ha sido

practicamente global desde 1996 en que se describié por primera vez (27, 78).

Las de clase D estan representadas fundamentalmente por la enzima
OXA-48. Desde su primera descripcion en Turquia en 2003 (79) se ha extendido

por el sur y este de Europa (zona mediterranea) y Africa (79, 80). En Espafia esta
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teniendo especial relevancia, siendo actualmente K. pneumoniae productora de
OXA-48 la enterobacteria resistente a carbapenémicos méas frecuentemente

aislada (51).

El otro gran grupo de carbapenemasas son las MBL. Se caracterizan por
degradar todos los antimicrobianos B-lactamicos excepto el aztreonam y por no
ser susceptibles a la inhibicion por los inhibidores de B-lactamasas con uso
terapéutico, aunque si al acido etildiaminotetraacético (26). Existen muchos tipos

diferentes de MBL, aunque los mas importantes son los siguientes:

1. Tipo VIM. Denominadas de esta forma por haber sido
descritas por primera vez en Verona en 1997 (81). Se han descrito varias
decenas de variantes fundamentalmente en Pseudomonas aeruginosa pero
también en Klebsiella spp. (82). Su diseminacion en enterobacterias no se
ha asociado a clones concretos, estando actualmente presente en
numerosos paises de Europa, Asia y América, tanto en forma de casos

esporadicos como en brotes nosocomiales (26, 83).

2. Tipo NDM. La primera descripcion de esta enzima se realizo
en 2009, en un paciente sueco que habia sido hospitalizado en un hospital
de Nueva Delhi (84). Desde entonces esta desarrollando una espectacular
diseminacion mundial, estando actualmente presente en todos los
continentes, especialmente en India y Pakistan, que son consideradas como
el reservorio primario de bacterias productoras de NDM. Su diseminacién

estd muy ligada a los viajes internacionales y a la atencion médica en estos
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pacientes en el sur y sudeste asiaticos (85). No obstante, la diseminacion
intra y entre paises de casos no relacionados con Asia ha sido

sobradamente demostrada (86).

3. Tipo IMP. Este tipo de MBL fue la primera que se describid
asociada a plasmidos. Fue en Japén en 1988 en una cepa de P. aeruginosa
(87). Es una MBL que predomind inicialmente en bacilos gramnegativos no
fermentadores y Serratia marcescens (88) y progresivamente se ha ido
describiendo, cada vez con mas frecuencia, en enterobacterias y
principalmente en Klebsiella spp. (77, 89). Los genes codificadores de las
mas de 40 variantes identificadas (http://www.mbled.uni-stuttgart.de/) se
encuentran generalmente en casettes genéticos dentro de integrones de
clase 1 junto con otros determinantes de resistencia (82), confiriendo de esta
forma la habitual multirresistencia de estas cepas. Estos integrones forman
parte de transposones o plasmidos conjugativos que explican su transmision

horizontal.

La evolucién de las MBL tipo IMP en Klebsiella spp. hasta el inicio del
brote que se aborda en este proyecto (2009) se representa en la Figura 2. En
1998, Nordmann publicé una revisidn sobre resistencia en enterobacterias en la
gue se describia IMP-1 en Klebsiella spp. limitada a Japon (90), refiriéendose a los
primeros casos descritos en 1996 tanto en K. pneumoniae como en K. oxytoca
(91). No obstante, en 1996 también fue aislada en una cepa de K. pneumoniae en
Singapur (92). En 1998 se realiz6 la primera descripcion de la variante IMP-8 en

una cepa de K. pneumoniae en Taiwan (93) y un afio mas tarde se describio el
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primer brote nosocomial por K. pneumoniae productora de IMP-8 en el mismo
centro sanitario (94). Hasta 2003 no se describio el primer caso de K. pneumoniae
productora de IMP, en este caso IMP-1, fuera de Asia, -en Brasil-, (95) y en 2004
el primer brote nosocomial en Australia, que involucré a varias especies de
bacterias gramnegativas que compartian un mismo plasmido portador de blajwp-4
(96). Més hacia occidente, en 2003 se aisl6 el primer caso de IMP-1 en una cepa
de K. pneumoniae en Turquia (97) y en 2009 la primera cepa de K. pneumoniae
productora de IMP-4 en Estados Unidos (98). Hasta esa fecha no se habia

descrito ningun caso en Espafa.
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2.4 Aspectos no aclarados

En este trabajo describimos un brote clonal producido por una cepa de K.
oxytoca multirresistente caracterizada anteriormente como la primera de la familia
Enterobacteriaceae productora de la carbapenemasa IMP-8 en Espafia (99), que
ademas era hiperproductora de OXY (denominaremos a esta cepa como KOXjyp-
g). En el contexto de este brote se realizd este proyecto de investigacion con el
objetivo de avanzar en el conocimiento de varios aspectos de los detallados

anteriormente en esta introduccion:

2.4.1 Brotes nosocomiales

Los brotes nosocomiales por Klebsiella spp. ocurren habitualmente en
unidades de cuidados intensivos (UCI) (5), estan asociados a una significativa
mortalidad (100) y son generalmente de naturaleza clonal (101-104). No obstante,
también se han descrito brotes causados por distintos clones de la misma especie
0 incluso por distintas especies que comparten el mismo plasmido epidémico

(105, 106).

Existen una serie de medidas establecidas para enfrentarse a estos
brotes (107). Desgraciadamente, éstas no bastan en muchas ocasiones para
controlar adecuadamente el problema, de manera que los brotes se prolongan a
lo largo del tiempo e incluso se diseminan desde unos dispositivos asistenciales a

otros (104, 108). Uno de los problemas de la falta de efectividad de las medidas

36



Brote nosocomial por Klebsiella oxytoca productora de IMP-8 Introduccion

es la necesidad de mayor informacién sobre aspectos de la epidemiologia clinica
de estos brotes. Concretamente, los factores de riesgo de colonizacion en el
contexto de brotes en los que los individuos colonizados constituyen el principal
reservorio de la bacteria (que es lo mas frecuente), no estan adecuadamente
establecidos. Los mas conocidos parecen ser las enfermedades de base, la
gravedad de la enfermedad que el paciente esté sufriendo en ese momento o los
procedimientos diagndésticos o terapéuticos agresivos (100, 109-114). No
obstante, la frecuente falta de informacion especifica dificulta la interpretacion de
los datos del brote, incluyendo la adecuada caracterizacion epidemioldgica
(situacidon de epidemia o endemia, reservorios, mecanismos de transmision, etc.).
Otros aspectos importantes no dilucidados son la importancia del tiempo en riesgo
o la influencia de la presion de colonizacion (113). Y por supuesto, la importancia
de la exposicion previa a antimicrobianos también es un asunto pendiente de

establecer adecuadamente (100, 111, 113, 115-118).

Por otro lado, la literatura médica no ha prestado excesiva atencion a la
potencial importancia de los reservorios ambientales dentro de la complejidad
epidemiologica de estos brotes, probablemente debido a que se les ha
considerado tradicionalmente mucho menos importantes en comparacion con el
reservorio humano constituido por los pacientes infectados y/o colonizados (103-

105).
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2.4.2 Tratamiento

Otra de las grandes necesidades es mejorar el conocimiento sobre el
tratamiento 6ptimo de las infecciones producidas por bacterias resistentes a

carbapenémicos (119).

Los datos recientes sugieren que la terapia combinada puede ser superior
a la monoterapia (120). La razén principal es la evidencia experimental y clinica
de que la monoterapia puede estar asociada a peores resultados clinicos (120,
121) o a no prevenir el desarrollo de resistencia durante el tratamiento (122). Sin
embargo, el efecto de las distintas combinaciones sobre bacterias vy
carbapenemasas especificas no esta dilucidado (123). Es por ello que cualquier
dato en relacion a terapia combinada, especialmente sobre cepas especificas,

tiene un valor importante.

El papel especifico de cada antimicrobiano tampoco es bien conocido.
Los propios carbapenémicos son objeto de gran controversia debido a que un
importante numero de cepas de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas,
especialmente MBL, presentan valores de concentracion minima inhibitoria (CMI)
de carbapenémicos relativamente bajos, incluso a veces dentro del rango de lo
sensible de acuerdo a los puntos de corte de sensibilidad actuales (124), lo que
podria permitir su uso en el tratamiento. No obstante, los datos clinicos son
contradictorios y limitados casi exclusivamente a cepas de K. pneumoniae

productoras de KPC o VIM (89).
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Otro grupo de antimicrobianos de eficacia controvertida son los
aminoglucosidos, cuya importancia radica en que pueden permanecer activos
frente a muchas cepas multirresistentes productoras de carbapenemasas (89). La
principal fuente de controversia radica en su uso en infecciones distintas a las del
tracto urinario, donde tradicionalmente se han considerado antimicrobianos

inferiores a los B-lactamicos y quinolonas (125).

Por dltimo, la fosfomicina es un antibiotico activo frente a muchas cepas
multirresistentes cuyo principal inconveniente es el riesgo de que se desarrollen
resistencias durante el tratamiento en monoterapia (126). La experiencia clinica
con este antibidtico es muy limitada. Pese a ello, su potencial papel en terapia
combinada con otros antimicrobianos es una opcion muy prometedora que hay

gue dilucidar.
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ORIGINAL ARTICLE EPIDEMIOLOGY

Woastewater drainage system as an occult reservoir in a protracted clonal
outbreak due to metallo-f-lactamase-producing Klebsiella oxytoca

S. Vergara-Lopez', M. C. Dominguez?®, M. C. Conejo’, A. Pascual™ and ]. Rodriguez-Bano™®

I} Internal Medicine Serice, Hospital La Merced, 2) Laboratory of Microbiology, Hospital Lo Merced, Osuna, Seville, 3) Department of Microbiology, University of
Seville, 4) infectious Diseases and Clinical Microbiofogy Unit, University Hospital Virgen Macaorena and 5) Department of Medicine,

University of Sevile, Seville, Spain

Abstract

We describe the epidemiclogy of a protracted nosocomial clonal outbreak due to mulddrug-resisant IMP-8 producing Klebsiella oxytoca
(MDRKQ) that was finally eradicated by removing an environmental reservoir. The outbreak occurred in the ICU of a Spanish hospital from
March 2009 to November 201 | and evolved over four waves. Forty-two patients were affected. First basic (active surveillance, contact
precautions and reinforcement of surface cleaning) and later additional control measures (nurse cohorting and es@mblishment of 2 minimum
patient/nurse ratio) were implemented. Screening of ICU saff was repeatedly negative. Initial environmental cultures, including dry surfaces,
were also negative. The above measures temporarily controlled cross-transmission but failed to eradicate the epidemic MDRKO strain that
reappeared two weeks after the last colonized patients in waves 2 and 3 had been discharged. Therefore, an occult environmental reservoir
was suspected. Samples from the drainpipes and traps of a sink were positive; removal of the sink reduced the rate number but did not stop
new cases that clustered in a cubicle whose horizontal drainage system was connected with the eliminated sink. The elimination of the
horizontal drainage system finally eradicated the outbreak. In conclusion, damp environmental reservoirs (mainly sink drains, traps and the
horizontal drainage system) could exphlin why standard cross-transmission control measures failed to control the outbrealk; such reservoirs

should be considered even when environmental cultres of surfaces are negative.
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control measures [9] is often not enough to fully control the
Corresponding author: |. Redriguez-Bano, Infectious Diseases and

Clinical Microbiology Uni, Hospital Universitario Virgen M outbreaks, so that many evolve over long periods of time or
Avda Dr. Fedriani 3, Sevilla 41009, Spain even spread to other healthcare centre [6,10]. Specifically, the
E-mail: jesusrb@us.es medical literature has not drawn enough attention to the

potential importance of environmental reservoirs during
complex outbreaks, because they have been considered less
important than the reservoir formed by colonized patients
[5.71

We report a prolonged clonal outbreak of nosocomial

Introduction

Outbreaks caused by multidrug-resistant (MDR) Kiebsiella spp. infection due to a multidrug-resisant strain of Klebsiella oxytoca
are a growing worldwide problem. Such outbreaks occur mare (MDRKQ), which was previously characterized as the first
frequently (but not exclusively) in intensive care units (ICUs) IMP-8-producing Enterobacteriaceae in Spain [1 1], with the aim
[1], have been associated with significant mortality [2] and are of describing its epidemiological features and the control
usually clonal [3-6], although different clones or species measures implemented; we emphasize our finding that iden-
sharing epidemic plasmids have also been described [7,8]. Most tifying and isolating an environmental reservair was key for the
importandy, the implementation of recommended infection eradication of this outbreak.

@3013 The Authors
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Materials and Methods

We followed the recommendations of the ORION statement
for reporting outbreaks [12].

Setting

The study was conducted in La Merced Hospital, a 240-bed
community public centre in Osuna, Seville (Spain). The
hospital has an eight-bed medical and surgical ICU (with
three additional beds in an adjoining room to be occupied
if necessary), which receives ~350 admissions annually.
The structure of the ICU is shown in Fig. I. The water
supply and wastewater removal system comprised 11 sinks
(labelled S1 to SII in Fig I); each sink drained into
a wastepipe (W), labelled according to the number of
the sink, except for: 56 and 57, which shared the same
drainpipe and, together with 55, drained into WW5; 58 and
59, which drained into W7, and 510 and S11, which drained
into V8.

Patients

The investigation included all 42 patients colonized or infected
by the epidemic strain of MDRK.O over the outbreak, which
evolved over four waves (Fig. 2). The index case was detected
in March 200% and the last case in November 201 1. Patients
with MDRK.O were considered to be infected if presenting
with signs of active infection considered to have been caused
by MDRKQ, according to CDC criteria [I3], and colonized
otherwise.

&

Cubicle 4

FIG. I. Plan of the ICU. Grey square:
sink. Grey circle: wastepipe. Discontinous

line: drainpipe. S: sink. W: wastepipe.

Cubicle 6

Cubicle 3

Patients, environmental and healthcare staff studies, and
actions taken

Befare the onset of the outbreak, all patients with =1 month
stay in the ICU underwent active screening by rectal and
pharyngeal swabbing for colonization with multidrug-resistant
Gram negative bacteria. As described below, an active
screening protocol including weekly and discharge rectal and
pharyngeal swabbing (or tracheal aspirate if under mechanical
ventilation) was started when the outbreak was detected.

During the outbreak, six main environmental investigations
were carried out (Fig. 2 and Table 1). The earlier ones focused
on dry surfaces, while later investigations tended to concen-
trate on surfaces surrounding the patients and damp environ-
ments. The methodology used is described in detail below.

The control measures undertaken during the outbreak are
described in the Results section (the environmental measures
are summarised in Table 1). An additional routine intervention
carried out once a year, the Prevention and Control of Legionella
Infection Protocol (PCLIP), which was non-specifically imple-
mented because of this outbreak, is described here because of
its potential impact on the evolution of the outbreak. The PCLIP
is applied once a year to treat water supply networks of all
Spanish hospitals. In our centre, this is performed by hyper-
chlorination of the main water tank for 3 h with free residual
chlorine (20-30 mg/L) and hyperchlorination of the terminal
points (1-2 mg/L) for 2 h.

As regards healthcare workers, ICU staff were screened
twice during the outbreak (Fig. 2): in wave |, a pharyngeal
swab was collected, and in wave 3, pharyngeal and rectal swabs
were collected.

| ===

Uity Fooem
cut 7 Cubicle 8
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Cubicle 2 Cubicle 1
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FIG. 2. Synoptic curve of patients colonized and/or infected due to multidrug-resistant Klebsiela oxytoca and control measures. ES (in red):

environmental study. SS (in green): staff study. PCLIP (in blue): Prevention and Control of Legionella Infection Protocol. Discontinuous purple arrow:

basic cross-transmission control measures. Continuous orange arrow: additional cross-transmission control measures. Circle with cross: admission

date of patient. Open circle: discharge date of case. Black cirde: date of death of case patient. Grey square: date of first isolation of MDRKO.

Discontinous line: ICU stay. Black square: positive environmental culture. White square: negative environmental culture.

Antimicrobial therapy consumption

With the purpose of investigating the consumption of the main
group of antibiotics in the ICU, they were grouped as follows:
third-generation cephalosporins (ceftriaxone, cefotaxime and
ceftazidime); fourth-generation cephalosporins (cefepime);
fosfomycin; piperacillin/tazobactam; carbapenems (imipenem);
glycopeptides (vancomycin); aminoglycosides (amikacin, tob-
ramycin and gentamicin); tgecycline; and fluoroquinolones
(ciprofloxacin and levofloxacin). Consumption was measured
using defined daily doses (DDD) [14] per 100 patient-days.

Microbiological studies
All MDRKO isolates (i. e. isolates showing resistance to

carbapenems) obtained from clinical, surveillance and/or

@2013 The Authors

environmental samples were studied. Screening samples were
seeded onto MacConkey agar plates (Difco, Detroit, MI, USA)
and chromID ESBL (BioMérieux, Marcy L'Etoile, France). From
September 2010, environmental samples were also cultured in
thioglycolate broth (Difco). Identification and susceptibility
testing was carried out first with an automated system
(MicroScan™; Siemens Healthcare Diagnostics, West Sacra-
mento, CA, USA). The characterization of the first nine
outbreak isolates, obtained between March and August 2009,
was previously reported [I1]. In summary, the isolates showed
intermediate susceptibility or resistance to all f-lactams tested
(the MICs of imipenem, ertapenem and meropenem were
2 mg/L, 1-2 mg/L and 0.5-1 mg/L, respectively), and resis-
tance to ciprofloxacin, trimethoprim-sulpamethoxazole and

Clinical Microbiology and Infection ©2013 European Sodety of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 19, E490-E498
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TABLE |I. Summary of environmental studies and actions

Environmental

study ‘Wave monthfyear Areas investigated Result Actions

I I April2009 Medical equipment, medical ventilators, Megatve MNaone
oxygen and air vents in walls, Bucets and
fibreaptic bronchoscope.

2 2 Movember/2009 Enteral idon preparat |eph MNegatve Naone
monitors, portable medical ventlators,
elecrrocardiographs and pormble
X-ray equipment.

3 3 September/20 10 Environment surrcunding a patent, including MBLKO isolated from a On 10 Seprember 20 10, all
lingtrument cases, mbles, chairs, moniors wrinary catheter and 3 stethoscopes were investigated.
and all sink basins. stethosoope around a case. Maone showed 2 itive culture

4 3 February/201 | All sink drainpipes and traps MBLKO isolated from On 25 February 2011, 56 and i

56 drainpipes and trap drainage system were permanenty
removed Drainage system of
5T was replaced

5 3 April'2011 Several surfaces of cubide 5, the storage Megatve MNaone
area where 56 had been insmlled, all
sink traps and main wastepipes

] 4 October/20 11 55 from faucets, basin, overflow Megatve 55 and 57 drainpipes connected

and drainage grille, drainpipes and traps)

to W4 Installarion of shutoff
wvalves in the drainpipe of every
sink to earry out biweekly chemical
cleaning with Biguanid™

55-6-7: sink numbers 5-5-7 in Fgure |. YWd: wastepipe 4 in Figure |.
’Nm@mmﬂ study was negative, 3 secondary i

tobramycin; only fosfomycin, colistin and amikacin were active.
The isolates were closely related by pulsed-field gel electro-
phoresis (PFGE), and were IMP-8 metallo-fi-lactamase pro-
ducers and chromosomal OXY fi-lacamase hyperproducers
[11]. K oxytoca isolated after August 2009 was considered as
belonging to the outbreak clone if it shared the same
susceptibility profile; PFGE was also performed on selected
isolates, including all environmental ones, for confirmation.
Additionally, the susceptbility profiles of all K oxytoca clinical
isolates between February 2008 and February 2009 were
retrospectively investigated.

Statistical analysis

Categorical variables are expressed as percentages and
continuous variables as medians (interquartile range, IQR).
We performed a chi-square test for trend for the incidence
density of colonizationfinfection by the epidemic strain and for
the percentage of cases detected by means of a rectal swab.
The Kruskal-Wallis test was used to analyse the time between
admission and acquisition of MDRKO, over the first three
waves of the outbreak. Wave 4 was not included in the
comparisons because of the low number of cases that
occurred in this last wave. We also studied the trend in
antimicrobial consumption before, during and after the
outbreak. Epi info version 3.5.1 was used.

Results

Owerall, 42 (6.4%) of the 660 patients admitted to the ICU
during the outbreak period were colonized/infected by

focus wis suspected and it was decided o implement these measures (see test).

MDRKO (Fig. 2); of these, 14 (33.3%) developed an infection
(Table 2). The crude mortality of colonized/infected patients
was 44%. The outbreak evolved in four waves (Fig. 2 and
Table 2): from March to May 2009 (nine cases), from
September 2009 to April 2010 (17 cases), from September
2010 to April 2011 (12 cases), and from September to
Movember 2011 (four cases). The incidence density of
colonizationfinfecion due to MDRKO decreased during
successive waves from 1.91 (wave 1) to 1.24 (wave 2) and
0.82 (wave 3) cases per 100 patient-days. The percentage of
cases that were detected by means of a rectal swab increased
from 55.5% in wave | to 88.2% in wave 2 and 83.3% in wave 3
(p 0.02). The average time between admission and acquisition
of MDRKO was 8 days (IQR, 6-37), 16 days (12-27) and 14
days (9—40) in waves |, 2, and 3, respectively (p 0.22).

K. oxytoca isolates before the onset of the outbreak

The bimonthly average number of K. oxytoca isolated in the
whole hospital during 2008 was 2.08 cases, but during
January—February 2009, just before the outbreak started,
eight K oxytoca strains were isolated from different patients.
Of these, three were isolated from ICU patents; one of
them, isolated from a patient who was admitted to the ICU
from 10 December 2008 to 5 February 2009, was an
ESBL-producer but was fully susceptible to carbapenems.
These isolates were not available for further microbiological
studies.

Antimicrobial consumption
As shown in Fig. 3, the use of fluoroquinolones, fosfomycin
and aminoglycosides significantly increased after the onset of

©20 13 The Auchors
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TABLE 2. Main characteristics of the patients colonized and/or infected due to multidrug-resistant Klebsiella oxytoca

Type of Date sample Type of Pattermn of Discharge
Case numberiwave ‘Cubicle SexiAge (m hidayly sample acquisition status
e 8 Mi53 Medical 0371309 TA Codlonizadon Alive
il 7 Mige Medical 0371 609 TA Infection (VAM) Diead
kTl 5 Mi75 Medical 0371 8109 TAIRS Colonizadon Deead
41" I Mi75 Surgical 03/24/09 RS Colonizadon Dread
5t 5 Mi37 Medical 040409 TA Infection (VAM) Dread
e 3 Mi42 Medical D4/05/09 TA Codlonizadon Alive
m* 3 Mi45 Medical 05/04/09 TA/RS Colonizadon Alive
a" 6 MiB0 Medical 05710009 Ps Colonizadon Alive
@* & Mi62 Medical 0520009 RS ‘Colonizadon Alive
o2 7 M79 Surgical 007109 B Infection (bacteraemia) Dread
1 8 Mi47 Medical 0929109 TA Codlonizaton Deead
1272 7 Mis3 Medical 1002109 TA/RS Infection (VAM) Alive
1372 -l Mig3 Medical 1VOE/D9 RS ‘Colonizadon Dread
1412 5 Fi78 Medical V| 5009 TA/RS Colonizadon Dread
152 L] Fi7l Medical 127109 RS Codlonizadon Alive
162 I Fidl Medical 11103109 RS Colonizadon Alive
1772 5 Mis7 Medical Iooe TA/RS Infection (VAM) Alive
182 -l Mi77 Medical 111709 TARS/U Urine tract infecton Dread
1912 B Fi79 Surgical 1117009 RS Codlonizadon Dread
202 B8 Fi52 Medical 1240209 TA/RS/B Infection (bacteraemia) Alive
212 B8 F/B0 Medical 12403/09 TA/RS/B Infection (bacteraemia) Dread
iyl I Fis0 Medical 121 6009 TA/RS/B Infection (bacteraemia) Dread
3 2 Fiel Medical 01726010 RS Colonizadon Alive
2472 3 Mi74 Surgical 03703710 RS Colonizaton Alive
252 5 Fig2 Medical o1e10 RS Colonizadon Dread
26/2 & Fige Medical D420/ 10 RS ‘Colonizadon Alive
773 4 Fi80 Medical 0901710 AS Colonizaton Alive
283 4 Fi7e Medical 0823110 TA Infection (VAM) Diead
2973 [ Mi58 Surgical 0827110 RS Colonizadon Alive
3 I Mi75 Medical 10006/ 10 RS Colonizadon Alive
313 2 Mi79 Medical 126/ 10 RS Colonizadon Alive
323 I Fi59 Medical 12109/ 10 RS Codlonizadon Deead
3313 5 MieB Medical ol TA/RS Infection (VAM) Deead
43 I M47 Medical oo RS Colonizadon Alive
353 2 Fie2 Medical Q0N TA/RS Infection (VAM) Dread
363 7 MI70 Medical oA RS Colonizadon Alive
73 5 MI57 Medical 01511 RS Colonizaton Diead
383 5 Mi76 Medical o419 RS Colonizadon Alive
34 5 FiTe Medical 090311 Ascites Infection (peritonids) Alive
404 3 Fie9 Medical o211 TA Colonizaton Alive
41/4 7 Fie3 Medical o231 TA/RS Colonizaton Alive
424 MNA MieB Surgical 1104111 B Infection (bacteraemia) Alive

M, man; F, female; TA, tracheal aspirate; RS, rectal swal; PS, pharyngeal swab: B, blood culture; U, urine culture; AS, axilla swab; VAN, ventilator-associated pneumoniz NA, not
applicable.
*Previously published dama [I 1].

50
45
%0 -
B - Carbapenems
- B Aminoglycosides
- S FIG. 3. Consumption of antimicrobial
§ 5 - i before, during and after the outbreak in the
i 20 r B 3¢ Cophatosporine intensive care unit, Hospital La Merced,
g & Caphalosporine Osuna, Seville, Spain. DDD: defined daily
" I Glycopeptides. dose. *p <0.05. Aminoglycosides: amikacin,
100" ] /// a Piperacilinftazobactam tobramyein and gentamycin. Carbapenems:
H Tigecyciine imipenem. Flusroquinclones: ciprofloxacin
. = andlevofloxacin. Third-generation cephalo-
o m— s n sporins: ceftriaxene, cefotaxime and ce fraz-
2008 2009 2010-2011 idime. Fourth-generation cephalesporins:
Year cefepime. Glycopeptides: vancomycin.
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the outbreak (the latter two were used to treat some patients
infected with MDRKO). In contrast, the use of third-gener-
ation cephalosporins decreased. During the outbreak there
was a non-significant reduction in the consumption of carba-
penems and a non-significant increase in the consumption of
piperacillin-tazobatam and tigecycline.

Description of the outbreak and control measures

Wave I. On 19 March 2009, two MDRKQO strains were
isolated from the clinical samples of two patients admited to
adjacent ICU cubicles (7 and 8). Immediately, an infection
control task force was formed. The basic control measures
undertaken, which were repeated during later waves (Fig. 2),
included: (i) active screening of all patients admitted to the
ICU; (i) contact precautions in individual cubicles for colo-
nizedf/infected patients; (iii) reinforcement of standard
cross-transmission control measures; (iv) periodic educational
sessions; and (v) implementation of twice daily thorough
cleaning. All surfaces except medical devices were cleaned with
bleach (1:10 dilution of 5.25% sodium hypochlorite). Medical
devices were cleaned with B|'guzm|'d°'g (first generation quater-
nary ammanium) at |.6%. These disinfectants were tested in
vitro at the used concentrations and showed inhibition of
MDRKO growth (data not shown). The first nine isolates were
submitted to a reference laboratory (Hospital Universitario
Wirgen Macarena, Seville) and the clonal nature of the outbreak
was shown [11]. All screening samples aken from staff (S51)
and the environment (ES|) were negative (Fig. 2). The PCLIP
was carried out in the hospital on 5 June. In July 2009, the last
MDRK O-colonized patient still remaining in the ICU in this
wave was transferred to another hospital; as no new cases had
been detected by then, the outbreak was thought to have been
eradicated.

Wave 2. In late August 2009, the last affected patient of wave |
was readmiced to the ICU. Although contact precautions
were implemented from admission, MDRKO was isolated
from the blood culture of another patient in early September,
and cross-transmission from the previous patients was
suspected. All basic measures were immediately reactivated,;
however, new cases emerged. In MNovember 2009, expert
external advisors from the Hospital Universitario Virgen
Macarena recommended ‘additional measures’ that were
implemented, including: nurse cohorting; establishment of
minimum nurse/patient and auxiliary/patent rados of 1:2 and
1:2.5, respectively; review of the clean/dirty circuit; and
reviewing the use of broad spectrum antibiotics. A second
environmental study (ES2) was performed, with negative
results. In April 2010, the last case in this wave was detected.
The ICU and the adjoining room were |eft empty, walls were

painted, medications removed and fomites (medication vials,
gloves and containers) eliminated. On 4 June 2010, the annual
PCLIF was carried out in the hospital. The outbreak was again
considered to be over.

Wave 3. In late August 2010, after 4 months with no cases,
MDRKO was again isolated from the clinical sample of a
patient who had been admitted for only 4 days. It was noticed
thata patient, who was then in the Intemal Medicine ward, had
previously spent a lengthy period in the |CU; this patient was
screened and detected as colonized, and thus was considered
the probable index case for the third wave. All basic and
additional measures were again implemented. ICU s@aff were
screened again (552) and all cultures were negative. During the
third environmental study (ES3), a urinary catheter removed
from a colonized patient and a stethoscope used with that
patient yielded MDRKO. Because in February 2011 the
outbreak was still out of control, a fourth environmental
study (ES4), which included sinks drainpipes and traps, was
carried out. Only samples from S6 were positive, showing
countless colonies of MDRK.O that were cultured from every
pipe, trap and drainage grille sample taken; samples from the
faucet or overflow grille were negative. Samples from the pipe
connecting 56 and 57 were also positive. On 25 February 201 1,
56 and is drain system were permanently removed and the
drain system of 57 was replaced. However, another two
patients admitted to adjacent cubicle 5 acquired MDRKO in
March and April 2011 (18 and 53 days after the environmental
intervention). A fifth environmental study (ES5) was carried
out, including surfaces in cubicle 5, the adjacent storage area
where 56 used to be and all the sink traps and main wastepipes
of the unit (Table 1). The 18 samples taken were negative. Mo
new cases emerged in the following months. On 17 June 201 1,
the annual PCLIP was performed and the outbreak was once
again considered eradicated.

Wave 4 On 3 September 2011, MDRKO was again isolated
from the clinical sample of a patient admitted to cubicle 5. All
patients admitted were screened again; two further colonized
cases were detected. A sixth environmental study (ES6) was
undertaken, involving |1 samples taken from 55 (faucets,
surfaces, overflow hole, drainage grilles, drainpipes and trap);
all were negative for MDRKO. In spite of that and because of
the high suspicion of a hidden reservoir, in October 2011 the
infection-control task force decided to isolate W5, which 55
and 57 still drained into. Thus, the complete horizontal
drainage system of 55 and S7 was replaced and connected up
to W4, Shut-off valves were also installed to each sink drainage
system. Since then, a disinfecdon of the drainage system is
performed twice a week using Biguanid” at 1.6% for 30 min

©2013 The Authors
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(through closing the valves), followed by opening the valves
and running hot water (70°C) for 5 min. On 4 Movember
2011, MDRKO was isolated from blood cultures in a patient
admitted to the surgical ward. This patient and the index case
for wave 4 who was discharged from the ICU on 25
September 2011, shared healthcare staff in the surgical ward;
therefore it was assumed that he had acquired MDRK.O during
his sy in the surgical ward. Three and 6 months after the end
of the outbreak, unannounced transversal screening studies of
both patients and the environment were carried out, and were
negative. Screening of patients with a = | month ICU stay was
resumed. No new strains of K. oxytoca have been detected in
the hospital, as of April 2013.

Concerning the isolates not included in the earlier report
[11], their susceptibility profiles were identical to the previous
ones. blamp.g was detected by PCR in all 17 isolates from wave
2, and they all showed an identical PFGE profile two the
epidemic strain from the first wave. Selected isolates from
waves 3 and 4 and all the environmental samples were studied
for the presence of blap.g and molecular relatedness by PFGE
profile. Every strain studied carried blapp.g and they showed
the same PFGE profile as previous isolates.

Discussion

We described one of the most prolonged nosocomial
outbreaks due to carbapenemase-producing Klebsielln spp.,
which was eradicated, that to our knowledge has been
described to date [1,3-8,15-18]. Since the outbreak was due
to a clonal strain in a small unit that rarely admits patents from
other centres, it represented an excellent model for evaluating
the complex evolving nature of its epidemiology. Our results
show that control measures aimed at preventing cross-trans-
mission were partally effective but were unable to definitively
eradicate the outbreak strain; this, together with the epide-
miclogical data, strongly suggests the key role of an environ-
mental reservoir, at least during the later waves of the
outbreak.

The outbreak strain was previously characterized as the
first IMP-8-producing Enterobacteriaceae in Spain [11]. We do
not know how the carbapenemase gene entered the hospial.
Because the number of non-MDR K. oxytoco isolates dramat-
ically increased just before the outbreak, it may be hypothe-
sized that the epidemic clone was spreading before acquiring
the IMP-8 gene, which probably increased the chances of
spreading in the context of high antibiotic use; unfortunately,
K. oxytoca strains isolated before the outbreak were not
available for typing. This hypothesis follows the theory that
spread of ‘susceptible’ (or not MDR) clones may sometimes be

@2013 The Authors

the first stage of outbreaks caused by MDR bacteria if such
clones eventually acquire MDR genes [19]. We also hypoth-
esize that the gene codifying for the IMP-8 was introduced into
the ICU by a colonized patient.

Colonized patients are the most important reservoir and
patient-to-patient cross-transmission is considered to be the
main mechanism of spread in outbreaks of nosocomial
infection caused by multddrug-resistant Enterobacteriaceae [9].
However, it is recognized that standard infection control
measures are frequently not enough to eradicate outbreaks
[4,6,20]. In our case, basic control measures faled and
additional measures including nurse cohorting (which was
effective in other similar outbreaks [4,6]) had to be imple-
mented. Nevertheless, the epidemic strain was not eradicated
and the last waves occurred long after the last colonized
patients from previous waves had been discharged. This
previously observed phenomenon [3,20] may raise the suspi-
cion of an unrecognized human or environmental reservoir
that enabled the outbreak strain to survive in spite of the
preventive measures to stop cross-transmission. Nevertheless,
staff and patient surveillance studies did not identify any human
long-term carrier.

Identifying potential environmental reservoirs has often
been neglected, so that few authors to date have reported
environmental studies when describing earlier outbreaks
[1,3,4,6]. There are no standardized recommendations about
when, where and how environmental sampling should be
performed. Many of the environmental studies reported have
in fact usually been carried out on dry surfaces [6].
MDR-resistant Klebsiella pneumoniae has been recovered from
beds and various medical devices [1,6] and even from
contaminated roll boards [l16]. K oxytoca has also been
recovered from wentilator surface cultures [21]. We also
found the MDRK.O outbreak strain on medical instruments in
the vicinity of an affected patient. However, all isolates taken
from dry surfaces could merely reflect breaks in standard
control measures. A stable reservoir could also be established
ina moist environment where sui@ble conditions might favour
the formation of microbial biofilms [20-24]. We found an
environmental reservoir of this kind in the trap and pipes of 56
during wave 3 (Figs | and 2). Because of the results of
environmental cultures and the association of the cases during
that wave with cubicle 5, we think that a change in the
epidemiology of the outbreak occurred, evolving from a
predominantly patient-related reservoir during the first wave
(although we cannot discard water drain system involvement)
to an environmental one.

Importantly, contaminated sinks and drainage systems are
becoming more frequently identified as relevant reservoirs of
MDR. Gram-negative bacteria, including Acinetobacter baumannii

Clini cal Micr obiclogy and Infection ©32013 Buropean Sodety of Clinical Microbiology and Infecious Disesces, CMI, 19, E490-E498
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[23], Pseudomonas aeruginosa [24] and recendy also ESBL-pro-
ducing K. oxytoca [20]. Contaminated water (i.e. used for staff
hand washing, hygiene of patents or washing devices) is
drained through the sinks; biofilm-forming bacteria may form
stable reservoirs in the waste pipes and even in the semi-hor-
izonal drain pipes if they are not inclined enough or are
partially blocked. Water splashing from the faucets creates an
aerosol effect from the sink’s drain, which may later contam-
inate the basin and surrounding surfaces [23,24]. In our
outbreak, removing the 56 and 57 drainage system failed to
completely eradicate the outbreak strain; even though we had
eliminated the Sé reservoir, 55 remained connected to the S6
pipe and to W5 (Fig. 1), and new cases occurred in cubicle 5. It
was only when the horizontal drainage system to 55 was
removed and S5 and 57 were connected to W4 that the
outbreak was finally brought under control. We think that 55
was also a reservoir that could not be detected.

Finally, an unintended action may have played an important
role in the epidemiology of the outbreak. In the first three
waves, the emergence of new cases was stopped, coinciding
with the application of the PCLIP, only to remerge a few
months later (Fig. 2). This would suggest that the PCLIP may
have had a significant but not decisive impact on the
contaminated drainage systems, perhaps because it was unable
to completely eradicate the bacterial biofilms. Chemical
disinfecion of the drainage system has been previously
reported to have had little impact on the bacterial burden in
attempts to solve similar problems [20,24].

In conclusion, the epidemiology of outbreaks due to
carbapenemase-producing Enterobacteriocece may be complex
and evolving, even when the main reservoirs are formed by
colonized patients, and cross-transmission is the principal
means of their spread, alternative reservoirs should be
suspected if stricdy applied traditional control measures are
not efficacious. In these circumstances, a wet environmental
reservoir (mainly the drain, trap and herizontal drainage
system of a sink) should be considered. Finally, initiatives
standardizing environmental investigations in healthcare set-
tings should be encouraged.
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Background: Qutbreaks of nosocomial infection due to carbapenem-resistant Entero-
bacteriaceae (CRE), mostly Klebsiella spp., have become a worldwide phenomenon.
Aim: To investigate the risk factors for the acquisition of clonal multidrug-resistant
Klebsiella oxytoca (MDRKD) producing the metallo-flactamase MP-B and hyper-
producing chromosomal OKY-2 f-lactamase during a well-characterized outbreak, and to
describe the clinical features of infections due to MDRKO.

Methods: A four-wave outbreak due to MDRKO occurred in the intensive care unit of a
Spanish hospital between 2009 and 2011. The risk factors for acquisition of MDRKO during
waves 1 and 2 (in which colonized patients served as the main reservoir for the epidemic
strain) were analysed using a case—control study by Cox regression and logistic regression
analysis. Clinical data and treatments of patients infected with MDRKO were also
analysed.

Findings: For the study of risk factors, 26 cases and 45 controls were studied. None of the
variables studied in the Cox regression analysis showed an association with MDRKD
acquisition; time at risk was the only associated variable by logistic regression analysis.
Colonization pressure was not associated with earlier acguisition. Overall, 14 patients
were infected with MDRKO; ventilator-associated pneumonia (seven patients) was the
maost frequent type of infection. Monotherapy tended to be associated with higher mor-
tality than combination therapy [60% (3/5) vs 16.6% (1/6); P= 0.07].

Conclusions: Time at risk was the most signfficant risk determinant for the acquisition of
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) in this epidemiological context and
should be included in any study of risk factors for the acquisition of multidrug-resistant
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bacteria. Combination therapy may be superior to monotherapy for the treatment of CRE
infections.
& 2014 The Healthcare Infection Society. PublEbhed by Elsevier Ltd. All rights reserved.
Introduction Study design and patients

Qutbreaks of nosocomial infection due to carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae (CRE), mainly due to Klebsiella
spp., have become a seriows emerging problem worldwide, '
Recently, we described one of these nosocomial outbreaks
due to the first strain of multidrug- resistant Klebsiella oxytoca
(MDRKD) in Spain to produce the metallo-fB-lactamase IMP-B
and hyperproduce the chromosomal OXY-2 Polactamase ™
Metallo-f-lactamases belong to class B B-lactamases of
Ambler molecular classification and to group 3 according to
functional Bush classification.*® They are characterized by
requiring zinc to inactivate all B-lactams except aztreonam,
and by non-susceptibility to therapeutic f-lactamase in-
hibitors. As usual, blage.s was carried on a plasmid together
with ather genes of resistance to fluoroguinolones and amino-
glycosides. Also, the hyperproduction of the chromosomal class
A OXY P-lactamase, able to inactivate cephalosporins and
mmab:ctarrs, resulted in the multidrug-resstant profile of the
strain.

To help decide what measures should be taken to control
such outbreaks, more information about their clinical epide-
miology is needed. Specifically, knowledge of the risk factors
associated with CRE acquisition during outbreaks, when colo-
nized patients are the main reservoir, has not been fully
elucidated. The most frequently described factors include
underlying diseases, poor functional status, severity af illness
and invasive procedures.” ¥ However, the lack of backeground
information frequently jeopardizes the proper interpretation
of the data, including an appropriate epidemiological charac-
terization joutbreak or endemic setting, reservoirs), the role of
time at risk, or the influence of colonization pressure. ™ The
importance of previous exposure to antibiotics s also
mntmmal_&.m.ﬁ.ﬂ 17

Another unresolved subject concerns the optimal treatment
for infections caused by CRE.'® Recent data suggest that
combination therapy is superior to monotherapy although data
about the utility of carbapenems, aminog lycosides and fosfo-
mycin remain scarce, '

We investigated the risk factors for the acquisition of
MDRKOD. We also described the clinical features, treatment and
prognosis of patients who suffered infections due to the
outbreak strain.

Methaods

Setting

Thisstudy was conducted in the intensive care unit {(ICU) of
La Merced Hospital, a 240-bed community public hospital in
Osuna, Seville, Spain. From March 2009 to November 2011, a
four-wave nosocomial outbreak occurred, caused by an MDRKO
strain; the outbreak was finally eradicated '

53

First, a case—control study was conducted during the first
two waves of the outbreak (March 2009 to June 2010). Despite
ntemsive investigation, no environmental source was found
during these two waves and healthcare workers were not found
to be colonized.*' Colonized finfected patients were therefore
considered to be the main reservoir, with cross-transmission as
the principal means of spread. The last two waves were not
ncluded in this study becawse they were linked to an envir-
onmental reservoir. ™'

A case was defined as a patient admitted to the ICU and
detected as colonized or infected with MDRKO during the study
period. For each case, two control patients were randomly
chosen from amorg those admitted to the ICU =3 days of the
corresponding case admission date; only patients admitted to
the ICU for at least 48h and who had undergone active sur-
veillance were eligible as contrals.

Second, a prospective cohort study of all patients consid-
ered to be infected by MDRKO at amy time during the entire
outbreak (that is, the four waves from March 2009 to Hovember
2011) was performed. Patients were followed for 30 days.

Definitions and varigbles

Patients with MDRKO were corsidered to be infected on the
basis of clinical and microbiological data, following Centers for
Disease Contral and Prevention (CDC) criteria ™

The following data were collected from all patients: sex,
age, ward of origin, cubicle of admission in ICU, comarbidities
and severity of illness according to the McCabe score and the
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation |l (APACHE 1)
classification system, invasive procedures, time at risk, colo-
mization pressure, antimicrobial therapy before and after
colonization/infection, and mortality. ™ Time at risk was
considered as the number of days from KU admission to
colonizationfinfection for case patients, and to discharge/
death for controls. Daily colonization pressure was defined as
percentage of colonized! infected patients per day by MDRED.
It was calculated as follows: (daily number of colontzed/
nfected patients =100}/ total number of admitted patients);
exposure to this variable was measured as the median of daily
colomzation pressure from admission to acquisition of MDRKO
n cases, or to discharge/death in controls. Median coloniza-
tion pressure was taken as the threshold for classifying pa-
tients into those subjected to low or high colonization
pressure.

Exposure to any antimicrobial during the previous three
months was considered. Empirical {e.g. before the suscepti-
bility of the solate was reported) and targeted therapies of
patients with infections were collected. Antimicrobial regimens
wereconsidered appropriate if at least one agent act ive in vitro
against MDRKD was administered and inappropriate otherwise.
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Microbiological studies

Throughout the outbreak, by an active screening protocal,
rectal and pharyngeal swabs an active screening protocol, by
rectal and pharyngeal swabs (or tracheal aspirate, ¥ under
mechanical ventilation) were performed on all admitted pa-
tients.*' & detailed deseription of microbiological procedures
and characterization of the epidemic strain have been ne-
ported previowsly.® In summary, all isolates of MDRKOD were
clonally related. According to CLY guidelines, the isolates
wiere susceptible only to fasformycin [minimum inhibitory con-
centration (MIC): <16mg/L], colistin (MIC: <2 mg/L), and
amikacin MIC: <Bmg/L). The MICs of imipenem, ertapenem
and meropenem were 2, 1-2 and 0.5-1ma/L, respectively. In
accordance with the interim standard definitions for Entero-
bacteriaceae-acquired resistance, and given that MDRKO was
susceptible only to three different families of those antimi-
crobials to which K. oxytoca is usually susceptible, it was
considered as a multidrug-reststant strain.®

Statistical analysis

Categorical variables are presented as numbers (percent-
ages). Continuous wariables are expressed as the median
[interquartile range (IQR)]. The cumulative rek of acquiring
MDRKD, according to length of ICU stay, was studied using
Kaplan—-Meier curves. Colonization/infection rates, according
ta levels of colonization pressure, were compared by means of
the log-rank test. To study the factors associated with the
acquisition of MDRKO, univariate comparsons of cases and
controls were performed using the 2-test or Fisher's exact
test, if required, for categorical varables, and Student’s ¢-test
or Mann—Whitney U-test, as appropriate, for continuouws vari-
ables. Ta control for confounding factors and toinvestigate the
importance of time at risk, two types of analysis were per-
formed. First, adjusted hazard ratios (AHR) were caleulated
with a multivariate Cox regression analysis, using time until
acquisition of MDRKO as the dependent variable: second,
logistic regression analyses were performed, wsing coloniza.
thon/ infection due to MDRKO as the dependent variable, and
including time at rek as one of the explanatory variables.
Exposure to any antimicrobial rather than to specific drugs was
included in the multivariate analyses. The most accurate
model according to the Hosmer—Lemeshow test was finally
selected. The statistical analysis was camied out using the SPSS
14 statistical software package (5PSS, Chicago, IL, USA).

Results

A flow chart of patients included in the study is shawn in
Figure 1. MDRKO was isolated from 42 patients during the entire
outbreak: 26 of these were admitted during waves 1 and 2 and
became the case patients in the case—control study; 14 were
considered to be infected by MDREO, and were included in the
cohort of infected patients.

Cumulative probability of MDRKO acquisition and
colonization pressure

The overall median time till acquisition of MDREO in waves 1
and 2 was 16 days (IQR: 12-32). The cumulative probability of
colonization /infection due to MDRKO increased from 18% (=6%)

100

infiection due to BADRED (%)
¢ & g
[*]

Cumulative probability of coloni zation f
(=]
T

1}

0 15 20 25 30 35 40 45 30
Time at risk {days)

D5

Figure 2. Cumulative rate of colonization/infection due to
multidrug-resistant Kiebsiello oxytoca (MDRKO) for intensive care
unit (ICU) patients during the first and second wawves of the
outbreak. Black arrow: the last two patients affected were colo-
nized after 85 and 230 days in the ICU.

atday 10in the ICU, to 56% (=9%) at day 20, 71% |=8% ) at day 30
and BT% (=7%) at day 50 (Figure 2). Median colonization pres-
sure was 23.9% (IQR: 13.9-33). The times until colonization/
infection due to MDRKO were similar for case patients sub-
jected to high or low levels of colonization pressure (P = 0.57,
log-rank test) (Figure 3).

Case—control study

Twenty-six cases along with 45 controls were studied; thene
were seven cases for which only one contral could be found.

100 z

nfection due to MIDREOD (%)
s & B

¥

Cummlative probahility of colonization/
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Time at risk {days)

03

Figure 3. Cumulative rate of colonizationfinfection due to
multidrug-resistant Kisbsiello oxytoca (MDRKO) for intensive care
unit {ICU) patients, according to levels of mlonization pressure.
Black arrow: the last two patients affected were colonized after
B3 and 230 days in the ICL. Black line: high level of colonization
pressure. Grey line: low level of colonization pressure.
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Table |
Factors associated with colonization and/ or infection by multidrug-resistant Klebsiella oxytoca iepidemiological and clinical parameters)
Variable Cases (N = 1I7) Controls (N =45) Punivariate Adjusted P multivariate
OR (95% CI)
Male gender 16 (62) 1B (62) 0.95
Age in years 66.7 (52.3-79.1) T1.6 (59.5-T79) 0.7
Ward of origin® 0.77
Medical B (30.4) 12 (29.5)
Surgical 6(21.7) 12 (29.5)
Emergency 12 (47.E) 17 (40.9)
Comorbidity
Cancer (7.7 17 (37.E) 0.006 NS
Chronic heart failure 5(19.2) 13 (28.9) 0.37
Diabetes mellitus 6(23.1) 12 (26.7) 0.74
COoPD 6(23.1) 10(22.2) 0.93
Chronic renal disease (7.7 4(8.9) 0%
Liver insufficiency 4(15.4) 5(11.1) 0.72
McCabe: rapidly fatal 2 (D-4) 1(1=3.5) 0.4
underlying disease™
Invasive procedures
Central intravenous catheter 26 (100) 47 (93.3) 03
Tracheal intubation 25 (96.6) 27 (60) 0.001 NS
Tracheotomy 16 (62) 2i14.4) <0001 NS
Masogastric tube 12 (B4.8) 31 (68.7) 0.1 NS
Parenteral nutrition 1(3.8) B (17.8) 0.14 NS
Enteral nutrition 4 (15.4) 9 (20) 0.76
Urinary catheter 24 (92.3) 37 (B2.2) 0.
Colonization pressure 25 (17-43) 24 (12-31) 0.18 NS
APACHE index” 24.5 (18.5-135) 27 (12-31) 0.B6
Time in ICU jdays) 34 (15.5-51.7) 5i21-8.5) <0001 1.13 (1.03-1.25) 0.012
Bax 1 stay (days)? 38 (22-51) 5(3.5-6) 0.004 NS
Box 2 stay (days)” 17 (13=37) 6 (2-B) 0.067 NS
Baox 3 stay (days)® 9(5-9) 3.5 (2-5.3) 0.095 NS
Box 4 stay (days) 2B (10.5-91) 3 (3=11) 0.114 NS
Baox 5 stay (days)® 3B (22-E3) 7 (4-19) 0.056 NS
Bax & stay (days)” 15 (4.5-31) B (610} 0.34
Bax 7 stay (days)® 11.5 (10-13) 6.5 (4-11.8) 027
Baox B stay (days)' 19 (5-133) 513-8) 0.038 NS
Use of antimicrobial therapy
Any type of antibiotic 24 (92.3) 25 (55.6) 0.001 NS
Aminopenicillins 7 26.9) B (17.8) 0.36
Fourth-generation cephalosporins 4(15.4) 2 (4.4 0.18
Third -generation cephalosporins 17 (65.3) 12 126.7) 0.006 M5
Fluoroquinolones 14 (53.B) 14 (31.1) 0.68
Carbapenems 6(23.1) 9 (20) 0.76
Piperacillin/tazobactam 12 (46.2) 10(22.2) 0.036 NS
Tigecycline 1(3.8) 2i4.4) 0.9
Glycopeptides 7 (26.9) 6(13.3) on
Martality 13 (50) 20 (44.4) 0.65

OR, odds mtio; O, confidence interval; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; ARACHE, Acute Physiology and Chronic Health Eval-
uation Il index; ICU, intensive care unit; M5, not sigmificant.
Categorical variables are expressed as number of cases (percentage), and continuous variables as medians (interguartile mnge ).
* Spety-seven patients.
® Fifty-four patients.
= Sprty-two patients.
9 Eleven patients stayed in cubicles 1 or 2.
“ Mine patients in cubide 3.
" Four patients in cubide 4.
* Ten patients in cubicle 5 ar 7.
" Twelve patients in cubicle &
! Fourteen patients in cubicle &
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The univariate comparison of cases and controls is shawn in
Table |. Statisticaly significant differences were found for
tracheal intubation, tracheatomy, admission to cubicles 1 and
B, exposure to any antimicrobial, exposure to third-generation
cephalosporing, exposure to piperacillin/tazobactam (more
frequent among cases ), and a history of cancer {more frequent
among controls). Also, time at risk was longer among cases [34
(15.5-51.7) days for cases; 5 (2-8.5) days for controls;
P < 0.001]. In the multivariate Cox regression model, none of
the variables included was shown to be an independent risk
factor for MDRKOD acquisition (Table 11). Concordantly, only
time at risk was associated with an increased rek of MORKO
acquisition when analysed by logistic regression (Table 1)
[adjusted odds ratio OR): 1.13; 95% confidence interval iCl):
1.03-1.25; P = 0.012].

Clinical features of infections coused by MDRKOD

Details of clinical features, treatment and prognosis are
described in Table [1l. Fourteen patients were infected with
MDRKO over the complete outbreak: ventilator-associated
pneumnonia (VAP) in seven patients, primary bloodstream
infection (P-BSI) in four, and a catheter-related bloodstream
infection (CRBSI), urinary tract infection (UTIl) and secondary
peritonitis (SP) in one patient each. Crude mortality was 50%
(seven patients). Empirical therapy was inappropriate in 12
(B5.7%) cases, and six of these died. According to type of
infection, three out of seven patients with VAP and three out of
four patients with P-BS| died. With respect to targeted therapy,
of the 11 patients who were alive when susceptibility tests
became available, five were treated with monotherapy (one
with tigecycline and four with amikacin), and six with combi-
nation therapy (all with amikacin, combined with tigecyeline in
four cases, imipenem in one, and fosfomycin in one). The
mortality rates of patients who received monotherapy and

Table Il
Cox regression analysis of factors predicting time until coloniza-
tion/infection due to multidrug-resistant Kiebsiella axytoca

Variable AHR 95%Cl P-value
Cubicle 1

]

Yes 0.BB 0.33-2.3 0.79
Cubicle &

]

Yes 0.69 0.39-2.3 0.B1
Cancer

Mo

Yes 0.96 0.21-43 0.96
Tracheal intubation

Mo

Yes 1.24 0.35-10.5 0.B4
Tracheotomy

]

Yes 0.97 0.35-2.7 0.96
Use of antimicrobial therapy

L]

Yes .66 0.78-17.1 0.1

AHR, adjusted hazards mtio.

combination therapy were 80% (3/5) and 16.6% (1/6), respec-
tively (relative risk: 3.6; 95% Cl: 0.5-24.7; P = 0.07).

Discussion

Our results show that time at risk was the only independent
sk factor for the acquiition of the outbreak strain during the
waves in which patients were the main reservoir and spread
was thought to be due mainly to cross-transmission. ™' We also
found a trend towards higher mortality in patients treated with
monotherapy.

Risk factors for the acquisition of multid rug-resistant patho-
gens vary according to the specific reservoins and mechanisms of
transrmission of the organism. In outbreaks with a common
environmental source, exposure to that source & the main risk
factor, whereas insituations inwhich colonized patients are the
main reservair, variables that increase the likelihood of cross-
Lransrmission would be the most important risk factors. In our
case, colontzed patients were the main reservoir over the two
first waves of the outbreak. Because of this, basic measures
implemented to control the outbreak included — besides the
active screening protocol — contact precautions for the cases,
reinforcement of cross-transmission control and cleaning pro-
tocols and educ ational sessions about hand washing. Additional
measures, such as nurse cohorting of the colonized/infected
patients and an optimization of the health personnel/ patient
ratio should also be implemented. Howewver, although cmoss-
transmission was properly controlled, the combination of all
these measures was insufficient to eradicate the outbreak. In
the third wave, an environmental reservoir was found in some
sink drains, traps and the horizontal drainage sy stem of the ICU.
Remaoval of the environmental reservoir resulted in the eradi
cationof theoutbreak. Hence, our outbreak had aninitial stage,
in which colonized patients and cross-transmssion were the
epidemiological key issuves, and a later stagein which acommon
environmental source allowed the pempetuation of the
outbreak.® This is why we considered only the two first waves to
perform the study of risk factors for CRE acquisition. Unfortu-
nately, our case is unusual since environmental reservoins ane
rarely ruled aut in a proper manner. It is therefore necessary to
be cautiows when interpreting the risk factors found in insuffi-
clently characterized outbreaks.

Curiously, noneof the most frequently described risk factors
for CRE acquisition, such as underlying diseases, invasive pro-
cedures or severity of illness, were associated with the acqui-
sition of MDRKOD in our study when time at resk was taken into
account.” ' These findings support the idea that, i outbreaks
where colonized patients are the main reservoir, the opportu-
rities for eross-transmision accumulate aver time. ™ This may
be more evident in ICU outbreaks, where exposure to typical
sk factors for multidrug-resstant organisms (such as severity
of illness, invaste procedures and antibiotics) is more homo-
geneous and frequent than in outbreaks affecting conventional
wards,* 7% RIS T factors lead us to two main con-
clusions: first, that contralling for time at risk should always be
taken into account when studying the risk factors for acquisition
of multidrug-resistant bacteria, in order to interpret appropr-
ately the importance of disease severity and irvasive pro-
cedures (which are probably surrogates for transmission
opportunities); and second, that the management of an ICU
outbreak due to CRE in similar epidermiological situations should
include the discharge of patients as soon as it issafe to do 0.
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Table 1l

129

Climical features, therapy and promosis of patients with infections due to multidrug- resistant Kiebsiell o axytoon

Case Type of Empiric therapy Appropriate  Tamget therapy Creatinine® Doses Appropriate Qutcome”
no. infection {MIC, masdl) {mz/dL) (mz/gqh)qi2h:
every 12 hours
1 VAP Piperacillin/ tazobactam Mo Tigecycline (4) + 0.49 50012 Yes Survived
amikacin (8) 350012
2 VAP Hone Mo Tigecycline (4) 50012 Ho Survived
3 P85 Haone L] Ho Dead
4 VAP Cefepime + vancomycin Mo Tigecycline (4) + 1.1 50012 Yes Survived
amikacin (8) 500412
5 VAP Ceftriaxone + vancomycin Mo Tigecycline (4) + 0.93 50/12 Yes Survived
amikacin (8) 250412
] uTi Hone Mo Tigecycline (4) + 0.49 50012 Yes Dead
amikacin (8) 750012
7 P85 Ciprofloxacin + Mo Amikacin (B) 0.63 750012 Yes Dead
piperacillin/ tazobactam
B P85 Levofloxacin + amikacin Yes Amikacin (B) 0.46 750012 Yes Survived
9 P85  Amikacin + vancomycin Yes Amikacin (8) 0.27 600/12 Yes Dead
10 VAP Amaodicillind/clavulanic Mo Amikacin (8) 0.54 750012 Yes Dead
acid
1 VAP Levofloxacin + Mo Ho Dead
piperacillin/ tazobactam
12 VAP Levofloxacin + imipenem Mo No Dead
13 5P Piperacillin/ tazobactam Mo Imipenem 2) + 0.36 S00/8 Yes Survived
amikacin (8) 600412
14 CRBSI  Hone Mo Fosfomycin 1.14 4000/ 6 Yes Survived
(16) + 750012

amikacin (B)

MIC, minimum inhibitory concentraton; VAP, ventilator-associated pneumonia; P-BSI, pimary bloodstream infection; CRESI, catheter-
related bloodstream infecton; UTI, urinary tract infecton; 5P, secondary peritonits.

These data have been partially publehed.*’
* Creatinine value on starting targeted thempy.

® Qutcome within 30 days of diagnosis of infection due to multidreg-resistant Kl ebsielia oxytoon.

Although colonization pressure is a well-established risk
factor for the acquisition of antibiotic-resistant Gram-pasitive
bacteria, it has not been found to be as clearly associated n
the case of Grame-negative strains. 5% |n our case—control
study design, we controlled for the potential impact of colo-
nization pressure by matching to select control patients on the
basis of admission date. However, we were unable to demon-
strate that case patients subjected to higher levels of coloni-
zation pressure were at higher risk of early acquisition of
MDRKO, as we would have expected. This would support our
conclusion that time at risk was a greater determinant than
colonization pressure for the acquisition of the multidrug-
resistant strain, which may indirectly reflect that early
detection and isolation effectively, but temporarily, limited
transmission.

‘With regard to the impact of exposure to antimicrabials,
Pelactams in general, carbapenems, penicilline active against
Pseuwdomonas  aeruginosa, B-lactam/p-lactamase  inhibitor
combinations, and fluoroquinolones have been associated with
an increased risk of CRE acquisition, 7% 1315172525 Thig het-
erogeneity reflects the fact that a CRE strain may be selected
by almest any broadspectrum antibiotic.® Like others, we
failed to find an independent relationship between prior we of
antimicrobial therapy and acquisition of CRE. '™ " This could be
due to lack of statistical power; however, it could also be
interpreted that previous antibiotic exposure may not be

essential in the outbreak setting for ICU patients, but just a
facilitating factor.™ All this would help to explain why the
implementation of a restriction policy for carbapenems has
been of such doubtful utility on its own; a more comprehens ive
approach, aimed at reducing exposune to all broad-spectrum
antibiotics, is probably needed. ™

The optimum treatment of infections due to CRE is not
well established, which is why data from even a small num-
ber of carefully evaluated patients may be of interest.'® As
stated, our outbreak strain was resistant to all first-line an-
tibiotics. It is probably because only second-line drues (such
as colistin, aminoglycosides, tigecycline or fosfomycin) are
fully active against CRE that combination therapy has
appeared to be superior to monotherapy in recent
studies . " Until now, tigecycline and colistin have been the
mast active in vitro antibiotics against CRE; aminoglycosides
may also show an acceptable rate of in vitro activity for
some CRE clones, although clinical experience with these
drugs is scarce.” In our patients, amikacin monatherapy was
wed in four cases, three of whom died. Aminoglycoside
monotherapy was efficaciows for treating anecdotal blood-
stream infectiors due to CRE, although recent data showed
increased mortality among patients with bloodstream in-
fections cawed by KPC-producing K. pneumonioe.™** This
could be explained, at least partially, by the pharmaco-
kinetic properties of aminoglycosides, for which a targeted
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plasma concentration & difficult to achieve with the wual
doses in infections other than urinary tract — and even more
50, as in our series, if a loading dese and once-daily dosing is
not wed. ™ More importantly, the use of carbapenems has
been found to be a good alternative for treating infections
due to ViM-producing K. pneumoniae, which has been related
to heterogeneous carbapenem resistance levels; accordingly,
strains with MICs of imipenem <4mg/ L could be successfully
treated with imipenem in a combination regimen.™ One
patient in our series was treated and cured with imipenem
{the MIC was 2 me/L) and amikacin. Finally, fesfomycin plus
amikacin was effective for treating the last case of CRBSI.
Successful treatment of CRE infections with fosfomycin has
already been reported; this might be supported by the fact
that the risk of resistance development during fosfomycin
treatment may be attenuated by the concomitant use of an
aminogly coside. *

Our study has several limitations. First, it is possible that
some control patients may have been misclassified, since
colomization may not have been detected. However, at least
two samples per patient were taken and processed using a
validatedmethod. Smilarly, we cannot completely rule out the
concomitant existence of a hidden emvironmental reservoir
during waves 1 and 2, although colonized patients and cross-
trarermission were clearly the main mearg of spread. Finally,
the study was underpowered to detect some risk factors and
the impact of different treatments on the outcomes of patients
with infection. The results are only applicable to similar
epidemiological situations.

In conclusion, in an ICU outbreak cawsed by CRE where
colonized patients are the main reservoir, time at risk should
always be considered in any study of risk factors for the
acquisition of CRE; the data provided may be useful for future
analyses of therapy for infections due to CRE.
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Sir,

Fosfornycin is an old, but potent, antibiotic in the current global
fight against antibiotic resistance, mainly for carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae,’ but also for Gram-positive bacteria, such
as MRSA.” However, information about the effectiveness and
safety of the drug in severe systeric infections is scarce. We pre-
sent a case of systemic infection in which methicillin-resistant
Staphylococcus epidermidis and carbapenem-resistant Klebsiella
oxytoca were isolated.

A 68-year-old Caucasian man was admitted to La Merced
Hospital (Osuna, Seville, Spain) for elective colectomy in July
2011. Awritten consent to publish this case was obtained. His med-
ical history included arterial hypertension, dyslipidaermia, cerebro-
vascular disease (a frontal ischaemic stroke 2 years earlier) and
benign prostatic hyperplasia. In 1998, he had undergone an abdo-
minoperineal resection, radiotherapy and chemotherapy due to a
rectal cancer. Since then, he had suffered radiation cystitis.
In June 2011, he was diognosed with cancer recurrence and a
total colectomy was performed. Forty-eight hours later, an
intra-abdominal infection forced the performance of a wide small
bowel resection. Asa result, the patient developed short bowel syn-
drorne, for which he had to receive prolonged total parenteral nutri-
tion. Athree-way foley catheter had to be maintained because of a
protracted haematuria. On day 114 of hospitalization, the patient
developed fever with no evident source. Physical examination
revealed conjunctival haemorrhages. Imipenem (1 /8 h intraven-
ously), vancornycin (1 g/12 hintravenously) and amikacin (1 g/24 h
intravenously) were initioted. Methidillin-resistant 5. epidermidis
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Table 1. Clinical and laboratory data of the case patient over the 28 days of treatment with full doses of fosformycin

Nermal values Day 116 Day 120 Day 124 Day 128 Day 132 Day 136 Day 140 Day 144
Fever (°C) =377 39 36.1 36 375 36 36.4 36.7 36.5
Haemeglobin (g/dL) 11.8-15.7 6.5 89 8.2 MNA 8 89 MA 104
White-cell count (per mm?) 3800-11500 9770 8220 10330 NA 7660 7450 MNA 8650
Urea (mg/dL) 15-50 48 58 20 MNA 29 26 MA 53
Creatinine (mg/dL) 0.6-1.2 0.86 114 043 MNA 0.48 0.46 MA 0.47
Sodium (mmaol/L) 133-145 136 134 140 NA 140 139 NA 137
Potassium (mmol/L) 33-51 424 1.83 2.7 MNA 3.95 401 MA 4£.92
C-reactive protein (mag/L) <5 124 145 114 NA 78 14 MNA 7
Alburnin (g/dL) 2.6-4.1 19 1.9 MNA MNA 2.4 MNA MA 36

NA, not available.
Values outside of the normal range are shown in bold.

and carbapenem-resistant K. oxytoca were isolated from all three
sets of blood cultures. The central catheter was removed, but it
could not be cultured and none of the implicated microorganisms
was isolated from urine. Since the K oxytoco were only susceptible
tofosformycin (MIC <16 mg/L), colistin (MIC =0.5 mg/L} and amika-
cin (MIC =2 mag/L}, imipenern was switched to fesformycin (4 g/6 h
intravenously). S. epidermidis was susceptible to vancormycin (MIC
1 mg/L) and fosformycin (MIC =8 mg/L). A transthoracic echocar-
diogram revealed signs of possible infectious endocarditis, which
was subsequently confirmed by the visualization of a 10 mmvege-
tation on the coronary sinus of the aortic valve through a transoe-
sophageal echocardiogram. The patient became afebrile after 72 h
of treatment, but on day 126 (day 12 of treatment) he developeda
fever again. A blood culture was negative and the markers of infec-
tion were improving, so a non-infectious cause of fever was sus-
pected and a non-steroidal anti-inflammatory drug was added to
the treatment. He remained ofebrile subsequently. A total of
28 days of treatment were completed. No heart complications
were noted. The most significant event was a self-limited hy pokal-
aernia (Table 1). Post-treatment blood cultures were negative and a
control transoesophageal echocardiogram showed a complete
disappearance of the vegetation.

Although our patient had a definite endocarditis according to
the modified Duke criteria, the microbiological aetiology of the
endocarditis was less obvious, since it might be caused by one or
both microorganisms causing the bacteraemia. Because endocar-
ditis due to Klebsiella spp. is rare and a 50% failure rate of medical
treat ment hasbeen reported if valve replacement is not performed,
we assumed 5. epidermidis to be the microorganism likely respon-
sible for the endocarditis. This microorganismis the most common
culprit in native valve endocarditis due to CoNS,* whose established
treatmentin cases of methicillin resistance is a 4 -6 week course of
vancomyein." Fosfornycin has been shown to be as effective as
vancomycin in experimental conditions, although clinical experi-
ence is scarce.” Amikacin could also have been as active against
S. epidermidis as tobramycin and gentarnicin, which had proven
activity. However, a specific amikacin-susceptibility analysis was
not performed.

Current recommended treatment of infections due to metallo-
B-loctamase-producing Klebsiella spp. is a combination of at least
two antibiotics, in which aminoglycosides have an important
role.® We used amikacin as primary antimicrobial and fosfornycin
as adjunctive therapy. The latter is active in vitro against a

substantial proportion of isolates and has shown synergistic anti-
microbial action with other antibiotics. However, its potential to
select resistant mutants” explains why fosfornycin is currently
considered as a second-line antibiotic for lrealing infections due
to carbapenem-resistant Enterobacteriaceae.” Whatever the
case, the addition of fosfornycin to amikacin, in addition to its
antimicrobial activity, may have provided a protective effect
against vancomycin- and aminoglycoside-related nephrotox-
icity.? To our knowledge, this is the first report on the use of full
doses of fosfomycin during 4 weeks of treatment, with clinical
usefulness and optimal tolerance.

There are some concerns regarding the use of large doses of
intravenous fosfornycin, mostly due to the high content of sodium
of the disodium pharmaceutical formulation. However, the rate of
fosfornycin-related fluid-overload problerns has been reported to
be only 6%.' Our patient’s only remarkable adverse effect was a
self-limited hypokalaernia, which is the most frequently described
fosfornycin-related adverse event.'?

In conclusion, our case showed that the prolonged use of high
doses of fosfornycin in combination with other antibiotics could be
useful for severe systemic infections due to multidrug-resistant
bacteria, with an apparently excellent safety profile. The promis-
ing clinical application that our data suggest should be confirmed
in future prospective studies.
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Sir,

Patients with end-stage liver disease (ESLD) have lower rates of
sustained virological response to hepatitis Cvirus (HCV) treatrment
compared with those without significant hepatic impairment.!
There may be pathophysiological alterations associated with
ESLD, which may alter drug penetration or drug activation in the
liver.* Comparing the concentrations of antiviral drugs in liver
versus blood may inform drug selection in ESLD. The objective of
this work was to quantify antiviral drugs in liver tissue and the
active, phosphorylated forms of nucleos(t)ide analogues (NAs) in
hepatocytes obtained from a fresh liver explant and to compare
these values with drug concentrations in paired plasma and PBMCs.

A 50-year-old male with HIVHCV coinfection on the liver trans-
plant list was transferred to our hospital with acute kidney injury
(serumn creatinine 4.11 mg/dL) with a Model for ESLD scare of 40.
In the year prior to hospitalization, the patient’s antiretroviral regi-
men included 300 mg of tenofovir disoproxil fumarate once daily
plus 200 mg of emtricitabine once daily, 800 mg of darunavir
once daily, 100 mg of ritonavir once daily and 400 mg of raltegravir
twice daily. The patient had an HIV-1 RNA of <20 copies/mL and
a CD4 count of 420 cells/mm?. On day 1, tenofovir disoproxil
furmarate/emtricitabine was discontinued. On day 2, lamivudine
was initiated and dose adjusted based on renal function.
Darunavir was discontinued and replaced with atazanavir on
day 3. Raltegravir and ritonavir doses remained unchanged.

The patient provided written informed consent for quantifica-
tion of antiviral drugs in blood, PBMCs and hepatic tissue from his
explant liver and publication of study findings. Six days following
transfer to our hospital, the patient underwent orthotopic cadav-
eric liver transplantation. In the operating room, whole blood was
obtained for quantification of antiviral drugs in plasma and
PBMCs. Forty-five minutes later, the cirrhotic liver was removed.
An 18-gouge needle biopsy was used to extract tissue cores
from the liver explant for isolation of hepatocytes and quantifica-
tion of phosphorylated nucleotides. Small liver tissue samples
were also collected from scalpel cuts of the explant for quantifica-
tion of parent drugs.

Liver tissue samples were weighed and homogenized with an
electro-homogenizer and frozen at —80°C until quantification of
parent drugs. Hepatocytes were isolated from core biopsies for
quantification of phosphorylated metabolites. Briefly, the core
biopsy samples were soaked in warm perfusion medium. Digestion
medium was added and samples were shaken. Dissociated cell
aggregates were filtered through a 100 pm cell strainer and rinsed
with wash medium. Sarmples were centrifuged, the supernatant dis-
carded and the pellet re-suspended in wash medium and counted.
The isolated hepatocytes were lysed with 70:30 methanol/water
then stored at —80°C until intracellular drug level analysis.

Tenofovir diphosphate, emntricitabine triphosphate and lamivu-
dine triphosphate were quantified in PBMCs and isolated hepato-
cytes using a validated liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) method.® Tenofovir, emtricitabine,
raltegravir, atazanavir and ritonavir were measured in plasma
and liver tissue homogenate using validated LC/MS or HPLOUV
methods.” ¢
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4.1 Objetivos de la Investigacion

- Describir la evolucion epidemiolégica de un brote clonal
de K. oxytoca productora de MBL IMP-8 e hiperproductora de
OXY:

o Curva epidémica.

o Medidas de control y su impacto sobre la
evolucion del brote.

o Estudios ambientales.

o Estudio del personal sanitario.

o Consumo de antimicrobianos.

- Describir los aspectos clinicos y pronésticos de los
pacientes con infecciébn y/lo colonizaciobn por K. oxytoca
productora de MBL IMP-8 e hiperproductora de OXY dentro de un

brote clonal.

- Investigar los factores asociados con la infeccion y/o
colonizacion por K. oxytoca productora de MBL IMP-8 e

hiperproductora de OXY dentro de un brote clonal.

- Describir el tratamiento de las infecciones por K. oxytoca

productora de MBL IMP-8 e hiperproductora de OXY dentro de un

brote clonal.
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4.2 Material y Métodos

4.2.1 Lugar de realizacion del estudio:

El estudio fue realizado en la UCI del Hospital de La Merced, situado en
Osuna (Sevilla). Se trata de un hospital comarcal de 240 camas, cuya UCI tiene
ocho camas: cuatro boxes con capacidad de aislamiento gracias a que disponen
de una puerta de cristal, numerados como 1, 4, 5y 8, y cuatro camas separadas
por cortinas (mas tres posibles adicionales situadas en una habitacion anexa a la
propia unidad). Esta UCI recibe unos 350 ingresos anuales y su estructura se

muestra en la Figura 3.

4.2.2 Circuito de agua en la UCI

El aporte del agua potable y la retirada de las aguas residuales en la UCI
se realizaban a través de 11 lavabos (L) situados como se indica en la Figura 3
(L1 a L11). Cada lavabo desaguaba a un bajante de aguas residuales (BAR)
numerado igual que los lavabos, salvo el L6 y L7 que desaguaban a través de la
misma tuberia de desagie al BAR5, al igual que el L5; el L8 y el L9 desaguaban

en el BAR7 y el L10 y L11 que lo hacian en el BARS.
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4.2.3 Descripcién del brote

El primer caso del brote fue detectado en marzo de 2009 y el ultimo en
noviembre de 2011. El brote se desarroll6 en 4 oleadas (Figura 4): oleada 1
(marzo/2009 — mayo/2009); oleada 2 (septiembre/2009 — abril/2010); oleada 3

(septiembre/2010 — abril/2011) y oleada 4 (septiembre/2011 — noviembre/2011).

4.2.4 Pacientes

La investigacion incluyé todos los pacientes ingresados en la UCI durante
el periodo del brote y particularmente los pacientes infectados y/o colonizados por

KOXwp-s durante el brote (Figura 5).

4.2.5 Disefo de los estudios realizados

Para el cumplimiento de los objetivos del proyecto se realizaron 3

estudios:

1) Un estudio epidemiologico descriptivo del brote y las medidas de

control llevadas a cabo, siguiendo las recomendaciones ORION (127).

2) Un estudio de casos y controles en los periodos que ocuparon las
oleadas 1 y 2 (marzo/2009 — abril/2010) para estudiar los factores de riesgo de

adquisicion de KOXyup.s. En este periodo se consider6 que los pacientes
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infectados y/o colonizados eran el principal reservorio del brote y la transmision
cruzada el principal mecanismo de transmision. Las Ultimas dos oleadas no fueron
incluidas dado que en ese periodo se considero el reservorio ambiental como el

principal reservorio del brote.

Para este estudio se defini6 como caso a todo paciente ingresado en la
UCI que hubiese sido diagnosticado de infeccion y/o colonizacién por KOXvp-s
durante el periodo anteriormente especificado. Por cada caso se seleccionaron
dos controles escogidos de forma aleatoria de entre aquellos pacientes que
hubiesen sido ingresados en la UCI en los 3 dias anteriores o posteriores a la
fecha de ingreso del caso correspondiente. Solamente los pacientes ingresados
durante al menos 48 horas y que hubiesen sido sometidos a cultivos de vigilancia
activa (cribado) para la deteccion de colonizacion por KOXp.s pudieron ser

seleccionados como controles.

3) Un estudio prospectivo de cohorte para la descripcion clinica y del
prondstico de los casos de infeccion, incluyéndose en el mismo a todos los
pacientes que sufrieron una infeccion por KOXup.s durante todo el brote, es decir,
desde marzo/2009 hasta noviembre/2011. Los pacientes fueron seguidos durante

30 dias desde la fecha de diagndstico de la infeccion.
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4.2.6 Definiciones y variables

Se consideraron pacientes infectados aquellos que presentaban signos de
infecciébn activa causada por KOXpp.s, Segun los criterios clinicos vy
microbiologicos de los Centers for Diseases Control and Prevention (128), y

colonizados el resto.

Los siguientes datos fueron recogidos de todos los pacientes: sexo, fecha
de nacimiento, servicio de origen, cama donde ingresé en la UCI, comorbilidades
y su gravedad segun el indice de McCabe (129), gravedad al ingreso en la UCI
segun el indice APACHE 1l (130), exposicion a procedimientos invasivos
(catéteres vasculares, sonda urinaria, ventilacibn mecanica, cirugia), tiempo en
riesgo, presion de colonizaciéon, terapia antimicrobiana antes y después de la

infeccion y/o colonizacion por KOXvp-s y mortalidad.

El tiempo en riesgo fue considerado como el niumero de dias desde el
ingreso en la UCI hasta la fecha de infeccion y/o colonizacién por KOXjvp-s €n los

casos, y hasta la fecha del alta de la UCI o muerte para los controles.

La presion de colonizacion se defini6 como el porcentaje de pacientes
infectados y/o colonizados por KOXup.s en cada momento. Se calculé como
sigue: (numero de pacientes infectados y/o colonizados por KOXup-g X 100) / (total
de pacientes ingresados en la UCI). La exposicion a esta variable se midié6 como

la mediana de las presiones de colonizacion diarias desde el ingreso en la UCI
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hasta la fecha de infeccidn y/o colonizacion por KOXup.gs €n los casos, y hasta la
fecha del alta de la UCI o muerte para los controles. La mediana de presiones de
colonizacion se tomé como punto de corte para clasificar a los pacientes en

aquellos sometidos a alta o baja presion de colonizacion.

4.2.7 Investigacibn de  pacientes, ambiente vy

profesionales sanitarios y medidas de control

Antes del comienzo del brote, la Unica medida de control de la transmision
de microorganismos multirresistentes en la UCI consistia en la realizacion de un
cribado mediante cultivo de frotis rectal y faringeo a los pacientes con un ingreso
superior a un mes para la deteccion de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, P. aeruginosa multirresistente y Acinetobacter baumannii
multirresistente. Durante ese periodo, ademas se realizaba aislamiento de
contacto de aquellos pacientes que mostraban infeccion y/o colonizacion por

dichos microorganismos.

Una vez iniciado el brote, se instaurd un protocolo de vigilancia activa
consistente en un cribado semanal y al alta de todos los pacientes, mediante
cultivo de frotis rectal y faringeo (o aspirado traqueal en los pacientes con

ventilacion mecanica), para la deteccion de KOXvp-s.

Ademas, durante el brote se realizaron 6 investigaciones ambientales

principales (Figura 4, Tabla 4). Las primeras se realizaron sobre superficies
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secas, y posteriormente se centraron en ambientes humedos. La metodologia

usada para la realizacion de los estudios ambientales se describe més adelante.

Las medidas de control llevadas a cabo durante el brote se describen en
la seccion Resultados, ademas de las medidas ambientales expuestas en la Tabla

4.

Una intervencion rutinaria que se realizaba en la UCI anualmente era el
Protocolo para la prevencion y control de Legionella (PPCL). La justificacion para
incluir la descripcion de este protocolo -que no fue implantando a causa del brote,
sino que ya se realizaba rutinariamente de manera previa- en esta seccion se
basa en su potencial impacto sobre la evolucion del brote. El PPCL en el Hospital
de La Merced consistia en la hipercloracion del tanque principal de suministro de
agua durante 3 horas mediante cloro libre de residuos hasta concentraciones
entre 20 y 30 mg/L. Posteriormente se hipercloraban los puntos terminales de la

red de suministro de agua (1-2 mg/L) durante 2 horas.

Durante el brote se realizaron 2 estudios de cribado de colonizacion por
KOXvp-s @ todos los profesionales sanitarios que trabajaban en la UCI (Figura 4).
En la primera oleada se tomd una muestra de frotis faringeo y en la tercera una

muestra de frotis faringeo y otro rectal.
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4,2.8 Terapia antimicrobiana

Para valorar la exposicidn a terapia antimicrobiana como factor de riesgo
se consideraron todos los antimicrobianos recibidos por los pacientes desde 3
meses antes de la fecha de ingreso en la UCI. Los antimicrobianos fueron
agrupados como sigue:
- Fluorquinolonas: ciprofloxacino, levofloxacino.
- Cefalosporinas de tercera generacion: ceftriaxona, cefotaxima vy
ceftazidima.
- Cefalosporinas de cuarta generacion: cefepima.
- Fosfomicina.
- Piperacilina/tazobactam.
- Carbapenémicos: imipenem (Unico carbapenémico utilizado en el
Hospital de La Merced durante el brote).
- Glucopéptidos: vancomicina.
- Aminoglucésidos: amicacina, tobramicina y gentamicina.

- Tigeciclina.

En los enfermos con infeccion por KOXup.g Se tuvieron en cuenta tanto los
tratamientos antimicrobianos empiricos (aquellos administrados antes de conocer
la sensibilidad del aislamiento microbiolégico) como los dirigidos. Los regimenes
de tratamiento antimicrobiano se consideraron como apropiados siempre que al

menos uno de los antimicrobianos que componian el régimen fuese activo in vitro
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frente a KOXvp-s. Si ninguno de los antimicrobianos era activo, el tratamiento se

considerd como inapropiado.

El consumo de antimicrobianos se midi6 mediante el calculo de las dosis

diarias definidas (DDD) / 100 pacientes-dia (131).

4.2.9 Estudios microbiolégicos

Las muestras clinicas se tomaron siguiendo el procedimiento habitual
segun el foco infeccioso. La toma de muestras de cribado tanto de los pacientes
como del personal sanitario se ha descrito en el apartado anterior. En relacién a la
toma de muestras ambientales, el procedimiento se modifico a lo largo del brote.
Como se muestra en la Tabla 4, durante las primeras oleadas se utiliz6 una
torunda impregnada en suero salino estéril para la toma de muestras de
superficies secas. Mas adelante, se afadié al procedimiento la inmersion de la
torunda en caldo de tioglicolato (Difco, Detroit, MI, EEUU). Para estudiar
sustancias liquidas, como nutricién enteral, se tomaba 1 ml de la sustancia, que

se afladia a 9 ml de tioglicolato.

El estudio de las tuberias se llevd a cabo mediante la realizacién de un
pequefio orificio a través del que se introducia una torunda impregnada en suero
salino que se frotaba por la superficie interior. La torunda era introducida
posteriormente en caldo de tioglicolato. Para el estudio de los sifones de los
lavabos, se desenroscaban cuidadosamente y el agua que se vertia durante el

desenroscado se recogia en un tubo Falcon de 50 ml (BD Biosciences; Bedford,
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MA, EEUU). Una vez desenroscado completamente el sifén, también se tomaba
una muestra del agua que permanecia en el fondo mediante una torunda
impregnada en suero salino que posteriormente se sumergia en tioglicolato. En
los casos en los que no se podia desenroscar el sifén, se aspiraba de éste una
muestra de agua mediante una jeringa de 50 ml. Estas muestras se centrifugaban
a 2500 rpm durante 15 minutos y el sedimento resultante se sembraba

posteriormente.

Las muestras fueron sembradas en placas de agar McConkey (Difco,
Detroit, MI, EEUU) y en un medio cromogénico selectivo para detectar cepas
productoras de BLEE, ChromID ESBL (BioMérieux, Marcy L Etoile, Francia).
Ademas, como se ha descrito previamente, desde septiembre de 2010 también se

cultivaron en caldo tioglicolato las muestras ambientales.

Se estudiaron todos los aislamientos de K. oxytoca con CMI elevada de
imipenem obtenidos de muestras clinicas, de cribado de pacientes o estudios
ambientales. La identificacion de los microorganismos y el estudio de sensibilidad
antimicrobiana fueron realizados inicialmente usando un sistema automatizado
(MicroScan®; Siemens Healthcare Diagnostics, West Sacramento, CA, EEUU).
Las cepas mostraron sensibilidad intermedia o resistencia a todos los
antimicrobianos B-lactamicos (las CMI de imipenem, ertapenem y meropenem
fueron de 2 mg/L, 1-2 mg/L y 0,5-1 mg/L respectivamente), asi como resistencia a
fluorquinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol y tobramicina. Segun los puntos de
corte del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), so6lo fosfomicina (CMI < 16

mg/L), colistina (CMI < 2 mg/L), y amicacina (CMI < 8 mg/L) mostraron ser
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completamente activos frente a las cepas de KOXvp-g del brote. Con estos datos y
aplicando la clasificacion actual de la resistencia en las bacterias, dado que
KOXwp-s era sensible solo a 3 familias diferentes de aquellos antimicrobianos
habitualmente activos frente a K. oxytoca, KOXywp.s hubo de ser considerada

como multirresistente. (132).

La caracterizacion completa de los nueve primeros aislamientos del brote
(los ocurridos en la oleada 1) se realiz6 en el Hospital Universitario Virgen
Macarena, y fue comunicada con anterioridad (99). En resumen, los aislamientos
de KOXywp-s, que mostraron pertenecer al mismo clon en el estudio mediante
electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE), eran productores de la MBL
IMP-8. El gen codificante de esta MBL se encontraba en un plasmido epidémico
gue ademas portaba otros determinantes de resistencia a fluorquinolonas y
aminoglucosidos. Ademas, los aislados hiperproducian la [-lactamasa
cromosomica OXY, con lo que mostraban resistencia a aztreonam, no hidrolizado

por las MBLs.

Los aislamientos de K. oxytoca obtenidos a partir de la oleada 2
fueron considerados como pertenecientes a la cepa clonal del brote si
presentaban el mismo perfil de sensibilidad que ésta. Ademas, se realiz6 PFGE a
cepas seleccionadas provenientes tanto de muestras clinicas como ambientales

de las oleadas 2, 3 y 4 para confirmar su pertenencia al clon epidémico.

Adicionalmente, se analizé retrospectivamente el perfil de sensibilidad

antibidtica de todos los aislamientos de K. oxytoca obtenidos de muestras clinicas
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entre febrero de 2008 y febrero de 2009 (el afio anterior al comienzo del brote). La
sensibilidad de esas cepas se habia estudiado de manera rutinaria mediante el

mismo sistema automatizado.

4.2.10 Analisis estadistico

Las variables categéricas se expresaron como porcentaje (%) y las

numeéricas como mediana [Rango intercuartilico (RIQ)].

Se utilizo el test de Chi-cuadrado para tendencias con el objetivo de
estudiar la evolucion de la densidad de incidencia de infeccion y/o colonizacion
por KOXup-s ¥ del porcentaje de casos detectados mediante muestras de frotis
rectales a lo largo de las distintas oleadas del brote. También se estudi6 la

tendencia en el consumo de antimicrobianos antes, durante y después del brote.

Para comparar el tiempo de adquisicion de KOXup-g (tiempo entre la fecha
de ingreso en la UCI y la de deteccion de KOXjup.g) durante las 3 primeras
oleadas del brote se usoé el test de Kruskall-Wallis. La cuarta oleada no se incluyé
en este analisis debido al bajo niumero de casos que ocurrieron en la misma

(Figura 5).

El riesgo acumulado de adquirir KOXvp.s Segun la duracion de la estancia
en la UCI se investigdb mediante curvas de Kaplan-Meier y se expres6 como
probabilidad [Desviacion estandar (DE)]. La influencia del nivel de presion de

colonizacion (alto o bajo) fue estudiada mediante el test de long-rank.
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Para estudiar los factores asociados con la adquisicién de la cepa se
realiz6 una comparacion univariante de casos y controles. Las variables
categoéricas se compararon mediante el test de Chi-cuadrado o el test exacto de
Fisher, cuando éste fue necesario. Las variables continuas se compararon
mediante la prueba t de Student si cumplian criterios de normalidad o el test de U

de Mann-Whitney en caso contrario.

Para estudiar la importancia del tiempo en riesgo y controlar los posibles
factores de confusion se realizaron dos analisis diferentes. Por un lado se calculo
el indice de riesgo en el tiempo ajustado (hazard ratio ajustada) mediante un
analisis de regresion de Cox en el que el tiempo hasta la infeccion y/o
colonizacion por KOXvp-s S€ consideré como variable dependiente; los pacientes
gue no adquirieron KOX)vp-s fueron censurados al alta de la UCI o fallecimiento.
En este andlisis, la exposicion a cada antimicrobiano se analizé como variable
dicotdmica (si/no). Por otro lado, se realiz6 un analisis multivariante de regresion
logistica, tomando la infeccidbn y/o colonizacion por KOXup.s como variable
dependiente e incluyendo el tiempo en riesgo como una variable de exposicion
independiente. La exposicion a los distintos antimicrobianos se estudié como
variable dicotémica (si/no) en forma de antimicrobianos individuales o en grupos.

Finalmente se eligio el mejor modelo segun el test de Hosmer-Lemeshow.

Para todo ello se utilizé el programa estadistico Epi info versién 3.5.1y la

142 version del paquete estadistico SPSS (SPSS, Chicago, IL, EEUU).
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4.3 Resultados

En primer lugar se expondra la descripcion epidemiolégica del brote. Para
el estudio clinico, la Figura 4 muestra los pacientes infectados y/o colonizados por
la cepa de KOX)up-s @ lo largo de todo el brote y por tanto incluidos en el estudio
clinico del mismo. De un total de 42 pacientes, 26 enfermos infectados y/o
colonizados durante las oleadas 1 y 2 formaron parte del estudio de casos y
controles. Los 14 enfermos que desarrollaron infeccién se estudiaron dentro de la
cohorte de enfermos infectados por KOXup.s durante el brote en su conjunto

(Figura 5).

4.3.1 Descripcion general del brote

Durante los 31 meses que ocupo0 el brote, un total de 660 enfermos fueron
ingresados en la UCI. Su distribucion en las distintas oleadas se muestra en la
Figura 5. Cuarenta y dos (6,4%) fueron colonizados y/o infectados por KOXjvp-s
en algin momento de su estancia (Figura 4, Tabla 5). De ellos, 14 presentaron
una infeccion (33,3%). La mortalidad cruda de los pacientes infectados y/o

colonizados por KOXvp-s fue del 44%.

La densidad de incidencia de adquisicion de KOXyp.s (Casos por 100
pacientes/dia) fue de 1,91 en la oleada 1, 1,24 en la oleada 2 y 0,82 en la oleada
3. El porcentaje de casos detectados mediante cultivo de muestras de frotis rectal
se increment6 desde el 55,5% en la oleada 1 hasta el 88,2% en la oleada 2 y el
83,3% en la oleada 3 (p=0,02). La mediana de tiempo desde el ingreso del
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paciente hasta la deteccion de KOXvp.g fue de 8 (RIQ 6-37), 16 (RIQ 12-27) y 14
(RIQ 9-40) dias en las oleadas 1, 2 y 3, respectivamente (p=0,22). La oleada 4 no
se ha incluido en estas comparaciones debido a que sdélo ocurrieron 4 casos

durante ese periodo (Figura 5).

4.3.2 Aislamientos de K. oxytoca previos al brote

La frecuencia absoluta bimensual de aislamientos de K. oxytoca en
muestras clinicas de todo el hospital habia aumentado desde una media de 2,08
casos durante 2008 a ocho casos en los meses de enero y febrero de 2009, justo
antes del comienzo del brote. De ellos, tres se produjeron en pacientes
ingresados en la UCI, siendo una de las cepas productora de BLEE y resistente a
quinolonas y trimetoprim-sulfametoxazol, pero completamente sensible a
imipenem. De estos aislamientos no se pudieron realizar mas estudios debido a

gue no habian sido preservados.

4.3.3 Descripcion del brote y las medidas de control

4.3.3.1 Oleadal

El 19 de marzo de 2009, el Servicio de Microbiologia inform6 del
aislamiento en dos muestras clinicas de dos enfermos ingresados en camas
contiguas de la UCI (camas 7 y box 8, Figura 3) de K. oxytoca que presentaban
un mismo fenotipo de resistencia, siendo resistentes a los carbapenémicos. El 20

de marzo se confirmaron estos resultados. En ese momento se declaré la
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situacién al Servicio de Vigilancia Epidemiolégica de Andalucia y se formé un
grupo de trabajo constituido por miembros de la Direccion del hospital, Unidad de

Medicina Interna, Microbiologia, Farmacia, UCI y Medicina Preventiva.

Las primeras medidas de control (medidas basicas) se pusieron en

marcha el 21 de marzo, continudndose en todas las demas oleadas del brote
(Figura 4):

- Vigilancia activa mediante un cribado semanal y al alta de todos
pacientes, en el que se tomaban muestras de frotis rectal y faringeo (sustituido
este ultimo por un aspirado traqueal de los pacientes sometidos a ventilacion
mecanica).

- Aislamiento de contacto en boxes individuales de todos los pacientes
colonizados y/o infectados por KOXwvp-s.

- Refuerzo del protocolo de higiene de manos y otras medidas de
control de transmision cruzada.

- Sesiones educativas periodicas sobre higiene de manos,
precauciones de contacto y desinfeccion.

- Cambio diario por parte de todo el personal sanitario de la UCI de
uniforme y calzado sanitario.

- Puesta en marcha de un protocolo especifico de limpieza y
desinfeccion de superficies que consistio en dos limpiezas diarias de toda la
unidad utilizando lejia a una concentraciéon del 0,5%. Para la desinfeccién de
superficies delicadas y aparatos electronicos se utilizé una solucién compuesta
por agentes surfactantes y amonios cuartenarios a una concentracion de 1,6-2%y

6%, respectivamente.
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Como se ha mencionado, los primeros aislamientos de cada paciente
fueron enviados al Hospital Universitario Virgen Macarena (Sevilla) para estudiar
las bases genéticas del patron de resistencia observado. En este estudio se
confirmé la naturaleza clonal del brote y los mecanismos de resistencia a -

lactamicos de la cepa epidémica.

Nueve pacientes fueron afectados por KOXwps en esta oleada
[previamente notificados (99)]. De ellos, dos (22,2%) desarrollaron una neumonia
asociada a ventilacion mecanica (NAVM). Cuatro pacientes (los dos infectados

entre ellos) murieron, lo que supuso una mortalidad de 44,4% de los casos.

El 28 de marzo de 2009 se llevo a cabo el primer estudio ambiental (EA
1), en el que se realiz6 un cultivo de muestras tomadas de distintas superficies de
la UCI. Todas las muestras fueron negativas (Tabla 4, Figura 4). De igual forma,
el 1 de abril se tom6 una muestra de frotis faringeo a todo el personal de la UCI,
en lo que constituyo el primer estudio del personal sanitario (EP 1). En el cultivo

de ninguna de estas muestras crecié KOXvp-s (Tabla 4, Figura 4).

El 5 de junio de 2009 se llevé a cabo en el hospital el PPCL mediante el

procedimiento descrito de hipercloracion del agua.

El dltimo caso incidente de esta oleada fue detectado el 20 de mayo de

2009. Seis semanas después (2 de julio de 2009) el ultimo paciente colonizado
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gue permanecia en la unidad fue trasladado a otro hospital. El brote se crey6

erradicado.

4.3.3.2 Oleada?

El 20 de agosto de 2009 regres6 al Hospital de La Merced el ultimo
paciente de la oleada 1 y fue ingresado de nuevo en la UCI. De forma inmediata
se tomaron medidas de aislamiento de contacto. Sin embargo, el 7 de septiembre
de 2009 se aislo KOXvp-g @ partir de un hemocultivo de otro enfermo ingresado en
la cama 7. En ese momento se pusieron en marcha todas las medidas basicas de
control (Figura 4). No obstante, nuevos casos fueron apareciendo de forma que
en noviembre la situacion estaba fuera de control. En ese momento se consulto
con la Unidad de Gestion Clinica de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
del Hospital Universitario Virgen Macarena y se acordd poner en marcha nuevas

medidas adicionales de control:

- Establecimiento de cohortes de pacientes colonizados y no
colonizados, con separacion fisica de la UCI mediante el ingreso de los casos en
el Anexo a la unidad (Figura 3).

- Optimizacion del cociente personal de enfermeria/caso (2/1) y

auxiliar de enfermeria/caso (2,5/1).

Disponibilidad de un celador exclusivo en la UCI.
- Creacidén de una subcomision de utilizacion de antibioterapia que
desaconsej6 el uso de carbapenémicos, sin llevar a cabo una restriccion de su

uso como tal.
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- Establecimiento de un circuito de limpieza limpio-sucio.

El EA 2 se llevé a cabo en noviembre de 2009 (multiples muestras

superficiales) con resultado negativo.

En abril de 2010, la UCI pudo permanecer vacia durante 10 dias. En ese
periodo se completo el circuito de limpieza limpio-sucio, se sustituyeron todos los

fomites y se pintaron las paredes.

El 4 de junio de 2010, tras la aplicacion del PPCL mediante una

hipercloracion del agua, se asumio de nuevo que el brote estaba controlado.

El dltimo caso de esta oleada fue detectado el 20 de abril de 2010. Hubo
un total de 17 enfermos afectados. Ocurrieron siete casos de infeccién: cuatro
bacteriemias primarias, dos NAVM y una infeccion del tracto urinario. Nueve

(52,9%) de los pacientes afectados fallecieron.
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4.3.3.3 Oleada3

Después de cuatro meses sin ningln caso, a finales de agosto de 2010,
KOXwp-s fue aislada a partir de una muestra clinica (aspirado traqueal) de un
paciente que llevaba soélo cuatro dias ingresado en el box 5. A partir del
conocimiento de este nuevo aislamiento se activé de nuevo el protocolo de control
del brote y se pusieron en marcha las medidas de control (basicas y adicionales)
de forma inmediata (Figura 4). Dada la escasa duracion del ingreso del paciente
en el que se aislé KOXup-s, Se decidio investigar mediante cultivos de cribado a
otra enferma que habia precedido a este primer caso de la nueva oleada y que
habia permanecido 50 dias en el box 5. Esta enferma, ya fuera de la UCI y que no
habia coincidido con ningun paciente de la oleada 2, estaba colonizada y fue

considerada como el caso indice de esta oleada.

A primeros de octubre de 2010 se llevo a cabo el EP 2 que consistio en la
toma de una muestra de frotis rectal y faringeo -llevados a cabo por un sélo
miembro del personal de enfermeria no relacionado con la UCI- a todo el personal

sanitario. KOXup-s N0 se aislo de ninguna muestra (Figura 4).

En esa misma fecha se llevd a cabo el EA 3 que incluyd muestras
ambientales de los fomites y de las superficies alrededor de un caso. KOXvp-s fue
aislada a partir de las muestras tomadas de la sonda vesical y el estetoscopio

utilizados en ese paciente.
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A finales de febrero de 2011 el brote seguia fuera de control, con 10
casos desde que se reactivara en septiembre de 2010. El equipo de control
decidioé entonces realizar un nuevo estudio ambiental (EA 4) incluyendo muestras
de lugares humedos y no accesibles a la limpieza habitual. Se estudiaron todas
las tuberias, bajantes y sifones de los lavabos de la unidad. Todas las muestras
fueron negativas salvo las tomadas del L6 (Figura 4, Tabla 4). Se aislaron
innumerables colonias de KOXup.s de todas las muestras del L6 salvo las
procedentes del grifo y la rejilla del orificio de desagie de rebosamiento (Figura
4). Las muestras de la tuberia de conexion entre el L6 y L7 también fueron
positivas. El 25 de febrero de 2011 tanto el L6 como todo su sistema de desague
fueron eliminados. La tuberia de conexion del L6 con el L7 fue sustituida. La

situacion antes y después de esta accion se muestra en la Figura 6.

A partir de ese momento so6lo hubo dos nuevos pacientes afectados por
KOXvp-s €n esta oleada. Ambos aislamientos se produjeron en el box 5, 18 y 53
dias después de la referida intervencion ambiental. Dado que el segundo caso
ingres6 después de que todos los casos y pacientes no afectados hubiesen
abandonado la UCI, se decidio repetir la investigacion ambiental. EI EA 5 incluy6
de nuevo todas las tuberias, sifones y bajantes de la unidad, asi como muestras
superficiales del box 5 y del almacén en el que habia estado el L6 (Tabla 4). Las
18 muestras tomadas fueron negativas. Desde ese momento no hubo nuevos
casos y el 18 de junio, tras la aplicacion del PPCL, el brote se dio una vez mas

por controlado y las medidas de control cesaron.
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Hubo 12 casos en la oleada 3 incluyendo sélo tres infecciones (todas

NAVM). La mortalidad cruda fue del 41,6%.

4.3.3.4 Oleada4

La ultima oleada del brote comenzé el 3 de septiembre de 2011 con el
aislamiento de KOXvp-g a partir de liquido ascitico de una paciente ingresada, otra
vez, en el box 5. Tras la reactivacion de las medidas de control se investigaron

todos los pacientes de la unidad, encontrandose otros dos pacientes colonizados.

El 26 de septiembre, una vez que la paciente indice abandon¢ el box 5,
se decidié no volver a ingresar pacientes en este box. De igual forma, una vez
realizada la limpieza terminal de ese box, se realiz6 el EA 6: todas las superficies
del box 5 y el L5 completo. De este lavabo se tomaron 11 muestras (superficies,
grifo, rejillas, tapon, tuberias y sifon). Todas las muestras (de superficies y del L5)
fueron negativas. Sin embargo, el 5 de octubre se decidi6 aislar el BAR5 —al que
todavia desaguaban las tuberias horizontales de desagie del L5 y L7- y sustituir
las tuberias horizontales de estos lavabos. Las nuevas tuberias fueron
conectadas al BAR4 (Figura 7). Desde ese momento no ha habido nuevos

aislamientos de KOX;up-s €n la UCI.
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4.3.4 Aislamientos de K. oxytoca durante el brote

Los aislamientos obtenidos a partir de la oleada 2 mostraron un patron
fenotipico de resistencia idéntico a los caracterizados en la primera oleada (99) y
en todos se detectd el gen blajyp-s. Asimismo, mostraron pertenecer al mismo clon
epidémico. A partir de entonces (oleadas 3 y 4) so6lo se estudiaron algunas cepas
de muestras clinicas seleccionadas al azar, asi como todas las provenientes de
muestras de estudio ambiental. Todas eran portadoras del gen blaues ¥

mostraron el mismo perfil al estudiarlas mediante PFGE.

4.3.5 El altimo caso del brote

El dltimo caso del brote no se produjo en la UCI. Se trataba un paciente
varon de 68 afios que habia ingresado el 12 de julio de 2011 para someterse a
una cirugia programada de cancer de colon. El paciente presentaba antecedentes
de hipertension arterial, dislipemia, enfermedad vascular cerebral —habia sufrido
un ictus isquémico frontal dos afios antes- e hipertrofia benigna de préstata. En
1998 habia sido sometido a una reseccion abdominoperineal a causa de un
cancer de recto por el que recibi6 ademas radioterapia y quimioterapia. Desde
entonces sufria episodios recurrentes de hematuria a causa de una cistitis
actinica. En junio de 2011 fue diagnosticado de una recidiva del cancer. Por ese
motivo se plantedé realizar una colectomia total, que motivd el ingreso.
Desgraciadamente, 48 horas después de la intervencién sufri6 una infeccién

intraabdominal y tuvo que ser intervenido nuevamente, sometiéndose a una
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reseccion amplia de intestino delgado en la que se conservd solamente un metro
de intestino proximal y un asa no funcional distal abocada a piel por un extremo y
libre a peritoneo por otro. A causa de dicha intervencion permanecio en la UCI del
18 al 25 de julio (periodo entre las oleadas 3y 4 en el que no estaban activas las

medidas especificas de control) y desarroll6 un sindrome de intestino corto.

Posteriormente fue trasladado a planta de cirugia donde permaneci6 seis
meses (hasta el 24 de enero de 2012). Durante el ingreso en cirugia compartio
personal sanitario con la paciente indice de la oleada 4 del brote (Figura 4), que
permanecio ingresada en una habitacion contigua desde que fue dada de alta de

la UCI hasta su alta definitiva.

En relacion a la evolucion clinica, el paciente tuvo que ser sometido a
nutricion parenteral total mediante catéter venoso central (CVC), sonda vesical,
nutricion enteral por sonda nasogastrica primero y mediante gastrostomia
percutanea endoscopica mas adelante, asi como drenaje peritoneal. Ademas
tenia realizadas dos enterostomias, una funcional y la otra procedente del asa no

funcional.

La evolucion fue muy torpida debido al desarrollo de mudltiples

complicaciones de caracter no infeccioso:

- Un cuadro de hematuria grave y muy prolongada que precisé
transfusiones muy frecuentes (practicamente diarias) desde agosto hasta

noviembre de 2011. Tuvo varios episodios de insuficiencia renal obstructiva
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secundaria a coagulos que obligaron a realizar varias cistoscopias. En una de
ellas sufri6 una perforacion vesical con posterior fistula vesico-peritoneal por lo
gue comenzo a secretar orina a peritoneo recogida por la ostomia distal. Se tuvo
gue mantener con sonda vesical por todo ello.

- Multiples episodios de insuficiencia renal aguda y trastornos
hidroelectroliticos a causa del sindrome de intestino corto, que se consiguieron
controlar con el aporte de aproximadamente cinco litros diarios de fluidos.

- Un cuadro de desnutricion grave.

- Una hepatitis aguda grave secundaria a nutricion parenteral total.

Desde el punto de vista infeccioso también acontecieron multiples

complicaciones:

- Dos infecciones del tracto urinario asociadas a sondaje vesical
(diagnosticadas clinicamente y sin confirmacion microbiolégica) por las que
recibio tratamiento con quinolonas.

- Una infeccion de herida quirdrgica.

- Una peritonitis secundaria en la se aisl6 Candida albicans y por la
gue recibié ceftriaxona y fluconazol.

- Un cuadro de infeccién intravascular que dio lugar a la publicacion
namero tres, y que consistido en lo siguiente: El 26 de octubre de 2011, en el
contexto de un cuadro febril, se aislé S. epidermidis de la punta de un CVC con
signos locales de infeccibn en el punto de insercibn. No se extrajeron
hemocultivos. El 4 de noviembre el enfermo seguia febril y se sospeché la

existencia de una bacteriemia relacionada con catéter, dado que existia fiebre sin
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foco aparente y signos locales de infeccién del nuevo CVC, que fue retirado
aunque no se procedid a cultivar. En ese momento el paciente mostraba
hemorragias conjuntivales como signo exploratorio mas significativo. Se comenzé
tratamiento empirico con imipenem (1 g/8h), vancomicina (1 g/12h) y amicacina (1
g/24h). En los hemocultivos se aislé6 S. epidermidis resistente a meticilina y
KOXiwp-s, por lo que se sustituyé imipenem por fosfomicina (4 g/6h) por via
intravenosa, manteniéndose vancomicina y amicacina. Una ecocardiografia
transesofagica realizada por sospecha de endocarditis confirmé la existencia de
una verruga endocarditica de 10 mm en el seno coronario de la vélvula aodrtica,
cuya funcidén era normal. El paciente quedd afebril unas 72 horas después de
comenzar el tratamiento, aunque unos dias mas tarde desarroll6 de nuevo
febricula, que se consider6 de origen no infeccioso dada la buena evolucion
clinica y analitica del enfermo (Tabla 6), y que cediéo con antiinflamarios no
esteroideos. Finalmente completd 28 dias de tratamiento antimicrobiano con
excelente tolerancia al mismo, salvo un episodio autolimitado de hipopotasemia
(Tabla 6), consiguiéndose ademas una resolucion completa del cuadro, segun se

aprecio en una ecocardiografia de control.

4.3.6 Probabilidad de infeccion y/o colonizacién por

KOXup-sy presion de colonizaciéon

La mediana de tiempo desde el ingreso hasta la infeccién y/o colonizacién

por KOXvp-s durante las oleadas 1y 2 fue de 16 (RIQ 12-32) dias. La probabilidad

acumulada de infeccién y/o colonizacion por KOXup.g S€ increment6 desde el 18%
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(DE 6%) en el 10° dia de ingreso, al 56% (DE 9%) en el 20° dia, 71% (DE 8%) en

el 30° dia y hasta el 87% (DE 7%) en el dia 50 (Figura 8).

La mediana del conjunto de medianas de presiones de colonizacién de
cada paciente fue del 23,9% (RIQ 13,9-33%). El tiempo desde el ingreso hasta la
infeccién y/o colonizacién por KOXvp.s fue similar en los todos los pacientes, con
independencia de que hubiesen estado sometidos a baja (<23,9%) o alta presion

de colonizacion (223,9%); p=0,57 en el test de log-rank (Figura 9).

4.3.7 Estudio de casos y controles para la identificaciéon

de factores de riesgo de colonizacion/infeccion por KOXmp-s

En este estudio se incluyeron 26 casos y 45 controles, dado que hubo

siete casos para los que solo fue posible encontrar un control.

La comparacion univariante de casos y controles se muestra en la Tabla
7. La necesidad de ventilacion mecanica (97% frente a 60%, p=0,001),
tragueotomia (62% frente a 4%, p<0,001), dias de ingreso en el box 1 [38 (RIQ
22-51) frente a 5 (RIQ 4-6) dias, p=0,004] y en el box 8 [19 (RIQ 5-33) frente a 5
(RIQ 3-8) dias, p=0,038], la exposicion a algun antimicrobiano (92% frente a 56%,
p=0,001), la exposicion a cefalosporinas de tercera generacion (65% frente a
27%, p=0,006), o a piperacilina/tazobactam (46% frente a 22%, p=0,036) y el
tiempo en riesgo [34 (RIQ 16-52) frente a 5 (RIQ 2-9) dias, p<0,001] fueron
significativamente mas frecuente en los casos. Por otro lado, el antecedente de

cancer fue mas frecuente en los controles (8% frente a 38%, p=0,006).
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En el analisis multivariante de regresion logistica mostrado en la Tabla 7,
solamente el tiempo en riesgo se asocié independientemente con un riesgo
incrementado de infeccion y/o colonizacion por KOXp.s [0dds ratio ajustada:

1,13; intervalo de confianza (IC) al 95%: 1,03-1,26; p=0,012]

En el modelo de regresion de Cox, ninguna de las variables incluidas se
comporté como un factor de riesgo independiente de tiempo hasta infeccion y/o

colonizacion por KOXyp.g durante el brote (Tabla 8).

4.3.8 Infecciones causadas por KOXyp.g

Los detalles clinicos, terapéuticos y pronosticos de los 14 casos de
infeccion por KOXvp-g durante el brote se muestran en la Tabla 9. La infeccidon
mas frecuente fue la NAVM (siete casos), seguida de bacteriemia primaria (cuatro
casos), bacteriemia asociada a CVC (un caso), infeccion del tracto urinario (un

caso) e infeccion de liquido ascitico (un caso). La mortalidad bruta fue del 50%.

El tratamiento empirico fue inapropiado en 12 (85,7%) casos, de los que
seis (50%) murieron: tres de los siete casos de NAVM vy tres de los cuatro de

bacteriemia primaria.

En relacién con el tratamiento dirigido, de los 11 pacientes no fallecidos
en el momento de recibir los resultados microbiolégicos, cinco fueron tratados con

monoterapia (uno con tigeciclina y cuatro con amicacina) y seis con terapia
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combinada (todos con amicacina, combinada con tigeciclina en cuatro casos,
imipenem en un caso y fosfomicina en el Ultimo caso). La mortalidad de los
pacientes tratados con monoterapia fue del 60% (tres de cinco), mientras que fue
del 16,6% (uno de seis) en los tratados con terapia combinada [riesgo relativo:

3,6; IC 95 %: 0,5-24,7; p = 0,07].

4.3.9 Consumo de antibioterapia durante el brote

Como se muestra en la Figura 10, el uso de fluorquinolonas, fosfomicina y
aminoglucosidos aumenté de forma significativa al comienzo del brote (los dos
ultimos se usaron para tratar infecciones por KOXup-g). En contraste con ello, el
consumo de cefalosporinas de tercera generacion sufrié un descenso. Por ultimo,
ocurrié también un descenso en el uso de carbapenémicos y un aumento en el de

piperacilina/tazobactam y tigeciclina, si bien estos no fueron significativos.
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4.4 Discusion

4.4.1 Aspectos generales

Este trabajo describe uno de los brotes nosocomiales por Klebsiella spp.
productora de carbapenemasa mas prolongados a nivel mundial, que pudo
finalmente ser completamente erradicado (101-106, 110, 133-136). Y dado que se
produjo por una cepa clonal y en una pequefia unidad con muy poco intercambio
de pacientes con otras unidades, representa un modelo excelente para estudiar la
complejidad de la epidemiologia de estos brotes. Asi, hemos podido caracterizar
el brote de forma detallada, evaluar los motivos del fracaso de las medidas de
control habituales, evaluar los factores de riesgo para la adquisicion de la
bacteria, estudiar las caracteristicas clinicas de las infecciones y, aunque de
manera limitada por el bajo numero de casos, estudiar la respuesta a los

tratamientos antimicrobianos.

4.4.2 MBL tipo IMP

La cepa causante del brote fue adecuadamente caracterizada como la
primera enterobacteria productora de la MBL IMP-8 en Espafia en el laboratorio
de Microbiologia del Hospital Universitario Virgen Macarena (99). Como se
menciono en la Introduccion, hasta entonces se habian descrito enterobacterias
productoras de este tipo de MBL fundamentalmente en el sudeste asiatico,
Australia y casos esporadicos en Turquia y Brasil. Desde la conclusién del brote

ha continuado la expansién mundial de este tipo de MBL, tal como se muestra en
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la Figura 11. Asi, en 2012 tuvo lugar un brote nosocomial por K. pneumoniae
productora de IMP-4 en China (137). En Espafia, en 2009 se describié una cepa
de K. pneumoniae productora de IMP-22 (138) y en 2012 una nueva enzima (IMP-
28) en una cepa de K. oxytoca (139). En 2013, la situacion en Taiwan podia
calificarse de endemia, toda vez que se describieron 37 casos de bacteriemia por
enterobacterias productoras de IMP-8, nueve de ellas K. pneumoniae (140).
Siguiendo con la enzima producida por la cepa responsable del brote descrito en
esta tesis, en 2009 se describio blawp.g €n un nuevo integron de clase 3 presente
en una cepa de K. pneumoniae (141). Y finalmente, en la India se ha descrito la

enzima IMP-26 en cepas tanto nosocomiales como comunitarias (142).

No conocemos como se introdujo esta carbapenemasa en nuestro centro.
Sin embargo, dado que el numero de aislamientos de K. oxytoca no
multirresistente se incrementé de forma notable justo antes del comienzo del
brote, planteamos como hipotesis que antes de la ocurrencia del brote se podria
haber estado diseminando una cepa sin la carbapenemasa, que en algun
momento adquirié el gen blawp-s, quizas a partir de una bacteria no patogena.
Desgraciadamente no es posible confirmar o descartar esta hipétesis, puesto que
las cepas de K. oxytoca anteriores al comienzo del brote no pudieron ser

estudiadas al no haber sido conservadas.

Nuestra hipotesis se basa en la teoria de que, si bien los brotes suelen
comenzar con la introduccién de un clon multirresistente con capacidad de
diseminacion en un entorno especifico, en algunas ocasiones no es asi, sino que

la situacion se inicia como un brote causado por un clon sensible (o al menos no
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multirresistente) que consigue expandirse de forma exitosa por razones diversas
(y que al no ser multirresistente puede pasar desapercibido), y que eventualmente
adquiere horizontalmente el/los genes de multirresistencia a travées de un
plasmido, lo que podria favorecerse en el contexto de una elevada presion
antibidtica (143). No obstante, la hipétesis de que la cepa epidémica ya portadora
del gen blawp.s fuese introducida en la UCI por un paciente colonizado
previamente no es en absoluto descartable, aunque esto no explicaria el aumento
de aislamientos de K. oxytoca ocurridos con anterioridad. Hemos de recordar que
antes del comienzo del brote no existia vigilancia activa de los enfermos al

ingreso en la UCI.

4.4.3 Del reservorio humano al ambiental

Nuestra hipotesis inicial sobre las bases epidemiolégicas del brote, es
decir, que los pacientes infectados y/o colonizados por la cepa responsable son el
principal reservorio en los brotes nosocomiales por enterobacterias
multirresistentes, siendo la transmision cruzada entre pacientes el principal
mecanismo de transmision, es un hecho completamente establecido (107). Sin
embargo, también es conocido que las medidas de control son a menudo
insuficientes para erradicar los brotes causados por estas cepas (102, 104, 144).
En nuestro caso, las medidas basicas fallaron y fue necesario poner en marcha
medidas adicionales como el aislamiento fisico o el establecimiento de cohortes
de personal sanitario, que habian mostrado ser efectivas en otros brotes similares
(102, 104). Desgraciadamente estas medidas adicionales tampoco lograron

erradicar el brote y las Ultimas oleadas ocurrieron, ademas, después de largos
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periodos sin casos en la unidad y sin enfermos que hubiesen coincidido en algun
momento del ingreso con los casos. Este fendbmeno, previamente observado (101,
144), puede sugerir la existencia de un reservorio no descubierto, bien humano
(pacientes o trabajadores sanitarios) o ambiental, que permita la supervivencia de
la cepa responsable del brote a pesar de las medidas de control puestas en
marcha. Dado que los estudios realizados al personal sanitario no pudieron poner
de manifiesto la existencia de un reservorio humano estable (portador sano), la
hipétesis de la existencia de un reservorio ambiental fue cobrando

progresivamente mas fuerza.

4.4.4 Investigacion ambiental

La busqueda de potenciales reservorios ambientales ha sido
frecuentemente obviada, por lo que sdélo algunos autores han publicado estudios
ambientales en las descripciones de brotes nosocomiales anteriores a éste (101,

102, 104, 133).

No existen recomendaciones estandarizadas sobre cuando, donde y
como hay que realizar una investigacion ambiental en un brote. En el caso de
Klebsiella spp., la mayoria de los estudios ambientales publicados hasta la fecha
han sido realizados sobre superficies secas (104). En este contexto, K.
pneumoniae multirresistente ha sido recuperada de camas y aparatos médicos
(104, 133) e incluso de teclados contaminados (135). K. oxytoca también ha sido

recuperada de muestras procedentes del cultivo de aparatos de ventilacion
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mecénica (145). Asi, nosotros aislamos la cepa responsable del brote en

instrumentos médicos situados en la vecindad de un paciente afectado.

Sin embargo, todos estos aislamientos realizados a partir del estudio de
superficies secas pueden ser el resultado de contaminaciones puntuales
secundarias a rupturas ocasionales de las medidas de control de transmision
cruzada. La constitucion de un reservorio estable podria ser mas factible en
lugares humedos fuera de los circuitos de limpieza habituales, en los que
existieran factores que favorecieran la creacién de biopeliculas donde la bacteria
pudiera sobrevivir por largos periodos de tiempo (144-148). Nuestro estudio
describe el hallazgo de un reservorio ambiental de este tipo en el sifon y las
tuberias de desagiie del L6 durante la oleada 3 (Figuras 3y 4 y Tabla 4). En
funcidn de este hallazgo y la progresiva asociacion de casos en el box 5,
planteamos que ocurrié un cambio en la epidemiologia del brote por el que, desde
un escenario donde el reservorio era predominantemente humano durante las
primeras oleadas, —aunque no es posible descartar completamente la existencia
de un reservorio ambiental también en estas oleadas, en las que sélo se
estudiaron superficies secas-, evolucioné hacia otro en el que el reservorio
ambiental descubierto era el responsable de la aparicion de nuevos casos mas
esporadicos. Las evidencias de que este reservorio fue clave en las oleadas 3y 4
son varias: aislamiento del microorganismo, acumulacién de casos en camas
relacionadas con el desagie del L6 y erradicacion del brote al eliminar el
reservorio. Esta evolucion y cambio en los determinantes del brote (reservorios y
mecanismos de transmisidén) posiblemente ocurre con mas frecuencia de lo

reconocido en brotes que no logran erradicarse sin el cierre y/o reforma completa
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de unidades de hospitalizacién, y deberia ser tenida en cuenta en estas

situaciones.

4.4.5 Importancia de lavabos y sistemas de desaglie de

aguas residuales

Los lavabos y sistemas de desagiie contaminados se estan describiendo
de forma cada vez mas frecuente como reservorios relevantes de bacterias
gramnegativas multirresistentes como A. baumannii (147), P. aeruginosa (148) y

recientemente también K. oxytoca (144).

El agua usada para el lavado de los pacientes, el lavado de manos o de
instrumentos médicos, contaminada por la bacteria en cuestidon, es eliminada a
través de los lavabos. De esta forma, las bacterias alcanzan el sifon y las tuberias
de desagtie, donde pueden formar biopeliculas y con ello reservorios estables en
estos lugares. La formacion de estos reservorios puede estar favorecida por el
mal uso de los lavabos (como ocurre con el vertido de medicamentos o sueros;
ademas, el vertido de agua potencialmente contaminada tras la higiene de
pacientes o limpieza de instrumentos médicos deberia realizarse en vertederos ad
hoc y no en los lavabos que se usan luego para la higiene de manos) y por el mal
estado o disefio de las tuberias de desagle, con frecuentes tramos horizontales o
incluso con pendiente negativa o tramos blogueados, que dificultan o enlentecen
el flujo y facilitan el estancamiento y la consiguiente formacion de biopeliculas

(Figura 12a).
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En este escenario, al abrir el grifo de un lavabo, fundamentalmente
cuando el chorro vierte directamente en la rejilla de desague, se crean
salpicaduras y aerosoles que hacen que las bacterias presentes en los
reservorios del sistema de desagiie contaminen intermitentemente la vasija del
lavabo y las superficies anexas (Figura 12b), que a su vez contaminaran las
manos del personal, su ropa o los dispositivos sanitarios (147, 148).
Generalmente, el indculo de estas contaminaciones suele ser muy bajo por lo que
el descubrimiento de estas contaminaciones es muy complicado. Ademas, una
limpieza de superficies, aunque transitoriamente efectiva, no es capaz de
controlar adecuadamente la reiteracion de la contaminacion de bajo grado que se

continua produciendo.

En nuestra experiencia, la eliminacion del L6 y los sistemas de desague
de los L6 y L7 no bastaron para erradicar el brote. Ocurria que incluso cuando el
reservorio que se habia descubierto en relacion al L6 fue eliminado, el L5
permanecia conectado al mismo bajante que los L6 y L7 a través de su tuberia de
conexion con el BARS (Figura 6), lo que seguramente mantuvo el reservorio, y
nuevos casos tuvieron lugar en dicho box. So6lo cuando el sistema de desagle
horizontal del L5, a pesar de no haber encontrado alli la bacteria, fue retirado y
tanto el L5 como el L7 fueron conectados al BAR4, aislando el BAR5 (Figura 7),
pudo erradicarse el brote. Este hecho apoya definitivamente la existencia de un

reservorio en relacion al L5 que no pudo ser puesto de manifiesto.
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4.4.6 El papel del PPCL

El PPCL es una accién no especificamente realizada para este brote pero
que, sin embargo, pudo jugar un papel importante en la epidemiologia del mismo.
En las tres primeras oleadas, el cese de aparicion de casos nuevos coincidié con
la aplicaciéon del PPCL, reapareciendo posteriormente unos meses mas tarde
(Figura 4). Este hecho apoya la hipotesis de que el PPCL pudo tener un impacto
importante aunque no definitivo sobre los reservorios ambientales localizados en
los sistemas de desaglies de aguas residuales, de forma que era capaz de
disminuir significativamente los mismos pero incapaz de erradicar completamente
las biopeliculas. En este sentido, la descontaminacion quimica de los sistemas de
desagiie se ha descrito como una accion efectiva aunque limitada para la
erradicacion de este problema (144, 148). En esto se baso la ultima accion
realizada en este brote una vez que ceso definitivamente la aparicion de casos: la
colocacién de una valvula de cierre en las tuberias de desaglie de todos los
lavabos para llevar a cabo una limpieza bisemanal con amonios cuaternarios

(Tabla 4).
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4.4.7 Factores de riesgo de infeccion y/o colonizacién

por KOX|MP.8

Los factores de riesgo de adquisicién de patdgenos multirresistentes
varian dependiendo del reservorio y mecanismos de transmision del
microorganismo. En los brotes producidos debido a una fuente de contaminacion
comun, la exposicién a esa fuente es el principal factor de riesgo. Por otro lado,
en las situaciones en las que los pacientes infectados y/o colonizados son el
principal reservorio, las variables que favorecen la transmision cruzada son los
factores de riesgo mas importantes. En nuestro caso, esta fue la razén de que
cifiecramos el andlisis de los factores de riesgo a las dos primeras oleadas, las
Unicas en las que claramente pudimos asumir que el reservorio principal era
probablemente humano y la principal via de transmision la de persona-persona a
través del personal sanitario (transmision cruzada). Una fortaleza de nuestro
trabajo es que incluyo el estudio de reservorios ambientales desde el principio, lo
gue ha sido muy infrecuente obviado en el abordaje de los brotes similares que se
han descrito hasta la fecha en la literatura. Es por tanto necesario ser muy
cuidadosos en la interpretacion de los factores de riesgo hallados a partir del

estudio de brotes insuficientemente caracterizados.
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4.4.7.1 Tiempo en riesgo

Curiosamente, ninguno de los factores de riesgo tradicionalmente
descritos para la adquisiciobn de enterobacterias resistentes a carbapenémicos,
como las enfermedades subyacentes, los procedimientos agresivos o la gravedad
de la enfermedad actual, se asociaron de forma independiente en nuestro estudio
con la adquisicion de KOXvp.s cuando se tomd en cuenta el tiempo en riesgo
(109-114). Este hallazgo apoya la idea de que en los brotes en los que los
pacientes infectados y/o colonizados son el principal reservorio, las oportunidades
de transmision se acumulan a lo largo del tiempo (115). Esto ademas puede ser
mas evidente todavia en los brotes producidos en UCI, donde la presencia de los
factores de riesgo clasicos (gravedad de los pacientes, exposicion a
procedimientos invasivos) es mas generalizada y homogénea que en los brotes
desarrollados en unidades de hospitalizacion convencionales, y por tanto la
acumulacion de posibilidades de transmision cruzada sobresale como el principal
factor de riesgo (109, 110, 112-114, 116, 118, 149). Todos estos argumentos nos
llevan a concluir principalmente dos cosas: la primera, que el tiempo en riesgo
tiene que ser necesariamente controlado en cualquier estudio sobre factores de
riesgo de adquisicion de bacterias multirresistentes en un entorno concreto, para
una correcta interpretacion de variables como la gravedad de la enfermedad
actual, los procedimientos agresivos (que pueden traducir simplemente una mayor
acumulacién de posibilidades de transmision) o la exposicién a antimicrobianos
(también es mas probable que se reciban antimicrobianos a mayor tiempo en

riesgo); y la segunda, que el manejo de los brotes nosocomiales por bacterias
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resistentes a carbapenémicos en similares situaciones epidemioldgicas debe
incluir la salida de los pacientes de la unidad afecta tan pronto como la situacion

clinica lo permita, para reducir los tiempos en riesgo de estos pacientes.

4.47.2 Presion de colonizacién

Aunque la presion de colonizacidbn (porcentaje de los pacientes
ingresados en la unidad afecta que estan colonizados o infectados por la bacteria
causante del brote en un momento determinado) es un factor de riesgo bien
establecido para la adquisicion de bacterias grampositivas, en bacterias
gramnegativas este hecho no esta tan claramente demostrado (113, 150, 151). En
nuestro estudio de casos y controles, el impacto de la presién de colonizacion se
controlo en el disefio al emparejar casos y controles segun el dia de ingreso en la
UCI. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que los pacientes sometidos a
una presion de colonizacion mas elevada no adquirieron mas precozmente
KOXvp-s que aquellos sometidos a menor presion de colonizaciéon, tal como se
hubiese esperado. Este hallazgo nos permite dar solidez a nuestra conclusion de
gue el tiempo en riesgo fue mas determinante que la presién de colonizacion para
la adquisicion de la bacteria multirresistente en un contexto de cumplimiento
razonablemente adecuado de las medidas estandar de control de transmision
(higiene de manos, precauciones de contacto y limpieza de superficies). Y esta
afirmacion refleja indirectamente que una deteccion y aislamiento precoz de los
pacientes afectados puede efectivamente, aunque de forma temporal, limitar la

transmision de la cepa productora del brote.
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4.4.7.3 Papel de la antibioterapia

Los B-lactdmicos en general, incluyendo carbapenémicos, penicilinas
activas frente a P. aeruginosa y combinaciones de B-lactdmicos con inhibidores
de B-lactamasas, asi como las fluorquinolonas, han sido asociados con un riesgo
incrementado de adquirir una enterobacteria resistente a carbapenémicos (109,
110, 114, 116, 118, 149, 152). Sin embargo, nosotros, al igual que otros autores,
no logramos demostrar una relacién entre el uso previo de antibioterapia y la
adquisicion de KOXvp-s (111, 113). Este hecho podria explicarse por una falta de
potencia estadistica de nuestro estudio. Pero, por otro lado, también podria ocurrir
gue la presion antibidtica no sea esencial en brotes ocurridos en UCI debido a las
caracteristicas particulares de este escenario, en el que las posibilidades de
transmision cruzada son muy altas por el elevado uso de procedimientos
agresivos y la alta frecuencia de contacto con los pacientes, limitandose a ser un
factor facilitador indirecto mediante la eliminacién de parte de la flora endégena en
el paciente que recibe el antibidtico. Esto hace que el paciente adquiera flora
exdgena ante exposiciones menores, al reducir la competencia en el nicho
ecoldgico vy, a la vez, aumentar la capacidad de diseminacion desde ese paciente
al permitir un mayor grado de colonizacion en su flora por la cepa resistente (153).
Ello nos ayudaria a explicar por qué la aplicacion de una politica de restriccion del
uso de carbapenémicos ha demostrado ser de muy dudosa utilidad por si misma
(104), dado que otros farmacos pueden actuar también como selectores de estas
cepas, siendo mas razonable una politica de uso adecuado de antimicrobianos en

general, que intente reducir la exposicién innecesaria a los mismos. Esta es la
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base de nuestra medida de no restringir el uso de carbapenémicos, preconizando

en su lugar un uso responsable de la terapia antimicrobiana en general.

4.4.8 Tratamiento de las infecciones por KOXwp-s

Dado que el tratamiento de las infecciones producidas por enterobacterias
resistentes a carbapenémicos no esta adecuadamente establecido, cualquier dato

sobre pacientes tratados y correctamente evaluados puede ser de interés (119).

Como describimos previamente, la cepa productora del brote descrito en
este trabajo era resistente a todos los antimicrobianos de primera linea frente a
Klebsiella spp. (fundamentalmente B-lactamicos y quinolonas). Aunque la terapia
combinada no ha demostrado ser superior a la monoterapia con (-lactamicos y
guinolonas en el caso de cepas sensibles a estos farmacos, el hecho de que
solamente los antimicrobianos considerados de segunda linea (aminoglucosidos,
tigeciclina, colistina o fosfomicina) sean los que con mas frecuencia permanecen
completamente activos frente a enterobacterias resistentes a carbapenémicos
puede ser la razon de que la terapia combinada haya mostrado mejores
resultados que la monoterapia en estudios observacionales retrospectivos (120,
121) y constituya actualmente el régimen mayoritariamente recomendado (154,
155), mas aun en algunos subgrupos de pacientes, como aquellos con mayor
pluripatologia de base y mayor gravedad de la infecciobn, —bacteriemias
principalmente (156)-. Otra cuestibn no menor es establecer el régimen de terapia

combinada mas Optimo, un aspecto no clarificado a pesar de haber sido
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especificamente abordado en un meta-analisis reciente (157), debido a las

limitaciones de los estudios realizados hasta la fecha.

Los aminoglucosidos han mostrado aceptables tasas de actividad frente a
estas cepas, aunque la experiencia clinica con estos farmacos es mas escasa
gue con tigeciclina o colistina (158). Un trabajo reciente mostré que el tratamiento
con aminoglucésidos (en este caso, gentamicina, por ser la cepa sensible),
normalmente en combinacion con otros farmacos, se asoci6 con menor
mortalidad que el uso de otros tratamientos en un brote causado por una cepa de
K. pneumoniae productora de KPC (159). Por otro lado, otros autores han descrito
un aumento de mortalidad en pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae
productora de KPC tratados con aminoglucésidos en monoterapia frente a terapia
combinada (121, 160). Nosotros usamos amicacina en monoterapia en cuatro de
nuestros pacientes con infeccion por KOXp.s, tres de los cuales fallecieron.
Estos malos resultados pueden explicarse, al menos de forma parcial, por las
propiedades farmacocinéticas de los aminoglucésidos, para los que es
complicado conseguir una concentracion plasmatica adecuada en infecciones
distintas a las del tracto urinario. Mas aun cuando, como en nuestra serie, no se
administra una dosis de carga y/o no se usan en administracion Unica diaria (161).
En cualquier caso, esta claro que el papel de los aminoglucésidos en estas

infecciones merece mas estudios.

Otro aspecto importante en el tratamiento de las infecciones por
enterobacterias productoras de carbapenemasas es el papel de los propios

carbapenémicos. El uso de éstos se ha descrito como una alternativa valida para
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el tratamiento de infecciones por K. pneumoniae productora de MBL tipo VIM y
KPC. Asi, las cepas con CMI de imipenem <4 mg/L o de meropenem <8 mg/L
podrian ser adecuadamente tratadas con estos farmacos usados dentro de una
terapia combinada con otro farmaco activo de segunda linea (162), sobre todo si,
en el caso de meropenem, se usa a dosis elevada (2 g/8h) y en perfusion
prolongada de 3-4 horas, o que aumenta la probabilidad de alcanzar el tiempo
sobre la CMI predictor de eficacia (156). Esto seria asi a pesar de que
actualmente solo se consideran sensibles las cepas con CMI <1 mg/L segun el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (163) y <2
mg/L segun el CLSI (164) para ambos antimicrobianos. Un paciente de nuestra
serie fue tratado exitosamente con imipenem, —con un aislado con CMI de este

carbapenémico de 2 mg/L-, en combinacion con amicacina.

Finalmente, otro farmaco que se mostr6 aparentemente eficaz en
combinacion con amicacina fue fosfomicina, cuando se uso para tratar al ultimo
paciente del brote. Este caso permitié valorar este farmaco en profundidad debido
al tipo de microorganismo y al tipo de infeccion: intravascular secundaria a una
bacteriemia relacionada con CVC, con probable endocarditis infecciosa. Se
catalogé como probable debido a que, aunque se cumplieron claramente los
criterios de Duke modificados de endocarditis infecciosa definitiva (165), no pudo
establecerse definitivamente si ésta fue producida por S. epidermidis, KOXyp-g 0
ambos microorganismos. De cualquier forma, el caso constituyé la primera
descripcion de un tratamiento de cuatro semanas con fosfomicina intravenosa a
dosis completas en combinacién con vancomicina y amicacina, con excelente

tolerancia y respuesta clinica.
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Fosfomicina es un antibiético antiguo que permanece activo muy
frecuentemente frente enterobacterias multirresistentes (166). Este hecho junto a
su potencial actividad sinérgica en combinacion con otros antimicrobianos, como
aminoglucosidos, justifican que pueda tener un papel en el tratamiento infecciones
por enterobacterias multirresistentes. En la parte negativa, su capacidad para
seleccionar mutantes resistentes (126), hace que ese papel sea de segunda linea
(167) y establece la necesidad de usarlo en combinacién. Ademas, el uso de
fosfomicina intravenosa conlleva la posibilidad de una sobrecarga de sodio debido
a la gran cantidad que contiene la preparacion para administracion parenteral. Sin
embargo, en la literatura so6lo se ha descrito un 6% de efectos secundarios
relacionados con sobrecarga de sodio (168) y nuestro paciente Unicamente
experimentd una hipopotasemia autolimitada, por otro lado el efecto indeseable

mas frecuentemente descrito (168).
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5. CONCLUSIONES
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1. La epidemiologia de los brotes nosocomiales producidos por
enterobacterias  productoras de carbapenemasas puede ser
enormemente compleja y cambiante en el tiempo, y su adecuada
caracterizacion requiere una investigacion epidemioldgica completa.

2. Aunque el principal reservorio de estos brotes son los pacientes
infectados y/o colonizados, y la transmision cruzada el principal
mecanismo de transmision, debe sospecharse la posibilidad de que
existan reservorios ambientales secundarios o alternativos siempre que
las medidas basicas para controlar la transmision cruzada se muestren
ineficaces para erradicar el problema.

3. Los reservorios ambientales localizados en lugares humedos fuera de
los circuitos de limpieza habitual (fundamentalmente sifones y tuberias
de desagie horizontales de lavabos) deben ser detenidamente
considerados e investigados en esas situaciones.

4. La erradicacion de brotes complejos y prolongados causados por
enterobacterias productoras de carbapenemasas es posible si se
caracterizan adecuadamente los reservorios de estas bacterias.

5. Es necesario estandarizar los procedimientos microbiolégicos (tipo de
muestras y procesamiento) para los estudios ambientales, que son
necesarios para la vigilancia y control de este tipo de brotes.

6. El tiempo en riesgo debe ser considerado siempre en cualquier estudio
sobre factores de riesgo de adquisicién del microorganismo en brotes
epidémicos, y la actuacién debe guiarse también por ello, intentando

gue los enfermos permanezcan el menor tiempo en la unidad afecta.
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7. Respecto al tratamiento, los datos que aporta este trabajo son limitados
pero apoyan la idea de que, mientras no existan mejores evidencias,
parece razonable tratar las infecciones invasoras graves por
enterobacterias productoras de carbapenemasas resistentes a los
farmacos de primera linea con terapia combinada, incluyendo al menos
dos antimicrobianos activos (0 uno activo mas imipenem, si la CMI es
<4 mg/L, o meropenem, si la CMI es <8 mg/L, ambos a las dosis mas
altas aconsejadas).

8. Fosfomicina puede ser una alternativa vélida en los regimenes de
tratamiento combinado para infecciones graves por enterobacterias

resistentes a carbapenémicos.
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Tabla 1. Tipos de infeccion producidos por Klebsiella spp.

Absceso hepatico
Bacteriemias
Infeccion osteoarticular
Infeccidn de piel y tejidos blandos
Absceso cerebral
Absceso renal
Meningitis
Endocarditis infecciosa
Endoftalmitis
Enterocolitis necrotizante
Colitis hemorragica
Infeccion intraabdominal
Absceso esplénico
Prostatitis / absceso prostatico
Infeccidn tracto urinario
Empiema
Infeccion de herida quirargica
Neumonia de la comunidad
Neumonia nosocomial
Neumonia asociada a ventilacion mecanica
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Tabla 2. Antimicrobianos B-lactamicos.

Tablas

Subfamilia Generacion Actividad predominante Antimicrobiano
Penicilinas naturales Cocos grampositivos Penicilina G
Penicilina V
Penicilinas resistentes Staphylococcus aureus incluyendo .
L L Meticilina
a penicilinasas productores de penicilinasa
Oxacilina
Cloxacilina
Cocos grampositivos y
Aminopenicilinas gramnegativos adquiridos en la Ampicilina
comunidad
Amoxicilina

Asociaciones con
acido clavulanico

o sulbactam
Carboxi y P. aeruginosa y gramnegativos Piperacilina /
ureidopenicilinas adquiridos en el hospital tazobactam
Cefalosporinas Primera Cocos gramp OS'P'VOS _S(_al_15|bles a Cefalotina
penicilina é meticilina
Cefazolina
Cefalexina
Cefadroxilo
Segunda Bacteroides fragilis Cefoxitina*
Cefminox*
Estreptococos. Microorganismos
e . Cefaclor
gramnegativos: enterobacterias
Cefuroxima
Cefonicida
Tercera Estreptococ_:os. .Microorganismos Cefpodoxima
gramnegativos: enterobacterias
Cefditoren
Cefixima
Ceftibuteno
Cefotaxima
Ceftriaxona
Enterobacterias y P. aeruginosa Ceftazidima
Cuarta Enterobacterias y P. aeruginosa Cefepima
Quinta Enterqbacterias y S aureus Ceftarolina
resistente a meticilina
Carbapenémicos Sin act|V|daq frente a P. Ertapenem
aeruginosa
Con actividad frente a P. Imipenem
aeruginosa
Meropemen
Doripenem

*Cefamicinas.
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Tabla 3. Clasificacion de B-lactamasas.

Grupo Inhibicién por
Jggsg estructural %l:;ttlrnat':%s AC/ EDTA Caracteristicas Enzimas representativas
y (subgrupo) TZB
: Hidrdlisis cefalosporinas >> penicilinas; E. coli AmpC, p99, ACT-1,
_________ oo ¢ o Cedosorma N N hidolizacefamicinas  CMY2FOX-LMR1
________ le . ........C .. Cefaosporina N N ______ Hidrdlisis deceftazidma ______________ GCLCMY-37
________ 2a_ A ... Peniclnas S ___N________ Hidrdlisis penicilinas >> cefalosporinas ___________________PCl_____
Penicilinas,
2b A cefalosporinas de S N Hidrdlisis penicilinas = cefalosporinas TEM-1, TEM-2, SHV-1
_____________________________________________ eSPeCtrO redUCIAO
Cefalosporinas de
X C - TEM-3, SHV-2, CTX-M-14,
2be A amplio espeqtro, S N Oxi-imino-B-lactamicos CTX-M-15, PER-1, VEB-1
e _____/Mmonobactamicos T
2br A Penicilinas N N Resistencia a clavulanico, tazobactam y TEM-30, SHV-10
___________________________________________________________________________________________________________________________ sulbactam T
Cefalosporinas de Oxi-imino-B-lactamicos con resistencia a
02ber A amplio espectro, N N P TEM-50
. clavulanico, tazobactam y sulbactam
e _______Mmonobactamicos
________ 2c A . _Carboxipenicilinas S N____________ Hidrlisis de carboxipenicilinas ____________ PSE-1, CARB-3, RTG-4
2ce A CarbOX|pe_n|C|I|nas, S N Hidrélisis de carboxipenicilinas, cefepima RTG-4
__________________________________________________ cefepima
________ d ... b ... Cloxaclna V. N Hiddlisisdecloxaclina _ ______________ OXAl OXA10
2de D Cefalqsponnas de Vv N Hidrdlisis de congcﬂma, OXi-imino-B- OXA-11, OXA-15
______________________________________________ amplioespectro " .. latamicos .
________ 2df ... D . Carbapenémicos _V_ N ____ Hidrlisis de cloxacilina, carbapenémicos  OXA-23, OXA-48
26 A Cefalqsporlnas de s N Hidrdlisis cefalosporinas pero no CepA
______________________________________________ amplioespectro T . @meomam .
2f A Carbapenémicos \Y N Hidrolisis ca,rba_lpenemmos_, Oxi-imino-p- KPC, IMI-1, SME-1
___________________________________________________________________________________________________________________ lactamicos, cefamicinas T T T T
3a B (B1) Carbapenémicos N S Hidrolisis carbapenémicos pero no IMP, VIM, CcrA, IND-1
e L..._@ztreonam .
________________________ B B e BL CAUSLGOBSL FEZ-L
________ 3b ... BB _____Carbapenémicos N S Hidrlisis preferente de carbapenémicos  CphA Sfth-1
NI desconocido

AC: acido clavulanico; TZB: tazobactam; NI: no incluido; EDTA: acido etildiaminotetraacético. S: Si. N: No. V: variable.
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Tabla 4. Resumen de estudios ambientales y medidas adoptadas.

Tablas

caldo de tioglicolato

Estudio Oleada " : : o :
. ~ Areas investigadas Procedimiento Resultado acciones
ambiental mes/afio 9
1 Equipos médicos, equipos de ventilacion .
. gy ; . . Torunda impregnada con . -
1 Abril mecanica, salidas de oxigeno y aire en la . L Negativo Ninguna
: : suero salino estéril
2009 pared, grifos y broncoscopio
Preparaciones de nutricion enteral, teclados, Torunda mpregnaQa_ con
2 - . X suero salino estéril.
. superficies de lavabos, monitores, equipos P . .
2 Noviembre S - o Para liquidos, 1 ml de Negativo Ninguna
2009 de ventilacién mecénica portatiles, de solucién + 9 ml de
electrocardiografia y de rayos X portatiles S
tioglicolato
KOXup-g aislada
3 Ambiente alrededor de un caso incluyendo . a partir (.je una El 10 de septlembre.de 2010,
. . g . . Torunda sumergida en sonda urinaria 'y todos los estetoscopios fueron
3 Septiembre equipo médico, mesas, sillas, monitores y - . ; . ; .
i’ caldo de tioglicolato un estetoscopio investigados. Ninguno mostro
2010 todas las vasijas de los lavabos - o
utilizado en el un resultado positivo
caso investigado.
KOXyp.s aislada El 25 Qe febrero de 20}1, L6y
3 . y - . ! s su sistema de desague fue
Todos los lavabos y sistemas de desagiie Procedimiento de estudio a partir del sifén . S
4 Febrero ! : P . eliminado definitivamente. El
de la unidad de sifones y tuberias y tuberias de . -
2011 N sistema de desagtie de L7 fue
desagule del L6 oo
sustituido.
3 Multiples superficies del box 5, el almacén Procedimiento de estudio
. donde estaba situado L6 antes de ser de sifones y tuberias* . .
5 Abril - . ; Negativo Ninguna
eliminado y todos los lavabos y bajantes de Torunda sumergida en
2011 : I
la unidad. caldo de tioglicolato
- . Las tuberias de desagiie de L5
. . . Procedimiento de estudio
4 L5 (agua de los grifos, vasija, rejillas de : . y L7 fueron conectadas a
: , ; de sifones y tuberias . . .
6 Octubre rebosamiento y desagie, tuberias de ; Negativo BARA4. Se instalaron vélvulas
" s Torunda sumergida en .
2011 desague y sifon) en las tuberias de todos los

lavabos.

L: lavado numerado en Figura 3; BAR: bajante de aguas residuales, numerado en Figura 3; ml: mililitro. Biguanid®: amonios cuaternarios.*ver
descripcién de dicho procedimiento en el apartado 4.2.9 Estudios microbiolégicos.
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Tablas

Tabla 5. Caracteristicas principales de los pacientes infectados y/o

colonizados por KOXjup-s.

Servicio Fecha Tipode Patronde Situacion
Caso/Oleada Cama Sexofedad origen cultivo muestra adquisicion final
1/1* 8 H/53 Médica  13/03/09 AT Colonizacién Curaciéon
L Infeccién L
*
2/1 7 H/66 Médica  16/03/09 AT (NAVM) Fallecimiento
3/1* H/75 Médica 18/03/09 AT/ER Colonizacién Fallecimiento
4/1* H/75 Quirdrgica 24/03/09 ER Colonizacion Fallecimiento
L Infeccién .
*
5/1 5 H/37 Médica  04/04/09 AT (NAVM) Fallecimiento
6/1* 3 H/42 Médica  05/04/09 AT Colonizacién Curaciéon
7/1* 3 H/45 Médica 05/04/09 AT/ER Colonizacién Curaciéon
8/1* 6 H/80 Médica  10/05/09 EF Colonizacién Curacién
9/1* 6 H/62 Médica  20/05/09 ER Colonizacién Curacién
10/2 7 H/79  QuirGrgica 07/09/09  HC Infeccion - jiecimiento
(Bacteriemia)
11/2 8 H/47 Médica  29/09/09 AT Colonizacién Fallecimiento
L Infeccion -
12/2 7 H/63 Médica 02/10/09 AT/ER (NAVM) Curacion
13/2 4 H/83 Médica  08/10/09 ER Colonizacién Fallecimiento
14/2 5 M/78 Médica 15/10/09 AT/ER Colonizaciéon Fallecimiento
15/2 6 M/71 Médica 27/10/09 ER Colonizacion Curacion
16/2 1 M/41 Médica 03/11/09 ER Colonizacion Curacion
. Infeccion L
17/2 5 H/67 Médica 10/11/09 AT/ER (NAVM) Curacion
18/2 HI77 Médica 17/11/09 AT/ER/U ITU Fallecimiento
19/2 8 M/79 Quirdrgica 17/11/09 ER Colonizaciéon Fallecimiento
20/2 8 M/52 Médica 02/12/09 AT/ERMHC | 'nfeccion o acion
(Bacteriemia)
21/2 8 M/80 Médica 03/12/09 AT/ERMHC . 'Mfeccion o ecimiento
(Bacteriemia)
2212 1 M/50 Médica 16/12/09 AT/ERMHC . 'Mfeccion o ecimiento
(Bacteriemia)
23/2 2 M/61 Médica 26/01/10 ER Colonizacion Curacion
24/2 3 H/74 Quirdrgica 03/03/10 ER Colonizacién Curacion
25/2 5 M/82 Médica 16/03/10 ER Colonizaciéon Fallecimiento
26/2 6 M/66 Médica 20/04/10 ER Colonizacion Curacion
2713 4 M/80 Médica 01/09/10 EA Colonizacion Curacion
. Infeccion L
28/3 4 M/76 Médica 23/08/10 AT (NAVM) Fallecimiento
29/3 H/58 Quirdrgica 27/08/10 ER Colonizacion Curacién
30/3 H/75 Médica 06/10/10 ER Colonizacion Curacién
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31/3 2 H/79 Médica 26/10/10 ER Colonizacién Curacion
32/3 M/59 Médica 09/12/10 ER Colonizacién Fallecimiento
. Infeccion L
33/3 5 H/68 Médica 12/01/11  AT/ER (NAVM) Fallecimiento
34/3 1 H/47 Médica 01/02/11 ER Colonizacién Curaciéon
L Infeccién L
35/3 2 M/62 Médica 01/02/11 AT/ER (NAVM) Fallecimiento
36/3 H/70 Médica 22/02/11 ER Colonizacién Curacién
37/3 H/57 Médica 15/03/11 ER Colonizacién Fallecimiento
38/3 H/76 Médica  19/04/11 ER Colonizacién Curacion
39/4 5 M/76 Médica 03/09/11  Ascitis Infeccion Curacién
(Peritonitis)
40/4 F/69 Médica 20/09/11 AT Colonizacién Curaciéon
41/4 F/63 Médica 23/09/11 AT/ER Colonizacién Curacion
42/4 NA H/68  QuirGrgica 04/11/11  HC Infeccion Curacién

(Bacteriemia)

*Datos previamente publicados (99); H: Hombre; M: Mujer; AT: Aspirado traqueal; ER:
Exudado rectal; EF: Exudado faringeo; HC: Hemocultivo; U: Urocultivo; EA: Exudado axilar;
NAVM: Neumonia asociada a ventilacién mecanica; ITU: infeccion del tracto urinario; NA: No

aplicable.
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Tabla 6. Datos clinicos y analiticos del Gltimo caso del brote durante los
28 dias de tratamiento antimicrobiano para la infeccion por KOXyp.s.

Valores Dia [i';l [ilza Dia Dia Dia Dia Dia
normales 116 ; . 128 132 136 140 144
Fiebre (°C) <377 39 3 36 3; : 36 " % 36,5
Hemoglobin 11,8-
e e 6.5 8.9 8.2 ND 8 8.9 ND 104
Leucocitos 3800- 977 82 10 766 745
(por mm®) 11500 0 20 303 ND 0 0 ND 8650
Urea 15-50 48 58 20 ND 29 26 ND 53
(mg/dL)
Creatinina 0,8 1,1 0,4 0,4 0,4
(mg/dL) 0.6-1.2 6 4 3 ND o p ND 0,47
Na (mmol/L) 113435‘ 136 143 104 ND 140 139 ND 137
42 18 3 4.0
K (mmoliL) 3.3-5.1 4 3 27 ND o : ND 4.92
PCR (mg/L) <5 124 154 141 ND 78 14 ND 7
A”ZS/”C;”"" 26-4.1 1,9 1,9 ND ND 24 ND ND 3.6

Na: sodio; K: potasio; PCR: proteina C reactiva; ND: dato no disponible. Los dias estan
numerados desde la fecha de ingreso del paciente. Los valores fuera del rango de
normalidad estan resaltados en negrita.
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Tabla 7. Comparacion de las caracteristicas de los casos y controles.

Tablas

Variable Casos Controles P OR ajustada p
(n=27) (n=45) univariante (IC 95%) multivariante

Género masculino 16 (62) 28 (62) 0,95 - -
Edad (afios) 66,7 (52,3-79,1) 71,6 (59,5-79) 0,71 - -
Planta de ingresot 0,77 - -
Médica 8 (30,4) 12 (29,5)
Quirdrgica 6 (21,7) 12 (29,5)
Urgencias 12 (47,8) 17 (40,9)
Comorbilidad
Céancer 2(7,7) 17 (37,8) 0,006 - NS
Insuficiencia cardiaca 5(19,2) 13 (28,9) 0,37 - -
Diabetes mellitus 6 (23,1) 12 (26,7) 0,74 -
EPOC 6 (23,1) 10 (22,2) 0,93 - -
ERC 2(7,7) 4 (8,9) 0,9 - -
Insuficiencia hepatica 4 (15,4) 5(11,1) 0,72 - -
McCabe rapidamente
(atalt P 2 (0-4) 2 (1-3,5) 0,41 - -
Procedimientos
agresivos
Via venosa central 26 (100) 42 (93,3) 0,3 - -
Intubacién orotraqueal 25 (96,6) 27 (60) 0,001 - NS
Traqueotomia 16 (62) 2(4,4) <0,001 - NS
Sonda nasogastrica 22 (84,6) 31 (68,7) 0,1 - NS
Nutricidn parenteral 1(3,8) 8 (17,8) 0,14 - NS
Nutricién enteral 4 (15,4) 9 (20) 0,76 - -
Sonda vesical 24 (92,3) 37 (82,2) 0,31 - -
Presién de colonizacién 25 (17-43) 24 (12-31) 0,18 - NS
indice APACHES 24,5 (18,5-35) 27 (22-31) 0,86 - -
Tiempo en ICU (dias) 34 (15,5-51,7) 5 (2-8,5) <0,001 1,13 (1,03-1,25) 0,012
Box 1 (dias) 1 38 (22-51) 5 (3,5-6) 0,004 - NS
Cama 2 (dias) 17 (13-37) 6 (2-8) 0,067 - NS
Cama 3 (dias)|| 9 (5-9) 3,5 (2-5,3) 0,095 - NS
Box 4 (dias) 11 28 (10,5-91) 3 (3-11) 0,114 - NS
Box 5 (dias)tt 38 (22-83) 7 (4-29) 0,056 - NS
Cama 6 (dias)88 15 (4,5-31) 8 (6-10) 0,34 - -
Cama 7 (dias)tt 11,5 (10-13) 6,5 (4-11,8) 0,27 - -
Box 8 (dias) 11 19 (5-33) 5 (3-8) 0,038 - NS
Uso de terapia
antimicrobiana
Algun tipo de

24 (92,3) 25 (55,6) 0,001 - NS

antimicrobianos
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Aminopenicilinas 7 (26,9)
Cefalosporinas_qle 4 (15,4)
cuarta-generacion

Cefalosporinas de

tercera-generacién 17(65.3)
Fluorquinolonas 14 (53,8)
Carbapenémicos 6 (23,1)
Piperacilina/tazobactam 12 (46,2)
Tigeciclina 1(3,8)
Glucopéptidos 7 (26,9)
Mortalidad 13 (50)

8 (17,8)
2 (4,4)

12 (26,7)

14 (31,1)
9 (20)
10 (22,2)
2 (4,4)
6 (13,3)
20 (44,4)

0,36
0,18

0,006

0,68
0,76
0,036
0,9
0,21
0,65

Tablas

167 pacientes; 154 pacientes; §62 pacientes; 11 pacientes ingresados en box 1 y cama 2;
||9 pacientes en cama 3; 114 pacientes en box 4; $110 pacientes en box 5y cama 7; 8812
pacientes en cama 6; 1114 pacientes en box 8; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva
crénica; ERC, enfermedad renal crénica; APACHE: indice Acute Physiology and Chronic

Health Evaluation II; NS: no significativo.
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Tabla 8. Analisis de regresion de Cox de los factores predictores de tiempo

hasta infeccion y/o colonizacion por KOXup.s.

Variable HRA IC 95% p

Box 1

No

Si 0,88 0,33-2,3 0,79
Box 8

No

Si 0,89 0,39-2,3 0,81
Cancer

No

Si 0,96 0,21-4,3 0,96

Intubacioén orotraqueal
No
Si 1,24 0,35-10,5 0,84
Traqueotomia
No
Si 0,97 0,35-2,7 0,96
Uso de terapia antimicrobiana
No
Si 3,66 0,78-17,1 0,1

HRA: Hazard ratio ajustada.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas, terapéuticas y prondsticas de los pacientes infectados por KOXjup-s.

Tablas

. . L. . Terapia dirigida Creatinina Dosis : L
Caso Tipo Terapia empirica Apropiado (CMI, mg/dL) (mg/dL) (mg/h) Apropiado Pronadstico
Tigeciclina (4) 50/12
1 NAVM Piperacilina/ tazobactam No + 0,49 Si Curacion
amicacina (8) 350/12
2 NAVM Ninguno No Tigeciclina (4) - 50/12 No Curacion
3 BP Ninguno No - - - No Fallecimiento
Tigeciclina (4) 50/12
4 NAVM Cefepima + vancomicina No + 11 Si Curacion
amicacina (8) 500/12
Tigeciclina (4) 50/12
5 NAVM Ceftriaxona + vancomicina No + 0,93 Si Curacion
amicacina (8) 250/12
Tigeciclina (4) 50/12
6 ITU Ninguno No + 0,49 Si Fallecimiento
amicacina (8) 750/12
BP Ciprofloxacino + Piperacilina/ No Amicacina (8) 0,63 750/12 Si Fallecimiento
tazobactam
8 BP Levofloxacino + amicacina Si Amicacina (8) 0,46 750/12 Si Curacion
9 BP Amicacina + vancomicina Si Amicacina (8) 0,27 600/12 Si Fallecimiento
10 NAVM  Amoxicilina/acido clavulanico No Amicacina (8) 0,54 750/12 Si Fallecimiento
11 NAVM Levofloxacino + Piperacilina/ No ) ) i No Fallecimiento
tazobactam
12 NAVM Levofloxacino + imipenem No - - - No Fallecimiento
Imipenem (2) 0.36 500/8
13 P Piperacilina/tazobactam No + ' Si Curacion
amicacina (8) 600/12
Fosfomicina (16) 4000/6
14 BRC Ninguno No + 1,14 Si Curacion
amicacina (8) 750/12

NAVM: Neumonia asociada a ventilacion mecénica; BP: Bacteriemia primaria; BRC: Bacteriemia relacionada con catéter; ITU: Infeccién
del tracto urinario; P: peritonitis; Los valores de Creatinina son los medidos al comienzo de la terapia; El pronéstico esta referido a 30
dias tras el diagndstico de infeccion por KOXyp.s.
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8. FIGURAS
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Figura 1. Representacién esquematica de los principales factores de
patogenicidad de Klebsiella spp. [Adaptado de (169)].
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Figura 2. Diseminacion de MBL tipo IMP en Klebsiella spp. hasta el comienzo del brote (2009).

LEYENDA

g MP-1
m MP4

] IMP-8

0 IMP- Subtipo no identificado

Cuadrado: caso esporadico de infeccion por K. pneumoniae; circulo: brote; triangulo: caso esporadico de infeccion por K. oxytoca.
Los afios representan la fecha de aislamiento del microorganismo.

Figura 3. Plano de la UCI del Hospital de la Merced de Osuna.
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Simbolos: Cuadrado gris: lavabo (L); circulo gris: bajante aguas residuales (BAR); linea discontinua: tuberia de desagie entre L Y BAR.
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Figura 4. Curva sinoptica de los pacientes infectados y/o colonizados por KOXups ¥ medidas de control realizadas.
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Simbolos: EA (color rojo): estudio ambiental; EP_(color verde): estudio del personal; PPCL (color azul): Protocolo para la Prevencién y Control
de Legionella; flecha discontinua (color parpura): medidas de control basicas; flecha continua (color naranja): medidas de control adicionales;
circulo aspado: fecha de ingreso del caso en la UCI; circulo blanco: fecha de alta del caso en la UCI; circulo negro: fecha de éxitus; cuadrado
gris: fecha del primer aislamiento de KOXypg €n el caso; linea discontinua: periodo de estancia en UCI del caso; cuadrado negro: EA positivo;
cuadrado blanco: EA negativo.
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Figura 5. Diagrama de flujo de los pacientes estudiados en el proyecto y estudios realizados.

Numero total de pacientes ingresados en la UCI durante el brote: 660

. —

Oleada 1 Oleada 2 Oleada 3 Oleada 4
Marzo 2009 - May 2009 Septiembre 2009 — Abril 2010 Septiembre 2010 - Abril 2011 Septiembre 2011 — Novienbre 2011
108 pacientes ingresados en 212 pacientes ingresados en 236 pacientes ingresados en 104 pacientes ingresados en ICU
ICU 1CU 1CU

163 pacientes excluidos
-163 pacientes con estancia
< 48 horas. k
- 0 patients no fueron
sometidos a vigilancia activa

W

Estudio Caso-Control
157 pacientes seleccionables

Ratio caso:control, 2:1.
- 7 casos para los que

. ; ¥ A
=6io 9@ enconirs un o 2 pacientes & pacientes
45 controles 26 casos colonizados/infectados por colonizados/infectados por
KOMR KOMR
|
v v ¢
9 infecciones 3 infecciones 2 infecciones

Estudio prospectivo de infeccién por KOMR
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Figura 6. Eliminacién del lavabo 6 y sustitucién del sistema de desagtie del
lavabo 7.
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Simbolos: Cuadrado gris: lavabo (L); circulo amarillo: bajante aguas residuales (BAR); linea
roja: tuberia de desagiie antigua; linea azul: tuberia de desagie nueva.
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Figura 7. Aislamiento del bajante 5y derivaciéon de las tuberias de desagie de

los lavabos 5y 7 hacia el bajante 4.
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Simbolos: Cuadrado gris: lavabo (L); circulo amarillo: bajante aguas residuales (BAR); linea
roja: tuberia de desagiie antigua; linea azul: tuberia de desague nueva.
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Figura 8. Probabilidad acumulada de infeccion y/o colonizacion por KOXjup-s

durante las dos primeras oleadas del brote.
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Fecha negra: los dos ultimos pacientes fueron colonizados después de 85 y 230 dias de
ingreso en la UCI.
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Figura 9. Probabilidad acumulada de infeccion y/o colonizacion por KOXjup-s

segun el nivel de presion de colonizacion.
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Fecha negra: los dos ultimos pacientes fueron colonizados después de 85 y 230 dias de
ingreso en la UCI; linea continua: alto nivel de presidn de colonizacién; linea discontinua:
bajo nivel de presion de colonizacion.
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Figura 10. Consumo de antimicrobianos antes, durante y después del brote

nosocomial por KOXup-s.
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DDD: Dosis diaria definida; *p <0,05; aminoglucdsidos: amicacina, tobramicina, gentamicina;
carbapenémicos: imipenem; fluorquinolonas: ciprofloxacino, levofloxacino; cefalosporinas 32
gen: ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima; cefalosporinas 42 gen: cefepima; glucopéptidos:
vancomicina.
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Figura 11. Diseminacion de MBL tipo IMP en Klebsiella spp. hasta 2015.
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Cuadrado: caso esporadico de infeccion por K. pneumoniae; circulo: brote; tridngulo: caso esporadico de infeccion por K. oxytoca; elipse:
situacion endémica. Los afios representan la fecha de aislamiento del microorganismo.
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Figura 12. Representacion de los lavabos como reservorios permanentes

[Adaptado de (170)].
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12 b. Grifo abierto
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