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ABREVIATURASY ACRONIMOS:

Amp: Ampicilina

ANRA: Alto nivel de resistencia aminoglucosidica
ANRGmM: Alto nivel deresistenciaalagentamicina
ANRStr: Alto nivel deresistencia ala estreptomicina
ANRKmM: Alto nivel deresistenciaalakanamicina
ADN: Acido desoxirribonucleico

Arb: Arbekacina

ARN: Acido ribonucleico

But: Butirosina

CIM: Concentracion inhibitoria minima

Cip: Ciprofloxacina

CCs: Complejos clonales

CLSI, siglasen inglés: Clinical Laboratory Standard Institute
Dbk: Dibekamicina

ECP: Electroforesis en campo pulsado

EM As. Enzimas modificantes de aminoglucosidos
EM DR: Enterococcus multidrogorresi stente
ERV: Enterococcus resistente a la vancomicina

E: Eritromicina

I CC: Infusién de cerebro y corazon

[IH: Infeccién intrahospitalaria

Km: Kanamicina

I sepa: Isepamicina

L CR: Liquido cefalorraquideo

LNRM/IPK: Laboratorio Nacional de Referencia de Microbiologia dd IPK
Liv: Lividomicina

MH: Mueller Hinton

MINSAP: Ministerio de Salud Publica



MLST, siglas en inglés. Multilocus sequence typing
Net: Netilmicina

Nm: Neomicina

OMS: Organizacién Mundia de la Salud

PBP, siglas en inglés. Proteinas fijadoras de penicilina
PM Ns: Neutrofilos polimorfonucl eares

RAN: Resistenciade alto nivel

PCR, siglasen inglés: Reaccion en cadena de la polimerasa
Sis: Sisomicina

Spc: Espectinomicina

Str: Estreptomicina

Tei: Teicoplanina

Tm: Tobramicina

Tet: Tetraciclina

TGI: Tracto gastrointestinal

UFC: Unidades formadoras de colonias

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

UCIN: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
UCM : Unidad de Cuidados Medios

UCI P: Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos

Va: Vancomicina



CONTROL SEMANTICO

Concentracion inhibitoria minima: menor concentracion de un antimicrobiano

expresada en pg/mL queinhibe e crecimiento de un microorganismo (Olivares, 1999).

CIM s, concentracion de un antimicrobiano capaz de inhibir el 50% de una coleccién de

microorganismos (Baquero, 1995).

CIM g, concentracion de un antimicrobiano capaz de inhibir el 90% de una coleccién de

microorganismos (Baquero, 1995).

Multirresistencia: resistencia a tres 0 mas familias de antimicrobianos diferentes
(Murdoch, et al., 2002).

Clon: linge genético del que derivan aislamientos con patron genético-molecular
idéntico o a menos tan similar que evidencie la existencia de un ancestro comun
(Tenover et al., 1995).

Alelo: secuenciade ADN que se encuentra en un lugar especifico del cromosoma (Groth
y Wetherrall, 2000).

Secuencia tipo (ST): La resultante de las combinaciones alélicas obtenidas en un

esquema de Multilocus sequence typing en una bacteria y generalmente compuesta de

siete nimeros (Vézquez et al., 2004).

Complejo clonal: Grupos de STsrelacionadas entre si que comparten al menos cinco de
los siete aelos analizados (Ruiz-Garbajosa et al., 2007).

Single locus variant (SLV, siglas en inglés): STs que se diferencian en un solo alelo
(Ruiz-Garbagjosa et al., 2007).

Double locus variant (DLV, siglas en inglés): STs que se diferencian en dos aelos
(Ruiz-Garbagjosa et al., 2007).

Singletons: ST que no puede asignarse a ningun complejo clonal (Ruiz-Garbgjosa et al.,
2007).



SINTESIS

Se estudiaron 501 aislamientos de Enterococcus procedentes de 26 hospitales cubanos
del periodo 2000-2005 para conocer las especies circulantes, susceptibilidad
antimicrobiana y mecanismos implicados, virulencia, diversidad genética y relacion
filogenética con aidamientos del resto del mundo. Las especies mas prevalentes fueron
Enterococcus faecalis y E. faecium. La resistencia a glicopéptidos (0,4%) y ampicilina
(5,4%) se detectd en bgja proporcion, mientras que se observo un alto porcentgje de
resistencia a los aminoglucosdos (gentamicina, 32%; estreptomicina, 27% Yy
kanamicina, 29%) mediada por los genes aac(6')le-aph(2")la, aph(3')-1l1a, ant(6)la,
ant(3")(9). Laresistencia a eritromicina (35%) y atetraciclina (54%) se correlaciond con
la presencia de los genes erm(B) (71%), tet(L) (7%) y tet(M) (78%). En & 92% de los
aislamientos se evidencid, al menos, un gen de virulencia y E. faecalis resultd ser la
especie mas virulenta. Se detectd una diseminacion inter e intrahospitalaria de clones de
Enterococcus y la resistencia antimicrobiana detectada obedecié a la diseminacién de
clones resistentes y a la transferencia de elementos genéticos moviles. La caracterizacion

de E. faecalis mediante Multilocus sequence typing revel6 una relacion filogenética

estrecha entre los aidamientos de Cuba y los previamente descritos en Europa lo que

sugiere la existencia de un ancestro coman.
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|.INTRODUCCION

|.1 Antecedentes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera €l problema de la resistencia a
los antimicrobianos en las bacterias patdgenas una linea prioritaria de actuacion para
mejorar la salud humana. Se ha documentado una diseminacién mundial de clones
bacterianos resistentes y también de genes que confieren resistencia a las drogas
antimicrobianas, siendo el género Enterococcus un buen gemplo de ello (Cars et al.,
2008).

Desde que & microbidlogo francés Thiercelin empleara por primera vez el término
Enterococcus en 1899, este patdgeno sufre congtantes cambios taxondmicos y
actuamente es e tercer responsable de las infecciones intrahospitalarias siguiendo a

Saphylococcus aureus y a Escherichia coli (Fisher y Phillips, 2009).

A nivel mundial, la infeccion enterocdcica se cita entre las 10 primeras infecciones
adquiridas en el hospital (Velasguez et al., 2002; Di Rosa et al., 2006). Su emergencia
como patdgeno es un hecho desde finales de la década de los afios 80 y esta relacionada
con el empleo de antimicrobianos de amplio espectro, €l uso de técnicas diagnosticas y
terapéuticas invasivas, estancias hospitalarias prolongadas, aumento de la poblacién
inmunodeprimida, habilidad para adquirir determinantes genéticos de resistencia,
adquisicién de factores de virulencia y su fécil diseminacion en el ambiente hospitalario
(Jett et al., 1994; Baldassarri et al., 2005; Sood et al., 2008).

Enterococcus forma parte de la microbiota intestina del hombre y los animales, es un
contaminante fecal de las aguas residudes y puede aidarse en multiples nichos
ecol 6gicos debido a su resistencia a los factores ambientales (Baldassarri et al., 2005).

Se han descrito 36 especies distintas, solo 26 se asocian con las infecciones en humanos



(Chen 'y Zervos, 2009). Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium son las especies
mas comunes, responsables de una amplia variedad de infecciones entre las que se citan
infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas quirdrgicas, infecciones del
torrente sanguineo, infecciones del sistema nervioso central, endocarditis, infecciones
intrabdominales, hepatobiliares, pélvicasy sepsis neonatal (Baldasarri et al., 2006; Sood
et al., 2008; Cheny Zervos, 2009).

El tratamiento de eleccion se basa en la combinacion sinérgica de un betalactamico y un
aminoglucésido, generalmente la ampicilina y la gentamicina. Los glicopéptidos, en
especia la vancomicina, resulta € principal farmaco alternativo (Lester et al., 2008). El
género Enterococcus tiene como principal caracteristica su resistencia intrinseca a
numerosos antimicrobianos y, ademas, es capaz de adquirir facilmente determinantes
genéticos que codifican resistencias afiadidas. Lo anterior limita considerablemente sus
opciones terapéuticas, presentando un gran desafio para € control de la infeccion
enterocécica (Sun et al., 2009). La resistencia a los glicopéptidos y betal actamicos se
describe principalmente en cepas aisladas en Estados Unidos y Europa, mientras que la
resistencia a los aminoglucésidos se sefida a nivel mundial (Rafii, 2006). Los Centros
para €l Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, siglas en inglés) de Estados
Unidos declaran, en 1990, que Enterococcus resistente a la vancomicina (ERV) es un

“patdgeno emergente” y congtituye un dilema terapéutico (Bolyard et al., 1995).

Los avances cientificos en e conocimiento de la patogenia de la infeccidn enterocicica
han sido notables y demuestran dos formas de adquisicion de la infeccion: 1a enddgena
(el microorganismo proviene de la microbiota natural del paciente) y la exdgena
(adquirido del medio ambiente). Esta ultima adquiere gran importancia en el origen y
agravamiento de las infecciones nosocomiales debido a la diseminacién de clones
multirresistentes y con capacidad de invasién como: E. faecium CC17 y E. faecalis CC2
y CC9 (Koiten y Murray, 1993, Ruiz-Garbagjosa et al., 2007). Se describen varios
factores de virulencia cuya expresion aumenta la patogenicidad de Enterococcus, entre

los més importantes se citan la hemolising, la proteasa, la sustancia de agregacion y las



proteinas de superficie, aunque se sefldlan muchas incégnitas sobre la verdadera

patogenia de lainfeccion enterococica (Filipovay Bujdakova, 2005).

Los estudios de epidemiologia molecular evidencian la existencia de epidemias intra e
interhospitalarias por la diseminacion de clones de Enterococcus (Gilmore et al., 2002;
Malani et al., 2002; Sood et al., 2008). Resulta imprescindible e estudio de la
epidemiologia y la estructura poblacional de las cepas para detectar y prevenir la

transmision de Enterococcus virulentos o resistentes que puedan causar epidemias.

Desde la década de los afios ochenta, la técnica de electroforesis en campo pulsado
(ECP) se condidera la técnica de referencia para evaluar la relaciéon genética entre los
diferentes aidamientos de Enterococcus (Homan et al., 2002). Recientemente se
implanta una nueva herramienta de tipificacion basada en € andlisis de secuencias
nucleotidicas de genes conservados, reconocida internacionalmente como Multilocus
Sequence Typing (MLST, siglas en inglés). Esta técnica permite realizar estudios de

epidemiologia molecular alargo plazo y diferenciar linges genéticos de E. faecalisy de
E. faecium lo que permite conocer la estructura poblacional de estas especies (Ruiz-
Garbgjosa et al., 2006a), sin embargo, alin existen pocos estudios en Enterococcus
mediante MLST.

En Cuba, no existian reportes sobre la infeccion enterococica, su epidemiologia y
caracteristicas microbioldgicas de Enterococcus circulantes en hospitales cuando la
Direccion Naciona de Higiene y Epidemiologia del MINSAP notifico que esta bacteria
congtituia causa de morbilidad y mortalidad en la poblacion cubana (MINSAP:
Programa Naciona de Prevencion y Control de las IIH, Registro, afio 1998). Por tal
motivo, en € afo 1999 el Laboratorio Naciona de Referencia de Microbiologia del
Ingtituto de Medicina Tropica “Pedro Kouri” (LNRM/IPK) sefidla la necesidad y
oportunidad de iniciar las investigaciones sobre este patdgeno en Cuba (Quifiones y
Tamargo, 1999).

Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente, el presente trabajo se condujo para

profundizar en e conocimiento de los aislamientos de Enterococcus circulantes en



Cuba, su susceptibilidad antimicrobiana, las bases moleculares de la resistencia, sus
factores de virulencia, y llevar a cabo un analisis molecular de aislamientos cubanos que
aportarian datos sobre la diversidad genética de ellos y su relacion filogenética con

aislamientos de otras partes del mundo.
|.2 Hipotesis

Enterococcus, en Cuba, congtituye un microorganismo de relevancia clinica que se
disemina intra e interhospitalariamente con una expansion clona de cepas patdgenas y

resistentes alos antimicrobianos, relacionadas con cepas no autéctonas.
1.3 Objetivos

General
Aportar evidencias sobre |os aspectos microbiologicos fenotipicos y genotipicos de
Enterococcus circulantes en Cuba.
Especificos
1. Determinar las especies de Enterococcus circulantes en diferentes hospitales
cubanosy su susceptibilidad a diferentes antimicrobianos.

2. Definir los mecanismos de resistencia para la ampicilina, los aminoglucosidos,
los glicopéptidos, los macrdlidos y la tetraciclina y sus determinantes
implicados.

3. Determinar la actividad de proteasas y hemolisinas y la presencia de genes de

virulencia en |os aislamientos objeto de estudio.

4. Describir la diversidad genética entre los aislamientos de Enterococcus circulantes
en Cuba.

5. Determinar la estructura poblaciona de aidamientos de E. faecalis y su relacién

filogenética con | os aislamientos de otras partes del mundo.



| .4 Novedad Cientifica

- Se demostrd, por primera vez en Cuba, la circulacion de Enterococcus durans,
Enterococcus hirae, Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus raffinossus y Enterococcus avium y se brindan aportes a conocimiento
mundial sobre los cambios evolutivos en e comportamiento clinico de algunas de

estas especies.

- Se mostré una extensa investigacion sobre la susceptibilidad antimicrobiana de
Enterococcus procedentes de diferentes éreas geogréficas de Cuba y las bases
genéticas de laresistencia, destacando la existencia en un bajo porcentaje de cepas con

resistencia alos glicopéptidos y con una elevada resistencia a los aminoglucosidos.

- Se aportaron resultados novedosos sobre la patogenicidad de Enterococcus, que

circularon tanto en los hospitales como en la comunidad.

- Se obtuvieron los primeros datos sobre la epidemiologia molecular de Enterococcus lo
gue revel 6 la circulacion de clones adaptados al medio hospitalario con diseminacion
intra e interhospitalaria. Se evidencio, ademas, dos vias por las cuales la resistencia
antimicrobiana de Enterococcus aislados en diferentes hospitales del pais es tan
prevalente: la diseminacion de clones resistentes y |a transferencia de genes a través de

elementos genéticos mdviles (plasmidos o transposones).

- Se conoci o, por primera vez en Cuba, la estructura poblacional de aislamientos clinicos
de E. faecalis, su relacién filogenética con las secuencias tipo (ST) de otras partes del

mundo y se notificaron agunas que no estaban descritas previamente.
I.5Valor tedrico

Seincorporé al conocimiento sobre Enterococcus, y su problemética en Cuba, el ementos
novedosos rel acionados con |os aspectos clinicos, microbiol 6gicos y epidemiol dgicos de
esta bacteria. Esta investigacion congtituye el trabagjo mas completo sobre Enterococcus
gue se ha realizado en Cuba hasta la fecha y congtituye un documento de caracter

cientifico que puede ser utilizado como referencia en estudios futuros.



|.6 Valor Practico

Este trabgo permitid la introduccion del diagnéstico de Enterococcus en el
LNRM/IPK y se activoé la vigilancia naciona de este microorganismo y e monitoreo
de su resistencia antimicrobiana. Se fortalecio el Programa Naciond de Control y
Prevencion de las Infecciones Intrahospitalarias a brindar resultados solidos sobre las
implicaciones del Enterococcus como patdgeno en diversas regiones del pais. El
conocimiento sobre la resistencia antimicrobiana de Enterococcus, afadio valor a
andisis de las politicas de uso de antimicrobianos vigentes en Cuba frente a la
infeccion enterococica. El impacto de la diseminacion clonal, en la elevacion de las
tasas de resistencia a los diferentes antimicrobianos, constituy6é una alerta para un uso
mas racional y controlado de estos en el medio hospitalario, asi como para la
aplicacion de medidas encaminadas a control de la infeccién y la prevencion de las
epidemias por los clones resistentes. Este trabajo, permitié a LNRM/IPK introducir las
bases cientifico-técnicas parala deteccion de ERV y el seguimiento de la diseminacion
y emergencia de otros fenotipos de resistencia. Se contribuy6, ademés, con la
preparacion de microbidlogos del pais a través de Jornadas Provinciales, un Taller
Naciona y asesorias para una deteccion oportuna de lainfeccion enterocdcica.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1 Resefia histérica

El microbidlogo francés Thiercelin empled, por primera vez, el término Enterococcus en
1899 para describir unas bacterias aisladas en heces humanas con forma de cocos a las
gue, en 1906, Andrewer y Morder cambiarian el nombre por el de Streptococcus faecalis
(Fisher y Phillips, 2009). Sherman, en 1930, clasificO a los estreptococos en cuatro
clases. pyogenes, viridans, lactis y Enterococcus, y a estos ultimos los denomind
estreptococos del grupo D, aunque mantuvo la palabra Enterococcus para definir a los
estreptococos fecales (Sood et al., 2008). En 1984 Schleifer y Kilpper-Balz, basandose
en las diferencias de hibridacion del écido desoxirribonucleico (ADN) y del acido
ribonucleico (ARN) ribosomal, demostraron que Streptococcus faecalis y Streptococcus
faecium no tenian relacion filogenética con el resto de los estreptococos. Por ello,
transfirieron estas dos especies a un nuevo género: Enterococcus, en e que
posteriormente se incluyeron las especies: Enterococcus avium, Enterococcus
casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus gallinarum, Enterococcus raffinosus,
Enterococcus malodoratus, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii, Enterococcus
solitarius, Enterococcus pseudoavium. En la actualidad se registran hasta 36 especies
(Chen'y Zervas, 2009).

I1.2 Géner o Enterococcus

Incluye microorganismos grampositivos con forma ovoide que se presentan aislados, en
parejas o0 en cadenas cortas. Son capaces de crecer en un amplio rango de temperaturas
(10-45 °C) y de soportar 60 °C durante 30 minutos. Se caracterizan por hidrolizar la bilis
esculina 'y la pirrolidonil-p-naftilamida (PYR), por su capacidad de crecer en presencia
de un 40% de hilis 0 en NaCl a 6,5% y por tolerar pHs de hasta 9,5. No tienen
citocromo-oxidasa y son catalasa negativos. Reaccionan con € antisuero D de



Lancefield y varias especies |0 hacen también con el antisuero Q. No forman endosporas

y algunas especies son moviles (Gilmore et al ., 2002).
I1.3 Relevancia clinica

Enterococcus forma parte de la microbiota bacteriana normal del tracto digestivo, tracto
urogenital, tracto respiratorio superior y la piel. Se localiza, especialmente, en colon en
una proporcion de 10® UFC por gramo de heces (Gilmore et al., 2002). También puede
encontrarse en la vagina en 24-34% de las mujeres asintométicas, en la uretra anterior y
en la cavidad buca (Patterson y Zervos, 1990).

Su patogenia esta estrechamente relacionada con su nicho ecolégico, y su invasion desde
los sitios anatémicos de colonizacion se favorece con factores predisponentes como €l
uso previo de los antibiticos de amplio espectro (cefalosporinas, quinolonas,
clindamicina y metronidazol), la existencia de inmunosupresion, los cateterismos, el
sondgje vesical, la didlisis peritoned, las valvulopatias, el diagnéstico de Diabetes
Méllitus y la infeccion por Clostridium dificile. (Zervos et al. 1986; Patterson y Zervos,
1990).

Las infecciones enterocdcicas con significado clinico son ocasionadas principamente
por las especies E. faecalisy E. faecium, las cuales se aislan en un 60-90% y 5-16% de
los casos. Las especies E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E. hirae, E.
malodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. solitarius, E. cecorum, E.
columbae, E. saccharolyticus, E. dispar, E. sulfureus, E. seriolicida y E. flavescens,
también se aidlan de infecciones en los humanos aunque de forma ocasional (Acosta-
Gnass, 2005; Sood et al., 2008).

Las infecciones del tracto urinario, de heridas quirdrgicas y las bacteriemias o
septicemias, son las entidades clinicas mas frecuentes producidas por este
microorganismo. La endocarditis, por su impacto clinico, es de gran importancia y se
produce con mayor frecuencia en los pacientes hemodializados, con cardiopatias
previas, afecciones colorrectales y personas sanas de edad avanzada. Enterococcus

también producen otras infecciones entre las que se encuentran infecciones del tracto
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biliar, sepsis ligada a catéter, abscesos intrabdominales como complicacion de
diverticulitis, apendicitis y peritonitis recurrentes en pacientes quirdrgicos e infecciones
pélvicas. También se describe como causante de infecciones asociadas a dispositivos

ortopédicos después de artroplastias (Baldassarri et al., 2006).

Los neonatos hospitalizados en las salas de unidades de cuidados intensivo neonatales
(UCIN), tienen riesgo de padecer infecciones enterocécicas, no solo los recién nacidos
de bajo peso, sino también aguellos de peso normal. La adquisicion en muchos casos
puede ser via materna a partir de la colonizacion del tracto genital y se presentan en
forma de meningitis, bacteriemias y septicemias. La meningitis estd asociada a
infecciones del sistema urinario, defectos anatomicos del sistema nervioso central,

intervenciones neurol ogicas 0 endocarditis enterococica (Murray, 1990).
[1.4 Virulencia

La virulencia del género Enterococcus esta mediada por su adherencia e invasion a los
tejidos del huésped, la secrecion de sustancias toxicas, la modulacion de la respuesta
inmune del huésped y la posibilidad de intercambio genético con otras cepas (Jett et al .,
1994).

[1.4.1 Adherencia a lostejidos

La adherencia es mediada por la produccion de diferentes adhesinas, entre las que se

encuentran:

- Sustancia de agregacion (Agg). Es una proteina localizada en la superficie de la
bacteria que favorece la agregacion de otras células bacterianas, facilitando asi la
transferencia de plasmidos que contienen genes de virulencia, como el gen cyl, y genes
de resistencia a los antibioticos (Clewell, 1993). También facilita la adherencia de
Enterococcus a células epiteliales renales, intestindes y cardiacas (Baldassarri et al.,
2005). Por otro lado, contribuye a evadir las defensas inmunolégicas del paciente
(Tendolkar et al., 2004), como se comenta en el acapite 1.4.4 Modulaciéon de la
inmunidad del huésped.
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- Carbohidratos de superficie. Guzman y colaboradores evidenciaron la existencia de
unos carbohidratos con funcién de adhesina para Enterococcus, asi como demostraron
gue cepas de E. faecalis causantes de sepsis urinaria se adherian in vitro, de manera
mas efectiva, a las células epiteliales del tracto urinario y por otro lado las cepas
causantes de endocarditis lo hacian a células humanas de corazon (Guzméan et al.,
1989; Guzman et al., 1991).

- Proteina de superficie (esp). Es una proteina localizada en la superficie bacteriana,
descrita desde 1999, relacionada con la colonizacion de Enterococcus a tracto urinario
por la adhesion al epitelio vesical. También, se relaciona con la formacion de
biopeliculas y la evason de la respuesta inmune (Gilmore et al., 2002; Fisher y
Phillips, 2009), aspecto que, también, se comenta en €l acapite 1.4.4 Modulacién de la
inmunidad del huésped.

- Antigeno A (Efa A). Congtituye una adhesina de pared celular y se desconocen otros
posibles roles gque tengan que ver con la patogénesis de la infeccidén enterocécica
(Gilmore et al., 2002).

- Adhesina Ace y Acm. Son proteinas de superficie celular relacionadas con la adhesion a
colageno y a la endocarditis en E. faecalis y E. faecium, respectivamente. Tiene
propiedades antigéenicas (Nallapareddy et al., 2008; Singh et al., 2010).

[1.4.2 Invasién de lostejidos

Bryan y colaboradores en 1985 describieron un modelo murino de trandocacion donde
se demostré que E. faecalis es capaz de causar una infeccion sistémica por via de los
ganglios linfaticos después de trand ocarse a través del epitelio intestinal intacto. De esta
manera, la septicemia enterocécica es una de las formas clinicas méas frecuentes de
presentacion de la infeccion con una alta tasa de mortaidad (42-68%). La infeccion del
tracto urinario (4-21%), también acontece como resultado de la invasion de tejidos,
especificamente a vejiga, prostatay rifion (Gilmore et al., 2002). La endocarditis es otro
gjemplo de invasion de los tegjidos. Desde 1943, Enterococcus es reconocido como un

agente causal de endocarditis cuando Rantz y Kirby demostraron su presencia en e 20%
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de casos de endocarditis infecciosa. En la actualidad se cita a E. faecalis como el
responsable del 15% de esta entidad clinica la cual cursa con una mortalidad del 25%
(Chenoweth y Schaberg, 1990; Murray, 1990).

Enterococcus, una vez en sangre puede invadir, ademés, a las meninges y tejidos
blandos provocando la formacién de abscesos (Zervos et al, 2009).

I1.4.3 Productos secr etados

- Citolisina. Es una enzima generalmente especifica de plasmidos transmisibles aunque
también su codificacion puede ser en cromosomay junto a gen esp forma parte de las
isas de patogenicidad (Schaik et al., 2010). Diferentes experimentos en modelos
murinos demostraron acciones inflamatorias y de destruccién de tejidos por actividad
toxica en esta enzima. Tiene, ademés, actividad hemolitica y est4 asociada con un
mayor riesgo de muerte en bacteriemias nosocomiales y favorece la diseminacion de
Enterococcus en la sangre (Huycke et al., 1991). Varias evidencias sugieren gque la
citolisna de E. faecalis representa una nueva rama en la familia de los lantibioticos,
proteinas secretadas por un pequefio grupo de bacterias, con actividad bactericida ante
patégenos grampositivos, como por eemplo Saphylococcus, Streptococcus y
Propionibacterium (Schnell et al., 1988).

- Proteasa: La capacidad proteolitica de Enterococcus fue descrita por primera vez en
1899 a reconocerse su habilidad para hidrolizar gelatina, colageno, caseina y
hemoglobina (Murray, 1990). El efecto potencial de la proteasaincluye la degradacion
indirecta del tgjido conectivo, lainvasion del microorganismo y su supervivencia, y la
alteracion del sistema inmune por bloquear la opsonofagocitosis y facilitar la
degradacion de las inmunoglobulinas y el complemento (Gilmore et al., 2002; Park et
al., 2008).

- Hialuronidasa. Es una enzima hidrolitica, reportada por Rice y colaboradores, que
actla sobre el &cido hialuronico con efectos degradativos, que provocan dafio tisular
especificamente del tejido conectivo y facilita la diseminacion de Enterococcus y su
toxina en el tejido del hospedero (Rice et al., 2003, Fisher y Phillips, 2009). Se
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relaciona, también, con la periodontitis apical al facilitar la migracién de las bacterias

en el cand radicular hacialalesion periapical (Kayaoglu y @rstavik, 2004).
[1.4.4 M odulacion de lainmunidad del huésped

Se ha demostrado €l papel de varios factores de virulencia enterocécicos en la
inmunomodulacion de la respuesta inmune del hospedero, ya sea por evasion 6
exacerbacion de esta. Entre estos factores se citan: la sustancia de agregacion (AS);
proteina de superficie (ESP); capsula con polisacarido; hemolisinas y proteasas
(Shankar et al., 1999; Gilmore et al., 2002; Franz et al., 2003; Tendolkar et al., 2004;
Park et al., 2008; Thurlo et al., 2009).

El papel que juega cada uno de ellos en dicha inmunomodulacién se muestra a

continuacion:
INMUNOMODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE
Evasion Exacerbacion
Destruccion
Factoresde .,
Virdenda | A e | roemde | dera | Acdon
delabacteria | Opsonofagocitosis | respuesta superantigenica
inmune

Sustanc!zftde X X
agregacion (AS)
Proteina de
superficie (ESP) X X
Capsjla}(_:on X X
polisacarido
Hemolisinas X
Proteasas X X

Beachey y colaboradores notaron que el &cido lipoteicoico se unia de forma reversible a
eritrocitos humanos y demostraron su habilidad para estimular la produccion de
interleuquina-1P, interleuquina-6, y factor de necrosis tumoral-oa en un cultivo de
monocitos humanos y, a diferencia de otros microorganismos, el &cido lipoteicoico de

varias especies de Enterococcus inducia la produccion de las tres monoquinas, ademas
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de estimular la produccién de interferon (Beachey et al., 1979). Por otro lado, se sugirié
gue el acido lipoteicoico enterocdocico puede modular la respuesta inflamatoria a igual
gue las pproteinas de superficies enterocdcicas como la adhesina de coléageno de E.
faecalis (Ace); la sustancia de agregacion (AS) y la proteina de superficie (ESP)
(Ehrenfeld et al., 1986, Franz et al., 2003).

El desencadenamiento de la produccion de anticuerpos, es otra forma de
inmunomodulacion de la respuesta inmune del hospedero y se notifican varios factores
de virulencia estimulantes de la produccion de anticuerpos protectores como la sustancia
de agregacion (AS), la capsula con polisacérido y la adhesina de colageno de E. faecalis
(Ace) que desencadenan la produccién de anticuerpos As, anticuerpos PSC contra el
polisacérido capsular y anticuerpos Ace, respectivamente (McCormick et al., 2001;
Theilacker et al., 2004; Nallapareddy et al., 2008).

[1.4.5 Inter cambio genético

Generalmente los factores de virulencia se encuentran localizados en plasmidos
conjugativos. La facilidad con la cual estos determinantes se transfieren horizontal mente
entre células en un ambiente natural, como por gemplo, el tracto gastrointestinal,
determina que una cepa no virulenta 0 menos virulenta, perteneciente a la microbiota
normal, pueda adquirir factores de adaptacion y de patogenicidad, pasando a ser una

cepa virulenta (Clewell, 1993).

A continuacion se muestra un resumen de los principales genes de virulencia

relacionados con |a patogenicidad de Enterococcus y su expresion fenotipica.
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Genes que codifican para factores de virulencia en Enterococcusy sus productos.

Genes

agg

gelE

cylLv

cylLs

oM
oyiB
oylA

efaAfgefaAfm

cpd, cob, ccf, cad

Papel en la virulencia
Proteina de agregacion involucrada en la adhesion a células eucariotas.

Toxina, metaloendopeptidasa extracelular, hidroliza gelatina, colageno, y otros

productos bioactivos.

Precursores de la citolisina, expresion de cylLv, cylLs, cyIM, cylB , cylA es
reguerida para la produccion de una citolisina activa la cual lisa un amplio

espectro de células grampositivas y eucariotas.
Modificacion post-transcripcional de lacitolisina
Transporte de lacitolisina.

Activacion de la citolisina.

Proteina asociada a la pared celular involucrada en la evasién de la respuesta

inmune y puede estar asociada a genes cyl.

Adhesina en pared celular expresada en suero por E. faecalis Adhesina en pared

celular expresada en suero por E. faecium.

Feromonas sexuales quimiotacticas para leucocitos humanos, y facilitan la

conjugacion.

Fuente: Eaton TJ, Gasson M. Appl Environ Microbiol. 2001.

I1.5 Susceptibilidad de Enterococcus a los antibiéticos

El género Enterococcus presenta de forma intrinseca resistencia a los betalactamicos y

también bajo nivel de resistencia alos aminoglucésidos y a la clindamicina (Tannock y

Cook, 2002). Hasta finales de los afos 60 se caracterizaba por un patrén uniforme de

sensibilidad, sin embargo, la utilizacibn masiva de antibiéticos ha provocado un

aumento en su resistencia a nivel mundial (Garcia, 1997).

La aparicion de nuevas resistencias puede deberse a una mutacion puntual o a la

adquisicion de determinantes genéticos exdgenos que codifiquen esta resistencia. Las

vias de adquisicion de material exdgeno son transformacion, transduccion o conjugacion

de plasmidos o transposones e incluyen resistencia a cloranfenicol, a la eritromicina, a
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la tetraciclina, a la penicilina, a las fluoroquinolonas, a los glicopéptidos y altos niveles

deresistenciaalaclindamicinay alos aminoglucésidos (Kak y Chow, 2002).

Las primeras resistencias, en aidamientos de Enterococcus, a los antimicrobianos
utilizados en la practica clinica, ocurrieron a finales de la década de los afios 70. En
1979 se describi6 la primera cepa con alto nivel de resistencia a la gentamicina y dos
anos mas tarde se aid 6 la primera cepa de E. faecalis productora de penicilinasa. Hasta
1986 no se detectan las primeras cepas de Enterococcus resistentes a la vancomicina
(Francia e Inglaterra), unos 30 afios después de su introduccion en la clinica. En la
actualidad aumentan consderablemente los porcentges de resistencia e, incluso, son

frecuentes | as cepas multirresistentes (Marothi et al., 2005).
[1.5.1 Mecanismos deresistencia a los aminoglucésidos

Los mecanismos de resistencia adquirida a los aminoglucésidos son fundamentalmente
tres (Kak y Chow, 2002):

1.-Alteracion de la diana por mutacion. La resistencia se adquiere tras una mutacion
puntual en los genes que codifican para las proteinas del ribosoma bacteriano, lo que
ocasiona un cambio estructura de la subunidad 30S que impide la union del
antibiético a su diana y no se produce la interrupcion de la sintesis proteica. Este
mecanismo es tipico de la estreptomicina y ocurre por una Unica mutacion en la
proteina S12 de la subunidad 30S del ribosoma.

2.- Alteracion de la permeabilidad. El género Enterococcus tiene una permeabilidad
disminuida a los aminoglucdsidos, 10 que les confiere una resistencia de bagjo nivel.
Las cepas sensibles presentan valores de CIM para la estreptomicina o la kanamicina
alrededor de 125 pg/mL, siendo un poco menor para la gentamicina y la tobramicina.
Esta resistencia de bajo nivel se ha relacionado con los &cidos teicoicos de la pared
celular, gue pueden dificultar €l paso de los aminoglucdsidos y con dificultades de
permeacion a través de la membrana interna (Campanile et al., 2006). La dificultad
gue encuentran los aminoglucosidos para atravesar la membrana bacteriana'y alcanzar

su diana, se anula cuando se asocia un agente activo frente a la pared celular
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(betalactamico o glicopéptido) con un aminoglucdsido. Por tanto, la alteracion de la
permeabilidad tiene una doble vertiente, puede suponer una dificultad de entrada del

antibiotico alacélula o unafacilidad excesiva parala salida.

3.- Enzimas modificantes de aminoglucésidos (EMAS). Es el mecanismo de resistencia
mas frecuente y de mayor importancia. Confiere resistencia de ato nivel a los
aminoglucosidos tras la adquisicion de material genético extrabacteriano, bien en
plasmidos, bien en transposones, que codifican para enzimas modificantes de los
aminoglucésidos (Kobayashi y Alam, 2006). En las especies E. faecium, E. hiraey E.
durans existen acetilasa cromosdémica del tipo AAC(6') gue no confiere resistencia de
alto nivel (RAN) y no es un mecanismo de resistencia adquirido (Del Campo et al.,
2005, Kobayashi y Alam, 2006). La modificacion enzimética del aminoglucosido 1o
transforma en un derivado con menor afinidad por el sitio de unién a ribosoma, a la
vez que el antibidtico modificado interfiere con € transporte activo de mas
antibidtico. Existen tres tipos diferentes de enzimas modificantes de los
aminoglucosidos: N-acetilasas (AAC), O-fosforilasas (APH), O-nucleotidasas (ANT).
Dentro de cada tipo, las enzimas se subclasifican atendiendo al sitio de la molécula de
antibidtico donde se produce la modificacion y al perfil de sustrato concreto que tiene
cada enzima. Cuando existen varias enzimas gue modifican una misma posicion pero
gue difieren en el perfil de sustrato, se diferencian con nimeros romanos y cuando
presentan el mismo perfil se afiade una letra mindscula (Shaw et al. 1993). La
nomenclatura de los genes sigue el mismo esgquema. A continuacién se observan las

enzimas notificadas en Enterococcusy el perfil de sustratos para cada una de ellas.
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Enzimas modificantes de aminoglucésidos descritas en Enterococcusy sus sustratos

Enzima Perfil de sustrato

AAC(6)li Tm, Km*

AAC(6")+APH(2") Gm, Tm, Km, Dbk, Net, Amk, Isepa, Sis.
APH(3") Il Km, Nm, Liv, But, Amk, Isepa
APH(2")-Ic Gm, Tm, Km, Dbk

APH(2")-1d Gm, Tm, Km, Dbk

APH(2")-1b Gm, Tm, Km, Dbk, Net, Amk, Isepa, Arb
APH(3") Sm

APH(6) Sm

ANT(3")(9) Sm, Spc

ANT(4)(4")I Tm, Amk, Net, Km, But, Liv

ANT(6) Sm

Leyenda: *Resistencia moderada; Tm, tobramicina; Gm, gentamicing, Km,
kanamicina; Dbk, dibekamicina; Net, netilmicing; Amk, amikacina; |sepa,
isepamicing, Sis, ssomicina, Nm, neomicina; Liv, lividomicina, But, butirosing,
Arb, arbekacina; Sm, estreptomicina.

Fuente: Kobayashi N, Alam M. Drug resistance of Enterococci: epidemiology
and molecular mechanism, 2006.

[1.5.2 M ecanismo deresistencia a los glicopéptidos

Los antibidticos glicopeptidicos acttian inhibiendo la sintesis de la pared celular. La
vancomicina se une a extremo termina D-Ala-D-Ala del N-acetil-murdmico
pentapéptido impidiendo las reacciones de transglicosilacion y transpeptidacion, lo que
conlleva a la inmadurez del peptidoglicano naciente a no producirse e debido
entrecruzamiento. El resultado es que la bacteria no puede aumentar su tamafio y se
produce la pardisisde lasintesisde ADN, ARN y proteinasy, a final, lalisis bacteriana
en fase exponencial. La clave de |la resistencia esta en € dipéptido D-alanina-D-lactato
gue sustituye al dipéptido normal D-alanina-D-alanina. La ruta metabdlica de la sintesis
de la pared sigue su curso normal y D-alanina-D-lactato se incorpora a peptidoglicano y
comienzan las reacciones de transglicosilacion y transpeptidacion. La existencia de D-

19



lactato a fina del pentapéptido impide la unidn de la vancomicina a su diana a no tener
analogia estructural y, por tanto, no se inhibe la transglicosilacion (Cetinkaya et al.,
2000). En la siguiente tabla se describen los diferentes fenotipos de resistencia a la
vancomicina en funcion del nivel de laresistenciaaestay a lateicoplanina, el caracter
inducible o congtitutivo y la naturaleza intrinseca o adquirida (Kak y Chow, 2002).

Fenotipos de resistencia a glicopéptidos en Enterococcus

; Tipode ; CMI (pg/mL) » Transferencia
Fenotipo Especies Expresion

Resistencia Vancomicina Teicoplanina genética

VanA Adquirido E. faecalis 64->1000 16 - 512 Inducible Tn1546
E. faecium
E. durans
E. mundtii
E. avium
E. gallinarum
E. cassdliflavus
E. hirae

E. raffinosus

VanB Adquirido E. faecalis 4->1000 <1 Inducible Tn1547 Tn5382
E. faecium

E. gallinarum
VanC1 Intrinseca E. casseliflavus 2-32 05-1 Constitutiva
VanC2 E. gallinarum Inducible -
VanC3 E. flavescens

VanD Adquirida E. faecalis 64 -128 4-64 Constitutiva -
E. faecium

VanE Adquirida E. faecalis 16 0,5 Inducible -

VanG 4 E. faecalis <16 <0,5 é -

Fuente: Kak V, Chow J. The Enterococci: pathogenesis, molecular biology, and antibiotic
resistance, 2002.
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[1.5.3 Mecanismos deresistencia a los betalactamicos

Enterococcus es mucho menos sensible a la penicilina que otros cocos gram positivos
(E. faecalis CMI: 1-8 ug/mL, E. faecium CMI: 4-32 ng/mL). Es decir, que presenta una
resistencia intrinseca por baja afinidad de las proteinas ligadoras de la penicilina (PBP,
siglas en inglés), principalmente la tipo 5, mecanismo que se reporta desde 1983 (Raffi,
2006). También existe resistencia intrinseca a otros antibioticos betal actamicos como la
ampicilina, las ureidopenicilinas (azlocilina, mezlocilina, piperacilina), las penicilinas

antiestafilocécicas, € aztreonam y las cefal osporinas (Cetinkaya et al., 2000).

La mayor prevalencia de la resistencia a la ampicilina en Enterococcus ocurre en las
especies E. faecium y E. raffinossus (Zurita et al., 2003) y es €l resultado de una
hiperproduccién de la PBP5 6 de una disminucion de la interaccion de la droga con esta
proteina debido a una mutacion puntual en el gen que codifica para la PBP por
sustituciones aminoacidicas. En E. faecalis, aunque es rara esta resistencia, se involucra,
también, la baja afinidad de las PBP4, como otro mecanismo posible (Ono et al., 2005).

Con relacion a la resistencia adquirida, ésta puede deberse a la produccion de beta-
lactamasa. La resistencia es congtitutiva, de bajo nivel y dependiente del inéculo y se
observa para la penicilina, la ampicilina y ureidopenicilinas. El primer caso de E.
faecalis productor de beta-lactamasa fue descrito en Texas en 1981. Ocho afios mas
tarde en Argentina se notifico otro brote hospitalario asociado a E. faecalis productor de

beta-lactamasa (Lopardo et al., 1990) y desde entonces no se han descrito mas cepas.
I1.5.4 Resistencia a las fluor oquinolonas

Las fluoroguinolonas son antibidticos sintéticos introducidos en la practica clinica a
mediados de los afios ochenta cuyo mecanismo de accion es su interferencia con la
sintesis de ADN inhibiendo la actividad de las enzimas girasa y topoisomerasa |V de
ADN (Hidalgo et al., 2008). La resistencia en Enterococcus estd mediada por la
disminucién de la acumulacion del antibidtico dentro de la bacteria debido a la reducida
permeabilidad de la membrana; aumento de la expresion de las bombas de exclusion

(NorA) y mutaciones en los genes que codifican para las subunidades de las enzimas
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girasa (gyrA y gyrB) y topoisomerasa IV de ADN (parC y parE), que tienden a
agruparse en dominios muy conservados denominadas regiones determinantes de
resistencia a las quinolonas (QRDR, siglas en inglés) (Schmitz et al., 2002; Jacoby,
2005).

I1.5.5 Resistencia alos macr élidosy a estreptograminas

El principd mecanismo de resistencia en Enterococcus a los macrdlidos es la
produccion de una metilasa que acttia en un residuo de adeninadel ARN en |a subunidad
23S de la subunidad 50S ribosomal o que reduce la union no solo de la eritromicina 'y
otros macrolidos, sino también de las lincosaminas y la estreptograminas B, a ribosoma
bacteriano (sitio diana). Este mecanismo es mediado por el gen erm(B) y raramente por
e gen eem(A) y e fenotipo es denominado "MLSg"™ (Macrdlido-lincosaminas-
estretograminas B) (Emaneini et al., 2008).

Otro mecanismo descrito es la existencia de una bomba de eflujo codificado por e gen
mef(A) que se transmite a través de un plasmido conjugativo y confiere bajos niveles de
resistencia alaeritromicina (CIM 2-16 ng/mL) a diferencia del gen erm(B) que confiere
altos niveles deresistencia (CIM >32 pg/mL) (Kak y Chow, 2002).

La quinupristina-dalfopristina es una combinacién de estreptograminas A y B que
inhiben la sintesis proteica por su union a la subunidad 50S ribosomal, con la
consiguiente alteracion de estas. Es efectiva contra cepas de E. faecium resistente a la
vancomicina, mientras que la especie E. faecalis es intrinsecamente resistente. Su
actividad es solo bacteriostatica y la resistencia estd mediada por los genes vat(D) y

vat(E) que codifican para una acetiltransferasa (Eliopoul os, 2003).
[1.5.6 Resistencia a lastetraciclinas

La resistencia a las tetraciclinas esta codificada por genes exdgenos generalmente
localizados en plasmidos 0 en el cromosoma gue provocan un eflujo de la tetracicling,
tet(K) y tet(L), o mediante una proteccion ribosomal que altera el ribosoma para
prevenir la unién efectiva de la tetracicling, tet(M), tet(O) y tet(S). El gen tet(M) es el
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mas frecuente detectado en Enterococcus, estd locaizado en € cromosoma y es
transportado con frecuencia por €l transposon conjugativo Tn916, aunque también puede
encontrarse en plasmidos. Se describio, ademés, e gen tet(U) en cepas de E. faecium,
pero la prevalencia de este mecanismo no esta bien determinada por e momento (Kak y
Chow, 2002).

I1.5.7 Resistencia a las oxazolidinonas

La linezolida es un nuevo antibiotico que tiene un mecanismo de accién novedoso,
inhibe la sintesis proteica por su interaccion con la subunidad 50S pero en un sitio
diferente d de otros antimicrobianos anteriores. NO presenta resistencia cruzada con
otros antimicrobianos (Yadiani et al., 2009), pero en el afio 2001 se describi6 la
primera cepa resistente a la linezolida en Estados Unidos y posteriormente han ido
apareciendo en otros paises como, Alemania, Italia, Austria y Canada (Johnson et al.,
2002; Mutnick et al., 2003; Bonora et al., 2006; Werner et al., 2007; Zhanel et al.,
2008). La resistencia se debe a mutaciones en los genes de la subunidad 23S del ARN
ribosomal lo que disminuye la afinidad del antibidtico por el ribosoma (Yadiani et al.,
2009).

[1.6 Tratamiento de la infeccién enter ocdcica

El género Enterococcus representa un desafio terapéutico debido a su resistencia
intrinseca a varios antibidticos. Asi, la ampicilina o la vancomicina son los antibiéticos
farmacoterapéuticos més utilizados en €l caso de las cepas sensibles (Arias et al., 2010).
La combinacion de la ampicilina o la vancomicina con un aminoglucdsido es necesaria
para alcanzar consstente actividad bactericida para el tratamiento de las infecciones
enterococicas severas, por gemplo, la endocarditis. Los informes de Enterococcus con
mUltiple resistencia a los antibidticos resatan el rapido descenso de las opciones
terapéuticas para este patdgeno (Acosta-Gnass, 2005). Existen varios factores a tener en

cuenta paraelegir laterapiafrente alainfeccion enterococica (Malani et al., 2002):

1. S el aidamiento es susceptible a los betalactamicos, a los aminoglucosidos y a los

glicopéptidos.
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2. S la infeccion es monomicrobiana como la mayoria de las sepsis urinaria
enterocécica o polimicrobiana como la mayoria de las infecciones de heridas y

abscesos enterococi cos.

3. S existe compromiso delas vavulas cardiacas.

Infeccion enterococica sin compromiso de valvulas cardiacas y susceptibilidad
antimicrobiana (Sood et al., 2008)

De manera general, las infecciones no complicadas se resuelven en monoterapia con
ampicilina, penicilina o vancomicina. En las infecciones de piel, tgjido subcutaneo e
intrabdominales o pélvicas, donde es frecuente la infeccion mixta, también puede
anadirse algun antibiético Util contra gérmenes gramnegativos y anaerobios. De forma
aternativa puede usarse la combinacion de amoxicilina con &cido clavulanico o
piperacilina-tazobactan. En las infecciones del tracto urinario bajo la nitrofurantoina
muestra muy buenos resultados terapéuticos, al igual que la fosfomicina aln cuando los

aislamientos sean resistentes ala vancomicina.
Endocar ditis causada por Enterococcus susceptible

El tratamiento de eleccién es la asociacion de un antibidtico betalactamico y un
aminoglucésido, habitualmente la ampicilina o penicilina con la gentamicina,
aprovechando € importante efecto sinérgico que se produce entre estos dos
antimicrobianos (Sepulveda et al., 2007). La vancomicina también puede usarse en
combinacion con un aminoglucdsido y es recomendada en |os pacientes alérgicos a los
betalactamicos o en aquellos infectados por cepas resistentes a estos. El tratamiento debe

ser mantenido durante seis semanas (Malani et al., 2002).
I nfecciones por ERV

En las cepas ERV existen pocas opciones terapéuticas, por 10 que se hizo necesario
monitorear la susceptibilidad a otros antibidticos como: la tetraciclinas, el cloranfenicol,
la fosfomicina, la rifampicina, las fluoroguinolonas, la nitrofurantoina, incluso hasta la

eritromicina (Sood et al., 2008). En las infecciones urinarias, de pie y de tejidos blandos
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por ERV se recomiendan las fluoroquinolonas y la doxiciclina segun los patrones de
susceptibilidad.

El cloranfenicol también se ha usado por algunos clinicos con relativo éxito. No
obstante, debido a las limitadas opciones terapeliticas existentes, se hizo imprescindible
el descubrimiento de nuevos antimicrobianos (Marothi et al., 2005).

La quinupristina-dalfopristina, fue el primer antibidtico aprobado para las infecciones
severas por E. faecium resistente a la vancomicina, (Sood et al., 2008). Es de gran
utilidad en e tratamiento de la endocarditis por ERV que es muy dificil y limitado.
También se ha utilizado combinado con la doxiciclina y la rifampicina demostrando

muy buen sinergismo in vitro.

En los ultimos afios se han introducido en la préactica clinica tres nuevos antibidticos
para el tratamiento del ERV: la linezolida, la daptomicinay latigeciclina (Werner et al.,
2008; Mave et al., 2009). La linezolida es una oxazolidinona, disponible desde € afio
2000 para € tratamiento del ERV (Willems y Bonten , 2007) fundamenta mente para
bacteriemias e infecciones del tracto urinario (Malani et al., 2002), asi como se observan
buenos resultados en infecciones de pid, tejidos blandos, meningitis y neumonias (Sader
et al., 2002).

La daptomicina es un lipopéptido que inhibe la sintesis de |a pared bacteriana, pero actta
en un lugar diferente a la vancomicina. Interfiere con € transporte de la membrana
celular y tiene un efecto bactericida méas rapido. Su espectro es similar ala vancomicina
Esta disponible desde el afio 2003 y ha sido de gran utilidad en las infecciones de piel y
tejidos blandos (Willemsy Bonten, 2007).

Latigeciclina, nuevo miembro de una nueva clase de antimicrobianos (Glicilciclinas), es
el antibiético mas novedoso para combatir las cepas ERV, esta disponible desde el 2005
y aungue la experiencia clinica es limitada hay estudios que avalan su potente actividad

invitro frente aE. faecalis y E. faecium (Willemsy Bonten, 2007).
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[1.7 Epidemiologia de lasinfecciones causadas por Enterococcus

El primer reporte de cepas ERV en Europa marcé un cambio dramatico en las
perspectivas sobre la infeccién enterocdcica y su epidemiologia. Poco después se
describi6é una situacion epidémica de estas cepas en los hospitales de Estados Unidos
donde en 1993, la prevalencia de ERV se increment6 20 veces en las UCI. Datos mas
recientes muestran un incremento a un 30% debido a la dispersion de esta resistencia en
el 70-80% de la poblacion de E. faecium mientras que en E. faecalis no supera el 10%
(Willemsy Bonten, 2007).

El origen de la infeccion nosocomial se atribuia en un principio a la propia microbiota
intestinal del paciente, posteriormente se demostro la existencia de transmision de cepas
de persona a persona, por medio de fomites, sdbanas, puertas asi como a través del
contacto con las manos del personal médico (Sood et al., 2008). No obstante, el origen
de las cepas de Enterococcus puede no solo ser humano sino también ambiental y
animal. Estudios ecoldgicos revelaron la presencia de E. faecalis y E. faecium en quesos,
pescado, cerdos y ganado bovino (Del Campo et al., 2003; Fisher et al., 2009).

Una atencion especial merecen las cepas de ERV por el impacto clinico-epidemiol 6gico
que presenta. En Estados Unidos el principal reservorio de estas cepas son los pacientes
hospitalizados portadores en su tracto gastrointestinal de este patdégeno, principal mente,
los pacientes ingresados en las UCI. La situacion en Europa es diferente ya que este
patdgeno es mas frecuente en la comunidad y en los animales de granjas (pollos, cerdos,
ganado vacuno) y consecuentemente sus productos, 1o que esta relacionado al uso de la
avoparcina como promotor de crecimiento en veterinaria durante més de 15 afios
(Homan et al., 2002, Agers et al., 2008).

Sin embargo, en los Ultimos afios se evidencia un cambio en la epidemiologia de ERV,
tanto en EE.UU. como en Europa (Chen y Zerbos, 2009). Enterococcus resistente a la
vancomicina se reporta en otras partes del mundo incluida América del Sur, Asia 'y

Australialo que ilustra la diseminacion pandémica de estas cepas resistentes (Willems y
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Bonten, 2007). En la siguiente tabla se muestran las medidas de control de la infeccion
frente aERV (Acosta-Gnass, 2005)

Medidas de control de infeccion frente a cepas de Enterococcus Resistente a la

Vancomicina

M edida Accion

Educacion Educar a persona hospitalario sobre la gravedad de la
infeccion.

Deteccion precoz Cultivos de vigilancia periédicos.

Aislamiento por contacto Habitacion individual, uso de guantes y batas.

Lavado de manos Con jab6n antiséptico o uso de alcohol gel.

Objetos no criticos Para uso exclusivo del paciente. Desinfeccion

(estetoscopios, termémetros)  exhaustiva entre pacientes.

Uso de antimicrobianos Evitar €l usoirracional de los antimicrobianos.

Uso de vancomicina Desaconsgjar & uso indiscriminado de la
vancomicina, especialmente por viaoral.

Dispositivosinvasivos Disminuir el uso de los catéteres venosos centrales y
catéteres urinarios.

Limpieza Limpieza diaria de la habitacion y de las superficies

horizontal es con desinfectantes (pueden ser clorados).

Fuente: Acosta-Gnass SI. Enterococcus [citado € 11 de noviembre de 2009]. Disponible en:
http: //mww.codei nep.com.ar/control/Enterococcus.pdf

En ocasiones, es dificil determinar |la tasa de mortalidad por infeccion enterococica
porque, con frecuencia, se trata de infecciones polimicrobianas, no obstante, se reportan
cifras de 61% de casos mortales (Fisher y Phillips, 2009).

I1.8 Epidemiologia molecular de Enterococcus

Se han utilizado diferentes métodos de biologia molecular para Enterococcus, siendo
hoy en dia una herramienta fundamental la tipificacion y la caracterizacion de las cepas
para conocer nuevos datos sobre la epidemiologia de las infecciones intrahospitalarias.
Entre estos métodos, para estudios epidemiologicos a largo y a corto plazo, se
encuentran la ECP y el andlisis por MLST (Vézquez y Berrdn, 2004; Dominguez et al.,
2005).
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[1.8.1 Analisis de macrorestricciéon de ADN total por electroforesis en campo

pulsado

La ECP es una técnica que se basa en el polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion y utiliza enzimas de restriccion de corte poco frecuente que generan un
numero relativamente pequefio de fragmentos grandes de ADN. La técnica de ECP, que
fue desarrollada por Schartz y Cantor en 1984, permite separar fragmentos de ADN
grandes y es una variante de la el ectroforesis en gel de agarosa, en la cua se cambia de
manera periodica (por pulsos) la orientacion del campo e éctrico. La duracion del campo
eléctrico alternado determina € rango de tamafio del ADN que puede ser separado en €l
gel de agarosa. EI ADN blanco sin cortar se obtiene de embeber el microorganismo
intacto en moldes de agarosa y luego se lisa enzimaticamente la pared celular y se
digieren las proteinas celulares. Posteriormente, el cromosoma integro es digerido in
situ. Tras la electroforesis de pulsos, el gel se tifie con bromuro de etidio, se visualizaen
un transiluminador con luz UV y se efectla el registro fotogréfico para su posterior
andliss. El resultado de aplicar ECP a ADN provee un patrén de restriccion
cromosdmico con excelente resolucion, generalmente compuesto de 10 a 30 fragmentos
diferentes que varian de tamafio desde 10 a 800 Kb (Dominguez et al., 2005).

En funcion del numero de diferencias entre dos patrones o pulsotipos, 1os aislamientos

se pueden clasificar en (Tenover et al., 1995):

Idénticos. Dos aidamientos tienen € mismo patron de bandas. Corresponden a dos

aislamientos de un mismo clon genéticamente igual .

Genéticamente relacionados. La diferenciaen el patron de bandas de dos aislamientos es
igual o inferior atres. Esto es debido a pequefias evoluciones dentro de un mismo clon'y
un Unico cambio genético (mutacion espontanea que afecte a un lugar de restriccion
creando uno nuevo o haciendo desaparecer uno ya existente), se traduce en un maximo
de tres diferencias entre los patrones de un aisamiento y su ancestro. En este caso, las

dos cepas pueden considerarse genéticamente relacionadas (una subtipo de la otra o
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ambas derivadas de un ancestro comun) y sus diferencias pueden ser la consecuencia de

los cambios genéticos que se acumulan en las sucesivas generaciones bacterianas.

Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones pueden ser
atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el nimero de bandas diferentes puede
llegar a ser hasta de seis (inserciones o deleciones de ADN; o ganancia o pérdida de
lugares de restriccion). Aunque estos aislamientos puedan también corresponder a una
linea evolutiva comun, su relaciéon genética no es tan cercana y por tanto, €s menos
probable su relacion epidemiologica. Este nimero de variaciones puede verse entre
aisdlamientos separados por largos periodos (mayor de seis meses), entre aislamientos
gue proceden de brotes que han afectado a un gran nimero de personas o entre
aislamientos gque proceden de situaciones endémicas prolongadas. En estos casos, antes
de llegar a una concluson debe andizarse las caracteristicas fenotipicas de los
aislamientos, su sensibilidad antibiética y aplicar otros marcadores genotipicos s fuera

necesario.

No relacionados. Cuando |os patrones presentan mas de siete bandas de diferenciay son
el producto de tres 0 mas cambios genéticos independientes. En este caso los dos
aislamientos pertenecen a clones distintos, sin relacién epidemiol dgica.

Esta clasificacion, de la relacion genética entre microorganismos, pretende ser solo
orientativa. Es preciso individualizar cada situacion, tener en cuenta otras caracteristicas
y, sobre todo, la informacion epidemioldgica que deriva de una investigacion clinica
cuidadosa (Dominguez et al., 2005). Se pueden también analizar los patrones de ECP
mediante sistemas informaticos como el Phoretrix 5.0 o el bioNumerics que objetivan €l
numero de diferencias entre dos aisdamientos y les asignan una "distancia genética’. En
estos sistemas se precisa captar la imagen del gel, normalizarlo e identificar las bandas
gue quieren ser incluidas en e andisis. Son sistemas muy Utiles para analizar

colecciones que incluyen muchos microorganismos (Dominguez et al., 2005).
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[1.8.2 Anédlisis mediante ML ST

El MLST es una técnica basada en la secuenciacion de fragmentos internos de siete
genes metabdlicos altamente conservados y conocidos como genes “housekeeping” que
estan repartidos por todo el cromosoma de la bacteria. Por cada fragmento del gen se
detectan diferentes secuencias, obteniéndose siete perfiles alélicos para cada aislamiento

los que determinan la secuenciatipo (Vazquez y Berron, 2004).

Se han desarrollado esquemas de MLST para E. faecium (Homan et al., 2002) y E.
faecalis (Ruiz-Garbgjosa et al., 2006a). Se trata de una tecnologia de punta que permite
establecer las relaciones de las diferentes lineas clonales (que producen brotes en
diferentes paises/continentes que adquieren determinantes de resistencia a
antimicrobianos o que manifiestan un aumento del nivel de virulencia) y ser capaces de
trazar su dispersion global. El desarrollo del MLST consta de tres pasos fundamentales
(Vazquez y Berrdn, 2004):

1.- Amplificacion de los fragmentos internos de los genes metabdlicos mediante la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
2.- Secuenciacion de los productos obtenidos

3.- Andlisis de los resultados que incluye: comparar |as secuencias de |os fragmentos en
cada gen con los alelos ya descritos; asignar un nimero a cada alelo en los siete
genes para conseguir un perfil aélico y comparar los perfiles aélicos con los

existentes en una base de datos centralizada.

Los perfiles de MLST se conservan en una base de datos a la que se accede a través de
internet (Wwww.mist.net), lo que facilita e intercambio de datos epidemioldgicos entre
diferentes laboratorios. En esta base se registran nuevas variantes de STs que permite €
reconocimiento y seguimiento de la disperson mundia de los diferentes lingjes
genéticos (Homan et al., 2002).

Se reportan subpoblaciones genéticas especificamente adaptadas al medio hospitalario y

distintas de las circulantes en la comunidad o en el reservorio animal (Peset et al., 2000;
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Del Campo et al., 2001, Patel, 2003). Se ha explorado la diversidad genética entre cepas
colonizantes y virulentas demostrandose la circulacién de clones especificos epidémicos
principamente en la UCI o afectando a diferentes instituciones (Ruiz-Garbgjosa et al.,
2006b). La ocurrencia de aidamientos clonales en diferentes pacientes reflga la
adquisicion de una infeccién por una cepa epidémica, en lugar de una infeccién causada
por un Enterococcus de la propia microbiota del paciente demostrandose la transmision

de paciente a paciente (Gilmore et al., 2002).

La diversidad genética en Enterococcus obedece a procesos de recombinacion, pero en
determinadas circunstancias emergen ciertos complejos clonales (CCs), como CC9 deE.
faecalis, descrito en Espafia, que por ventaja selectiva predomina sobre €l resto y crean
una falsa apariencia de clonalidad en la poblacion (Ruiz-Garbgjosa et al., 2007).
Baguero y colaboradores describen en el afio 2003 & fendmeno de “capitalismo
genético” en Enterococcus dado por la capacidad del patégeno de adquirir mecanismos
adaptativos como la resistencia antibidtica y factores de virulencia lo que favorece su
persistencia en € medio y, a su vez, facilita la adquisicion de nuevos mecanismos.
Ademas, aumenta la posibilidad de transmision a otros CCs, facilitando la dispersion de
resistencias (Baguero et al., 2003). Por este motivo, la resistencia a la vancomicina
puede encontrarse en lineas genéticas no relacionadas entre si, como sucede con la cepa

de origen animal B434, que se agrupa en E. faecalis CC21 (Willemsy Bonten, 2007).

Gracias a los estudios de epidemiologia molecular, realizados por ECP, se conoce hoy
gue cuando una epidemia por ERV ocurre de forma aguda se trata generalmente de una
epidemia de un simple clon o un limitado nimero de clones. Sin embargo, cuando
comienza la transmision de pacientes a pacientes y las cepas de ERV se establecen de
forma endémica se pueden detectar multiples clones con evoluciones individuaes en el
tiempo (Chen y Zerbos, 2009). Los estudios de secuenciacion han permitido conocer la
distribucién de secuencias tipo y compl e os clonales de Enterococcus a nivel mundial o
que facilita el conocimiento de la evolucion genética de este patdgeno (Farifiasy Torres,
2007). En este sentido, es importante resaltar la circulacion de E. faecium CC17

responsable de la mayoria de las epidemias enterocdcicas intrahospitalarias y disperso
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globalmente (Baldassarry et al. 2005). Publicaciones adicionales han confirmado la
emergencia de subpoblaciones nosocomiales de CC17 en Brasil, Alemania, Italia,
Corea, Holanda, Singapur y Suecia (Willems y Bonten, 2007), asi como la emergencia
de ST78, en Italia, con aislamientos resistentes a la linezolida (Bonora et al., 2007). Se
describen otros CCs en E. faecalis, como en CC2 y CC9, que incluyen cepas de origen
hospitalario resistentes a la vancomicinay causantes de brotes hospitalarios. Otros CCs
podrian estar emergiendo en Europa central, como CC87 en cepas ERV tipo vanA y

vanB (Farifiasy Torres, 2007).
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1. MATERIALESY METODOS
[11.1 Disefio de la investigacion

Se llevd a cabo un estudio descriptivo que incluy6 a todos los aisdamientos (n=501),
pertenecientes a género Enterococcus, recibidos en € LNRM/IPK en el periodo
comprendido entre el 3 de enero de 2000y el 31 de diciembre de 2005.

Los aislamientos se obtuvieron en los Laboratorios de Microbiologia de 26 hospitales de
Cuba: (hospitales pediétricos 70,4%; clinico-quirargicos 15,4 %; generales 11% y
materno-infantil 3,2%) correspondientes a nueve provincias (Ciudad de La Habana,
Cienfuegos, Sancti Spiritu, Ciego de Avila, Camaguey, Holguin, Las Tunas, Santiago de
Cuba y Guantanamo). La distribucién de los aislamientos por provincias y hospitales se
muestra en el Anexo |. Se recogieron datos clinico-epidemiolégicos de los pacientes
infectados a partir de la encuesta disefiada para la vigilancia naciona de Enterococcus
(Anexo I1).

Con respecto a la distribucién por servicios, € 152% de los aidamientos
correspondieron a los servicios de neonatologia, unidad de terapia intensiva pediétrica
(UTIP) (11,6%), cirugia (11,6%), nefrologia (11,7%), consulta externa (10,4%),
medicina (9,4%), miscelanea (7%), urologia (6%), unidad de terapia intensiva de adulto
(UTI) (5,2%), ginecologia (3%) y unidad de cuidados intermedios (UCM) (3%) y otros
(6%). Todos los aidamientos de consulta externa se consderaron aislamientos
comunitarios ya que ningun nifio tuvo ingreso hospitalario durante el dltimo afo. La
distribucién de los aidamientos segun la procedencia de la muestra se reflgja en el

Anexo IlI.

En los 501 aislamientos se llevé a cabo la identificacion de especie, la determinacion de

la susceptibilidad antimicrobiana, la deteccion de los genes de resistencia en



aisamientos resistentes a los aminoglucosidos, la tetraciclina y la eritromicina, la
deteccion de la actividad de beta-lactamasa en los aislamientos resistentes a la
ampicilina, ademas, se investigo la expresion fenotipica de la virulencia y los genes

rel acionados con esta.
[11.1.2 Disefio de los estudios de epidemiologia molecular

Dentro del contexto de las investigaciones a realizar se disefiaron tres estudios

independientes de epidemiol ogia molecular:

Estudio 1: Andlisis de la diversidad genética, mediante ECP de 97 aislamientos (83 E.
faecalis, 10 E. faecium, 2 E. casseliflavus, 2 E. gallinarum) aidlados durante el periodo
del 1 de octubre de 2000 al 30 de septiembre de 2001, procedentes de 15 hospitales de
tres provincias (Ciudad de La Habana, Santiago de Cuba y Las Tunas). Se incluyeron
todas los aidamientos (n=97) recibidos en LNRM/IPK durante este periodo,
seleccionando uno por paciente.

Estudio 2: Andisis de la diversidad genética, mediante ECP de aidamientos de E.
faecalis procedentes de pacientes atendidos en el hospital pediatrico de Holguin entre
enero de 2001 y diciembre de 2004. Durante este periodo se registraron 94 aislamientos
de E. faecalis en € hospital pedidrico sefialado. Debido a que los estudios de
epidemiologia molecular no tienen establecido un tamafio muestral especifico v,
teniendo en cuenta la disponibilidad de recursos, se selecciond arededor del 50% (n=
55) del total de los aidamientos registrados. La seleccion se hizo de manera aleatoria'y
proporcional a numero total anual de Enterococcus aislados en este hospital,
garantizando su representatividad por afio y servicio. Aquellos aislamientos
pertenecientes a un mismo servicio se seleccionaron mediante un muestreo ssimple
aleatorio.

Estudio 3: Andlisis de la relacion filogenética entre los aislamientos de E. faecalis,
mediante MLST. Se recibieron un total de 418 aislamientos de esta especie desde nueve
provincias del pais en el periodo de estudio. Teniendo en cuenta que MLST es una

técnica atamente costosa lo que limita el nimero de aislamientos a caracterizar
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(Dominguez et al., 2005), por criterios de factibilidad, se estudiaron sdlo 23 de ellos.
Para la seleccion de estos se priorizaron las provincias que aportaron el mayor nimero
de aidamientos durante e periodo de estudio de este trabagjo. De esta manera se
congtituyeron 5 estratos (Provincias de Ciudad de La Habana, Holguin, Santiago de
Cuba, Guantanamo y Ciego de Avila). Dentro de ellas |a cantidad de aislamientos que se
caracterizaron fue proporcional a nimero total de E. faecalis recibido por provincias:
Ciudad de La Habana (152), Holguin (141), Santiago de Cuba (77), Guantanamo (42) y
Ciego de Avila (4). De esta manera la muestra quedo constituida de la siguiente forma:
Ciudad de La Habana (8), Holguin (8), Santiago de Cuba (4), Guantanamo (2) y Ciego

de Avila(1). La seleccién dentro de los estratos se hizo por muestreo aleatorio simple.
[11.2 Procedimientos
[11.2.1 I dentificacion de especies de Enterococcus

Se procedi6 al cultivo de los 501 aislamientos coleccionados en placas de agar sangre de
carnero a 5% que se incubaron durante 24 horas a 37 °C en atmésfera de 5% de CO,
(Facklam y Collins, 1989). Una vez comprobada la pureza del cultivo, se realizd la
identificacion de las especies mediante las pruebas bioquimicas convencionades y se
complemento con € sistema automatizado "Mini Api" y las galerias rapid ID 32 STREP

(BioMérieux, Francia).
[11.2.1.1 M étodo convencional

Se sembré una asada del cultivo puro en los medios bioquimicos para determinar la
hidrélisis de la arginina, la fermentacién de los carbohidratos (Difco, Alemania) con 1%
de manitol, (sorbitol, arabinosa, sacarosa, sorbosa, rafinosa, ribosa, xilosa, melibiosa,
trehalosa y piruvato). Todos los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 horas en
atmosfera de 5% CO, (Facklam y Collins, 1989). También se evalud la produccién de
pigmento amarillo en agar Triptona Soya durante 24 horas en aerobiosis y la motilidad
en el medio especifico de motilidad (Difco, Alemania)((Facklam et al., 2002).
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Se utilizaron las siguientes cepas controles. E. faecalis ATCC29212, E. faecium
ATCC6056 y E. casseliflavus ATCC25788. Como control negativo para los
carbohidratos se utilizo € caldo basico de rojo fenol (Difco, Alemania) sin la adicion de

azucares.
[11.2.1.2 M étodo automatizado *’Mini Api’’ rapid ID 32 STREP

Se sembré una asada del cultivo puro en las galerias Api (BioMérieux, Francia)
compuestas por 32 clpulas que contenian un medio reactivo en forma deshidratada, cada
una correspondientes a las pruebas bioquimicas a redizar (Anexo 1V) y se incubaron
durante 4 horas a 37 °C en atmosfera de 5% CO,. Posteriormente, se realizo la lectura

segun las recomendaciones ddl fabricante.
[11.2.3 Conservacion de los aisamientos

Todos los aidamientos se conservaron en caldo Triptona de Soja con glicerol (Merck,
Alemania) a 15% y se congelaron (-70 °C) para su posterior caracterizacion

convenciona y molecular (Facklam y Collins, 1989).
[11.2.4 Deter minacion de la susceptibilidad antimicr obiana

Se determiné la susceptibilidad de todas los aidamientos frente a 12 antimicrobianos:
ampicilina, vancomicina, teicoplanina, gentamicina, estreptomicina, kanamicina,
nitrofurantoina, ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina, eritromicinay tetraciclina
siguiendo las recomendaciones del Clinical Laboratory Standar Ingtitute (CLS, siglas en
inglés) (CLSI, 2007).

[11.2.4.1 Método de difusién en agar o Kirby-Bauer (CLSI, 2007)

Se aplico atodos |os aislamientos para analizar, de forma cualitativa, la susceptibilidad a
| os anti microbianos mencionados anteriormente, con excepcion de la moxifloxacina para
la que se determind directamente el valor de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
mediante el método de dilucién en agar (acapite 111.2.4.2). Como control de calidad se

utilizé la cepa de referencia Saphylococcus aureus ATCC 25923. A continuacion se
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muestran los antimicrobianos utilizados por € método de difusion en agar mediante

discos y criterios de susceptibilidad para Enterococcus seguin los halos de inhibicién.

Antimicrobianos utilizados por el método de difusion en agar mediante discos y
criterios de susceptibilidad para Enterococcus segun los halos de inhibicion (M 2-A9
Disk Diffusion, CL SI, 2007)

T Contenido Diametros de halos de inhibicion (mm)
del disco
Ampicilina 10 <16 - 217
Vancomicina 30 <14 15-16 >17
Teicoplanina 30 <10 11-13 >14
Gentamicina 120 <8 7-9 >10
Estreptomicina 300 <8 7-9 >10
Kanamicina** 120 <8 7-9 >10
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17
Ciprofloxacina 5 <15 16-20 >21
Levofloxacina 5 <13 14-16 >17
Eritromicina 15 <13 14-22 >23
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19

Leyenda: R, resistente; |, intermedio; S, sensible * Casas Comerciales Oxoid (Inglaterra)
y Biolife (Italia). Fuente: CLSI, 2007 **, Sahm et al., 2006

Preparacion del inéculo. A partir de un cultivo puro de 18-24 horas de crecimiento en
agar sangre, se prepard el inéculo en 3 mL de caldo Mueller Hinton (MH), gjustando la
suspension bacteriana al estandar 0,5 de Mc Farland (1x 10° UFC).

Siembra de las placas. Se introdujo un hisopo de algodén estéril en un tubo con la
suspension y este se presiono ligeramente contra sus paredes. Con e hisopo seinocul6 la
superficie del medio de cultivo agar MH y se estrid la placa de forma homogénea. Se
colocaron un méximo de 5 discos por placa presionando suavemente sobre la superficie
y se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas. Se midieron los diametros de la zonas de

inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco dando la categoria de: sensible (S),
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intermedia (1) o resistente (R) teniendo en cuenta los pardmetros establecidos en el
documento M2-A9- Disk Diffusion para Enterococcus (CLSI, 2007).

[11.2.4.2 Deter minacion de la concentracion inhibitoria minima. M étodo de dilucion
en agar (CLSI, 2007)

La determinacion del valor de CIM para diversas familias de antimicrobianos se llevo a
cabo en todas las cepas incluidas en € estudio siguiendo las normas del documento M7-
A7-MIC Testing para Enterococcus (CLSI, 2007).

A continuacion se muestran |os antimicrobianos utilizados y en el Anexo V se muestran

los solventes y diluentes para cada uno de ellos.

Antibidticosy rangos utilizados para la deter minacion dela CIM

Antibidtico Rango utilizado (mg/L)
Gentamicina 8-4096
Kanamicina 8-4096
Estreptomicina 8-4096
Ampicilina 0,5-512
Vancomicina 0,5-512
Teicoplanina 0,5-512
Ciprofloxacina 0,25-256
Levofloxacina 0,25-256
Moxifloxacina 0,5-16
Nitrofurantoina 2-512
Tetreciclina 0,5-512
Eritromicina 0,5-512

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing, 2007.

Partiendo de una solucion madre, que correspondié a la maxima concentracion de
antibidtico, se prepararon disoluciones seriadas a la mitad de la concentracién en agua
estéril. Dos mL de cada una de las diluciones se mezclaron con 18 mL de agar MH

(dilucién 1:10) a una temperatura de aproximadamente 56 °C. La mezcla se vertié en
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placas Petri de 16 cm de diametro. A partir de un crecimiento puro en placa se sembré
unacoloniaen e caldo ICC. Tras 18 h a 37 °C se prepar6 €l inéeculo en un tubo con 4,5
mL de suero fisiologico, gjustando a 0,5 McFarland y posteriormente se diluyé 1/10
hasta |legar a una suspension de 10 UFC/mL. Con esta solucién se llenaron los pocillos
del replicador de Steersy se inocularon las placas una vez solidificados (10* UFC/gota).
Las placas se mantuvieron a temperatura ambiente hasta que se secaron las gotas y se
incubaron a 37 °C. Como controles se inocularon placas con €l medio sin antibidtico,

unaal principioy otraal final delareplicacion.

La lectura se realizd a las 24 y a las 48 horas, considerando como CIM la menor
concentracion de antibidtico capaz de inhibir € crecimiento del microorganismo. Se

considerd despreciable la presencia de un velo muy débil o una colonia aislada.

Las pruebas de control de calidad de los métodos empleados para la determinacion de la
susceptibilidad antimicrobiana se muestran en el Anexo V1.

[11.2.4.3 Deter minacion de la actividad de beta-lactamasa

Esta prueba se realizd en todos los aislamientos resistentes ala ampicilinay se aplico €l
método de la cefalosporina cromégena (Hindler, 2005). Se colocd una gota de la
solucién de nitrocefinasa (Glaxo Research, Inglaterra) en una ldmina portaobjeto y con
ayuda de un asa microbiol 6gica plastica estéril se selecciond una colonia del aisdamiento
aprobar y se realizé una emulsiéon con € reactivo. Para evitar la evaporacion las laminas
se colocaron en camara hiumeda. La reaccion se considerd positiva cuando el reactivo
viré de color amarillo arosado intenso. Si pasado 30 minutos no se observo variacion en
la coloracion, la prueba se interpretd como negativa. Las cepas controles que se
utilizaron fueron Escherichia coli ATCC35218 como control positivo y Neisseria

gonorrhoeae ATCC29216 como control negativo.
[11. 2.5 Deteccion de genes deresistencia a los antimicr obianos
Se investigd la presencia de los genes de resistencia a los aminoglucésidos aac(6')le-

aph(2")la, aph(3)-l1la, ant(6)la, ant(3")(9), aph(2")-id y aph(2")-ic en los aidamientos
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resistentes a la gentamicina, kanamicina y estreptomicina. También se andizo la
presencia de los genes de resistencia a los glicopéptidos van(A) y van(B) en los
aislamientos resistentes a la vancomicina y a la teicoplaning; los genes de resistencia a
los macrélidos erm(B), erm(A), erm(C) y mef(A) en los resistentes a la eritromicina 'y
finamente se investigd la presencia de siete genes de resistencia a la tetraciclina: tet(M),
tet(L), tet(K), tet(O), tet(S), tet(T) y tet(U), en los aidamientos resistentes a este

antibidtico.

La presencia de los genes se evalué mediante la técnica de PCR simple [genes van(A) y
van(B)] y PCR multiple (resto de los genes), usando cebadores especificos y segin
protocolos estandarizados (Anexo VII). La mezcla y las condiciones de reaccion se
muestran en el Anexo VIl (Nishimoto et al, 2005).

La extraccion de ADN necesario para los experimentos de PCR y para el resto de
estudios moleculares incluidos en este trabajo se realizé6 mediante el método enzimético
de la acromopeptidasa segun instrucciones del fabricante (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd, EE.UU.) (Anexo IX).

Las cepas controles positivos que se usaron en los experimentos de PCR fueron: E.
faecalis Delaware para aac(6')le-aph(2")la; E. casseliflavus SF11300 para aph(2")- id;
E. gallinarum SF911 para aph(2")-ic (Vakulenko et al., 2003); E. faecalis C135 para
vanB; E. faecium RC714 paravanA, aph(3)-llla'y erm(B) (Del Campo et al., 2001); S.
aureus RN1389 para erm(A); S. aureus RN4220 para erm(C); Streptococcus pyogenes
02C1064 para mef(A) (Portillo et al., 2000) y para los genes de resistencia a la
tetraciclina E. faecalis D26045 para tet(L); S. aureus S67449 para tet(K); E. faecalis
M85225 para tet(M); Sreptococcus pneumoniae YO07780 para tet(O); Listeria
monocytogenes L9756 para tet(S) (Charpentier et al., 1994); S pyogenes L42544 para
tet(T) y E. faecium U01917 para tet(U) (Clermont et al., 1997). Como control negativo
se utilizd el agua destilada estéril.
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[11.2.5.1 Electroforesis en gel de agarosa

La visualizacion de los fragmentos amplificados por PCR se llevé a cabo mediante una
electroforesis en gel de agarosaal 1, 5%. Se disolvi6 la agarosaen TBEx1 (Tris-HCI pH
8,3, 89 mM; EDTA 2 mM) calentando hasta su completa disolucién y se afiadio
Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL) (BioRad, EE.UU.) hasta una concentracion fina de 0,5
pug/mL. En los pocillos se cargaron 10 pL de la muestra amplificada mezclada con 2 pL
de azul de bromofenol. La electroforesis se desarroll6 a 100 voltios en TBEx1, y €l gel
se visualizdé con luz ultravioleta (340 nm) en un transiluminador TS-40 (Hoefer,
EE.UU.) y se fotografié con una pelicula Polaroid 667 (Polaroid, EE.UU.) (Emaneini et
al., 2008).

I11.2.6 Deter minacién de la expresion fenotipica de la virulencia

En todos los aidamientos se evalud la produccion fenotipica de hemolisinas y proteasas
(Coque et al., 1995).

Produccién de hemolisina. A partir de un cultivo puro de 18-24 horas de crecimiento se
sembrd una asada del microorganismo en forma de estria sobre una placa de agar
columbia (Merk, Espafia) con sangre de caballo (5%) y se incub6 a 37 °C durante 24
horas. Se consideraron como positivos los aidamientos que, tras la incubacion, se

observo una zona clara de beta-hemolisis alrededor de su colonia

Actividad de proteasa. A partir de un cultivo puro de 18-24 horas de crecimiento se
sembré una asada del microorganismo en forma de estria sobre una placa de agar Todd
Hewitt suplementada con 30g de gelatina/L (Difco, Alemania) y se incub6 a 37 °C
durante 24, 48 y 72 horas. Se consideraron positivos agquellos aislamientos que

produjeron un halo claro alrededor de la colonia después de laincubacion.
[11.2.7 Deter minacion de la presencia de genesde virulencia

El estudio genotipico de virulencia se llevé a cabo mediante la deteccion de cinco genes
gue codifican los factores de virulencia: sustancia de agregacion (agg), gelatinasa (gelE),

hemolisina (cylA), proteina de superficie (esp) y feromonas sexuales (ccf). Para ello, se
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aplico la técnica de PCR multiple usando los cebadores descritos en la literatura (Eaton
y Gasson, 2001) (Anexo X). La mezclay condiciones de reaccion, para este estudio, se
muestran en e Anexo XI. Los productos de la amplificacion se visualizaron en una

electroforesis en gel de agarosa ya descrita anteriormente (acépite 111.2.5.1).

[11.2.8 Andlisis de macrorrestriccion de ADN total por electroforesis en campo
pulsado (ECP)

Se llevd a cabo segun e protocolo descrito por Cogue y colaboradores (Coque et al.,
1998). Los reactivos usados para cumplimentar dicho protocolo se muestran en e Anexo
XI1. Partiendo de cultivos puros recientes de cada una de las cepas en medio caldo ICC
se tomaron 200 pL que se centrifugaron 5 minutos para recoger las célulasy se lavaron
con 1 mL de agua destilada. Tras eliminar completamente el agua, se mezclaron con 200
uL de agarosa al 1% disuelta en 0,5 x TBE. La mezcla se afiadié a unos moldes
adecuados que se enfriaron a 4° C durante 10 minutos. Tras la solidificacion, los bloques
de agarosa se sacaron de los moldes y se sumergieron en 1 mL de solucién delisseC y
se incubaron a 37 °C durante al menos 18 horas. Una vez realizada la etapa de lisis, se
anadié 1 mL de solucion EPS'y se dej6 a 56 °C durante 24 horas, se pasaron |os blogues
de agarosa a un via limpio y finalmente se lavaron con 1 mL de TE durante 30 minutos
a 56 °C y después dos fases de lavado mas durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después del dltimo lavado se cambi6 de nuevo el TE y se mantuvieron con esta solucion
a4 °C hasta su uso. La digestion de los bloques de agarosa se realizé en unatercera parte
de este la que se pasd a un vial limpio, se incubd durante 1hora con 200 pL de tammn

de laenzima Smal (New England BioLabs, Inc) y se afladieron 10 unidades de Smal en
100 uL de su tampon. Los tubos se sumergieron en un bafio a 37 °C durante 2 horas y
después se afiadieron otras 20 unidades de Smal en 100 pL de su tampdn, dejando actuar
la enzima a 37 °C durante 24 horas méas. Cada tercera parte de los bloques de agarosa
sometidos a la digestion se lavaron en 1 mL de TBE 0,5 x a 37 °C durante 30 minutos y
se colocaron en los pocillos de un gel de agarosa a 1% disuelta en TBE 0,5x. Los
pocillos se llenaron con agarosa, teniendo cuidado de no degar burbujas. La
electroforesis se realizd con TBE 0,5x en un equipo CHEF-DRIII (BioRad, La Jolla,
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CA\), con las condiciones 5-35 segundos, 14 °C, 6 V//cm? durante 22 horas. Después de la
electroforesis € gel se tifid en un bafio de Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL) durante 30
minutos y se fotografio en e equipo Image Store 5000 (UVP, EE.UU.). En cada gel se
incluyeron dos carriles con marcadores de peso molecular que incluyen 50 lineas
diferentes en un rango desde 48,5 hasta 1.018,5 Kb (Lambda Ladder PFG Marker, New
England BioL abs, Inc).

Para definir las distintas categorias de relacion genética se optd por seguir las
recomendaciones del grupo de Tenover (Tenover et al., 1995) tanto en el andisis visua
como en el andisisinformético con e programa Phoretrix 5.0 (Duck et al., 2003). Estas
recomendaciones se basan en que dos aislamientos con ancestro comun pueden presentar
hasta un maximo de tres bandas diferentes debido a la evolucion de cada uno. Asi pues,
se consideraron aislamientos pertenecientes a un mismo clon aquellos que tuvieron hasta
tres bandas de diferencia, entre tres y seis bandas diferentes se clasificaron como
aidlamientos estrechamente relacionados. Cuando los pulsotipos de dos cepas tuvieron
mas de siete bandas diferentes, se considerd que no existia ninguna relacion genética
entre ellas. Este mismo esquema se reprodujo cuando utilizamos el programa Phoretrix
5.0 para conocer la relacidn genética de los distintos aislamientos en base a un andlisis
matematico. En esta ocasion se considerd que las cepas que tenian un coeficiente de
Dice >0,9 eran genéticamente idénticas, mientras que cuando tenian valores entre 0,8 y
0,9 estaban estrechamente relacionadas, y cuando ya los valores corresponden al
intervalo 0,7-0,8 posiblemente relacionadas. Por debajo de 0,7 se consideré que las

cepas no estaban rel acionadas genéticamente.
[11.2.9. Andlisis mediante ML ST de aisamientos de E. faecalis
Para el andlisis sellevé acabo el siguiente procedimiento:

- Desarrollo de la PCR. Se amplificaron mediante PCR |os fragmentos internos de siete
genes metabdlicos muy conservados en Enterococcus (gdh,enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa), gyd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), pstS (phosphate ATP
binding cassette transporter), gki (glucoquinasa), arokE (shikimato 5- deshidrogenasa),



xpt (xantina fosforibosiItransferasa) y yiqL (acetil-CoA acetiltransferasa), siguiendo el

esguema previamente propuesto en la base de datos (http://efaecalis.mist.net). Los

cebadores usados y productos de PCR se muestran en el Anexo XI1I1).

- Secuenciacion de &cidos nucleicos. Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en gel de agarosa a 2% y las bandas de amplificacion obtenidas en cada
caso se cortaron del gel y purificaron usando el estuche comercial Wizard SV gel
(Promega, EE.UU.) segin el protocolo que provee el fabricante. Los fragmentos de
PCR purificados se secuenciaron directamente en ambas direcciones usando un
secuenciador automético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, CA, EE. UU.).

- Andlisisfilogenético. A cada nueva secuencia o aelo identificado para cada uno de los
Siete genes que integraron el esquema se les asigné un nimero en funcion del orden de
aparicion y en concordancia con la base de datos de MLST para E. faecalis.
Posteriormente, alas combinaciones de los siete alelos se les asignd un perfil alélico o
secuencia tipo (ST) utilizando los genes en € siguiente orden: gdh, gyd, pstS, gki,
arok, xpt, yqgiL. Las ST se agruparon en complgos clonales (CCs) mediante el

programa informatico eBURST version 3 (http://www.mist.net). La relacion

filogenética entre los aislamientos se analiz6 por la construccién de un dendograma
usando el programa MEGA4 (Tamuraet al., 2007).

1.3 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se procesaron utilizando el programa Microsoft Office Excel
2003 expresandolos en tablas y figuras. Se utilizaron medidas de estadistica descriptiva
como la frecuencia 'y el porcentaje para €l andlisis y la presentacion de los resultados.
Con el programa de Estadistica EPIDAT version 3.1 se realizo el caculo de la
significacion estadistica (X?) de Pearson para dos o més categorias en las distintas tablas
de contingencia evaluando la significacion entre las distintas especies de Enterococcus y
las diferentes STs de E. faecalis, en relacion a la susceptibilidad antimicrobiana y la

distribucién de los genes de virulencia.
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[11.4 Aspectos éticos

Todos los aidamientos pertenecientes a género Enterococcus recibidos en el
LNRM/IPK durante el periodo de estudio se acompafiaron de una encuesta (Anexo I1)
donde se registraron los datos clinico-epidemioldgicos de cada paciente. Esta
informacion fue recogida por € persona de Microbiologia de cada hospital a partir de la
orden del cultivo bacteriolégico y los datos fueron confidenciales para este persona y
los médicos que indicaron el estudio microbiolégico. No se requirié la firma de un
consentimiento informado ya que no procedia. También se garantiz6 la confidencialidad
de las cepas en el LNRM/IPK para lo cua los hospitales de procedencia de las mismas
fueron codificados en & Anexo |I. Se mantuvieron bao custodia del investigador

principa quien garantiz6 su uso Unicamente con fines cientificos.
[11. 5 Metodologia general llevada a cabo en €l presente trabajo

Flujograma de Trabajo

Aislamientos de
Entarococcus
2000-2005
n=501

Identificacidn de especies

|
| | !

Susceptibilidad Deteccidén de Anadlisis de la diversidad
antimicrobiana proteasas y genética y la relacién
CLSI, 2007 hemolisinas filogenética

Deteccidén de genes Deteccidon de @
de resistencia genes de

Deteccion de virulencia
beta-lactamasa
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V. RESULTADOSY DISCUSION
V.1 Especies de Enterococcus identificadas

La identificacidn a nivel de especie es imprescindible para el estudio de la epidemiologia
y de la diseminacion nosocomial de este patdgeno (Kulski et al., 1998). En la figura 1 se
refleja la proporcion de cada una de las especies de Enterococcus detectadas entre los
501 aislamientos estudiados. La especie E. faecalis fue la més frecuente (83,4%),
seguida por E. faecium (10,4%). En menor proporcion se detectaron E. avium (1,8 %), E.
gallinarum (1,6%), E. casseliflavus (0,8%), E. raffinossus (0,8%), E. durans (0,6 %) y
E. hirae (0,6%), incluidas, en este estudio, dentro de la categoria de Enterococcus spp.

(6,2%).

Enterococcus spp 6,2%

E. faecium 10,4%

E. faecalis 83,4%

Figura 1. Proporcion de especies de Enterococcus
identificadas entre los 501 aislamientos estudiados.

En dos estudios puntuales desarrollados en hospitales de Ciudad de La Habana E.
faecalis y E. faecium constituyeron, tambien, las especies méas frecuentes (Gonzalez et
al., 2005; Nodarse, 2005).
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La distribucion de especies encontrada es similar a los reportes internacionales pues E.
faecalis y E. faecium son las especies de mayor importancia clinica mientras que E.
gallinarum, E. raffinossus, E. cassdliflavus, E. avium, E. durans y E. hirae
corresponden a menos del 5% de los aislamientos enterocdcicos (Silva et al., 2006;
Martinez-Odriozola et al., 2007; Zervos et al, 2009). El predominio de E. faecalis sobre
el resto de las demas especies pudo obedecer a su mayor patogenicidad (Rahangdale et
al., 2008), pero también a una mejor adaptacion al huésped humano. No obstante,
actualmente se observa una mayor prevalencia de E. faecium en algunos paises,
especificamente los aislamientos del complejo clonal CC17, relacionado con un
incremento marcado de su resistencia antimicrobiana y la adquisicion de islas de
patogenicidad (Lester et al., 2008; Sood et al., 2008).

La manifestacion clinica de la expresion de los factores de virulencia descritos en
Enterococcus es incierta todavia (Low et al, 2001; Kapoor et al, 2005). De hecho, se
describe la presencia de estos factores de virulencia tanto en aislamientos de origen
clinico como de origen alimentario (Lopes et al., 2006; Maietti et al., 2007; Willems y
Bonten, 2007). Los resultados del presente trabajo revelaron que especies muy poco
patégenas como E. gallinarum y E. casseliflavus pueden también ser causantes de
meningitis, septicemia e infeccion de herida quirdrgica. En los Gltimos afos se sefialan
infecciones del torrente sanguineo y meningitis provocadas por esas especies, lo que
sugiere un cambio evolutivo en el comportamiento clinico de las mismas o la
adquisicién de factores de virulencia (Kurup et al., 2001; Choi et al., 2004, Ersoy et al.,
2007).

V.2 Analisis de la susceptibilidad antimicr obiana

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de resistencia a los diferentes antimicrobianos
investigados, los porcentajes acumulativos de inhibicion y los valores de CIMsg y

ClIMg en los 501 aislamientos de Enterococcus.
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Tabla 1. Porcentajes acumulativos (ug/mL), valor de CIMsy y ClMgy y porcentajes de resistencia (R) a diferentes
antimicrobianos de 501 aislamientos de Enterococcus. Cuba. 2000-2005.

Por centaj es acumulativos de inhibicién (ug/mL):

Antibioticos
8 16 32 64 128 256 512

Gentamicina - - - - 18 34 45 52 55 67 77 89 100% 64 2048 32,5
Estreptomicina - - - - - - 11 21 30 42 57 73 100° 512 2048 27,0
Kanamicina - - - - - - - 3 19 35 51 71 100% 512 2048 29,4
Vancomicina 40 62 81 96 97 98 98 98 98 100° 1 4 0,4
Teicoplanina 43 55 72 88 998 998 100 1 8 0.2
Ampicilina 10 34 65 79 95 97 98 99 100° 2 8 54
Ciprofloxacina 30 43 83 84 86 89 95 97 100° 2 32 16,6
Levofloxacina 30 57 73 92 94 97 98 100 1 4 8,4
Moxifloxacina 59 96 98 98 100 0.5 1 4,0
Nitrofurantoina 6 15 32 38 58 77 97 98 98,4 100 16 64 3,2
Tetraciclina 0,5 1 11 31 46 62 71 82 100 16 128 54,3
Eritromicina 9 29 46 64 75 83 94 97 100 4 32 35,5

Leyenda: a, >2048 pg/mL; b, > 256 pg/mL; ¢, > 128 ug/mL; d, <1 pg/mL.
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La primera descripcion de cepas de Enterococcus con alto nivel de resistencia a
aminoglucosidos (ANRA) ocurrié en la década de los afios 70. Desde entonces esta
resistencia aumenta considerablemente y se disemina a nivel mundial (Kobayashi y
Alam, 2006). El 32,5% de los aislamientos presentaron un alto nivel de resistencia a la
gentamicina (ANRGm), mientras que para la estreptomicina (ANRStr) y la kanamicina
(ARNKmMm) fueron de 27 y 29%, respectivamente. Porcentajes superiores de ANRGm se
notifican en México (56,7%), la India (66%), Polonia (53%) e Iran (52%) (Calderon et
al., 2003; Kapoor et al., 2005; Feizabadi et al., 2006; Emaneidi et al., 2008). En un
estudio multicéntrico llevado a cabo en hospitales de América Latina (1997-2002), se
observa un incremento de ANRGm (de 13 a 21%) y de ANRStr (de 29 a 34,5%), lo que
evidencia que en esta region, al igual que en el resto del mundo, el incremento de
ANRA en Enteroccocus es un serio problema que se convierte en endémico en varios
paises (Sader et al., 2002; Mondino et al., 2003; Toledo et al., 2004).

Los altos porcentajes de ANRStr (27%) y ANRKm (29%) detectados en la presente
investigacion son, también, un reflejo de la situacion internacional. En Chile se
describen cifras de 32,4% de ANRStry 28% de ANRKm (Sepulveda et al., 2007) y en
Argentina 48,5% de ANRStr (Toledo et al., 2004). En Europa, la prevalencia de cepas
de Enterococcus con ANRA en los afos 2001-2007 oscila desde 13% en Islandia a
67% en Alemania segln los resultados del sistema de vigilancia EARSS (European
Antimicrobial Resistance Surveillance System, denominacion en inglés) (EARSS,
2005).

El aumento de la prevalencia de ANRA plantea un problema terapéutico, ya que los
aminoglucdsidos constituyen el tratamiento de eleccion en la infeccion enteroctcica
grave como las endocarditis, las septicemias o las meningitis, especialmente combinados
con un betalactdmico para lograr un efecto bactericida sinérgico contra dicha infeccion
(Mannu et al., 2003; Silva et al., 2006). Por tanto, debe llevarse a cabo un uso racional
de este grupo de antimicrobianos y considerarse regimenes de tratamiento alternativos

para evitar el aumento de la resistencia antimicrobiana.
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Los primeros datos de la vigilancia de Enterococcus, expresados en este trabajo,
revelaron un 5,4% de resistencia a la ampicilina (CIM=16-128 pg/mL) similar a los
datos publicados en los hospitales chilenos (1,6%) (Silva et al., 2006) y en los hospitales
colombianos (10%) (Arias et al., 2002). Sin embargo, en Holanda se notifica un
incremento de un 4% en el afio 1994 a un 20% en el afio 2005 a expensas de la
dispersion de E. faecium CC17 (Top et al., 2008) y en la India se constata un porcentaje
de resistencia mas alto (44%) (Rahangdale et al., 2008).

La ampicilina es un antibidtico de primera linea en el tratamiento de la infeccion
enterocdcica, principalmente en las infecciones urinarias causadas por E. faecalis
(Malani et al., 2002). En 1982 se describe la primera epidemia por Enterococcus
resistente a la ampicilina causada por una hiperproduccion de PBP5 con menor afinidad
por los betalactdmicos. En la actualidad se describe la transmision, entre cepas, de
grandes fragmentos de ADN que contienen el gen de una PBP5 alterada (Galloway-Pefia

et al., 2009). En ningln aislamiento resistente a la ampicilina se detecto la actividad de
beta-lactamasa, al igual que lo descrito por otros autores (Feizabadi et al., 2003; Toledo
et al., 2004; Christiansen et al., 2007). Este mecanismo enzimatico es muy raro en
Enterococcus (0,1%) (Jones, 2001) por lo que el mecanismo de resistencia, en los
aislamientos resistente detectados, estd relacionado con una alteracion de la PBP5, ya
sea por una hiperproducciéon o una mutuacion puntual a nivel de gen que codifica para

esta.

De acuerdo con los resultados encontrados en este trabajo, la resistencia para la
ampicilina en los aislamientos de Enterococcus caracterizados es muy baja y no
constituye hoy un problema terapéutico, sin embargo, tal y como demuestran las
publicaciones europeas y americanas (Willems y Bonten, 2007; Top et al., 2008;
Galloway-Pefia et al., 2009) es importante mantener la vigilancia ya que la diseminacion
mundial de E. faecium CC17 resistente a la ampicilina podria implicar un mayor uso de

la vancomicina en Cuba.

En relacion a los glicopéptidos, se detectdé un bajo porcentaje de resistencia (0,4%),
comportamiento que pudo obedecer al uso controlado y racional de la vancomicina y la
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teicoplanina que se realiza en los centros sanitarios de Cuba (Comunicacién personal,
Mabel Gonzalez Aleman, Hospital “William Soler”, 2008). A estos resultados se suman
los hallazgos comunicados por Nodarse, en un hospital cubano, sobre la ausencia de
resistencia a vancomicina en 50 aislamientos de Enterococcus (Nodarse, 2005). En
América Latina y Argentina, también, se observan tasas bajas de prevalencia de ERV
(Low et al., 2001; Panesso et al., 2010). En Canada, a pesar de su cercania con Estados
Unidos, el porcentaje de ERV es bajo (6,7%) (Zhanel et al., 2008). Todas estas
diferencias epidemioldgicas pueden ser explicadas por las politicas de uso de
antibioticos de cada pais.

En China se detecta un incremento de la resistencia a la vancomicina entre 1998 y 2004
de 0,5 a 17% (Chiang et al., 2007). En Europa la proporcién de ERV es baja (1-3%),
aunque se registran mayores porcentajes en Grecia, Irlanda y Portugal (EARSS, 2005).
En 1998 la Union Europea decide prohibir el uso de la avoparcina, glicopéptido
estructuralmente similar a la vancomicina, que se utiliza como un promotor del
crecimiento en los animales. Esta decision se toma tras demostrar que existe un
problema de resistencia a los glicopéptidos en las cepas clinicas debido a su resistencia
cruzada con la avoparcina (Sgrum et al., 2006) y también la transmision de cepas de
origen animal al hombre. Recientemente se comunica la deteccion de E. faecium
resistente a la vancomicina en Alaska en heces de gaviotas, 1o que demuestra la gran
capacidad de transmision de este patdgeno a una de las &reas mas remotas de América
del Norte y pone en evidencia el papel de las aves migratorias en la diseminacion de

aislamientos resistentes a los antimicrobianos (Drobni et al., 2009).

Con respecto a las fluoroquinolonas, se observaron valores de resistencia para la
ciprofloxacina de 16,6%, levofloxacina de 8,4% y moxifloxacina de 4%. Estos datos
coincidieron con los descritos en otros paises que reflejan una mejor actividad in vitro de
la moxifloxacina frente a Enterococcus (Saravolatz y Leggett, 2003; Hidalgo et al.,
2008). Se obtuvieron valores de CIMsp y de ClIMg, para la moxifloxacina de 0,5-1
pg/mL, los que contrastan con lo notificado por Velasquez en 2002 y Zhanel en 2008,
quienes identifican una CIMgy de 32 y 16 pg/mL, respectivamente (Velasquez et al.,

53



2002; Zhanel et al., 2008). La resistencia detectada para la ciprofloxacina fue similar a la
publicada en trabajos previos (Schaberg et al., 1992; Tankovic et al., 1996). No
obstante, porcentajes superiores de resistencia se describen en Iran (42%) y Colombia
(30%) (Feizabadi et al., 2003; Hidalgo et al., 2008). Desde la Ultima década se
acrecienta la preocupacion mundial sobre el aumento y la rapida diseminacion de la
resistencia adquirida a las fluoroquinolonas en el género Enterococcus, que supera cifras
del 30% en Latinoamerica (Andrade et al., 2006).

El uso global de fluoroquinolonas afecta su actividad (Tankovic et al., 1996). En Cuba
se utiliza, principalmente, la ciprofloxacina cuyo consumo se cuadriplica en el afio 2000
con respecto al afio 1999 (Lara et al., 2003). El principal mecanismo de resistencia a las
fluoroquinolonas en Enterococcus son las mutaciones puntuales en la region QRDR
constituida por los genes (gyrA, gyrB, parC y parE). Estos genes codifican las
subunidades de las topoisomerasas, y participan en los procesos de duplicacion del ADN
(Tankovic et al., 1996; Leavis et al., 2006). No obstante, se describe el gen gnr en E.
faecalis, cuyo producto protege a la girasa de ADN de la inhibicion por las
fluoroquinolonas, mecanismo que se describe Unicamente en las enterobacterias
(Hidalgo et al., 2008). Este hecho magnifica el fendmeno de esta resistencia en

Enterococcus ya que tiene un fuerte caracter transmisible.

Tambien la nitrofurantoina fue activa contra la mayoria de las cepas estudiadas, por lo
que pudiera constituir una buena opcion terapéutica para la infeccion urinaria
enterococica. De manera general, la resistencia a este antimicrobiano no es alta a nivel
internacional, incluso se demuestra su buena actividad in vitro frente a ERV (Zhanel et
al., 2003). Sin embargo, en Turquia y la India se notifican porcentajes elevados de
resistencia de 24% y 35%, respectivamente (Yildirim et al., 2007; Rahangdale et al.,
2008).

Se detecto un elevado nivel de resistencia para la tetraciclina (54%). Este resultado es
similar a lo descrito en Polonia (40%) y Kuwait (60%) (Piekarska et al, 2002; Udo et al.,
2003). La resistencia a la tetraciclina se detecta con frecuencia en aislamientos clinicos,

a pesar de ser este un farmaco no empleado en el tratamiento de la infeccidn
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enterocécica (Mondino et al., 2003; Zhanel et al., 2003). También existe resistencia a
este antibidtico en aislamientos procedentes de animales y de la colonizacion intestinal

de voluntarios sanos (Aarestrup et al., 2000; Del Campo et al., 2003; Poeta et al., 2007).

Un 35% de los aislamientos caracterizados en este estudio fueron resistentes a la
eritromicina, resultado que coincide con los trabajos realizados en Bélgica (32%),
Kuwait (63%) e Iran (45%) (Franz et al., 2001; Udo et al., 2003; Emaneini et al., 2008).
En Chile, también se sefiala niveles de resistencia moderados (Silva et al., 2006). El
mecanismo de resistencia a los macrdlidos mas frecuente en Enterococcus es la
metilacion mediante la proteina Erm(B) de un residuo de adenina del ARNr 23S en la
subunidad 50S, disminuyendo la union al ribosoma no solo de los macrolidos sino
también de las lincosamidas y las estreptograminas del grupo B, dando lugar al fenotipo
conocido como MLSg (Emaneini et al., 2008).

La resistencia elevada para la tetraciclina y la eritromicina que se identific6 en esta
investigacion pudo ser consecuencia del consumo de estos farmacos en Cuba (Lara et
al., 2003), ya que se realiza una presion selectiva positiva sobre las cepas resistentes a
ellos. Otro factor importante a tener en cuenta, es que los genes que codifican estas
resistencias estan localizados en elementos genéticos méviles como los plasmidos y los
transposones que diseminan facilmente estos genes entre los aislamientos (Franz et al.,
2001; Sun et al., 2009).

En este trabajo se analizaron, ademas, los diferentes fenotipos de resistencia
(resistotipos) segun la especie de Enterococcus y se observaron diferencias
estadisticamente significativas para la especie E. faecalis que presenté mayor resistencia
para los aminoglucésidos (X°=17,8921; p=0,0001) y las fluoroquinolonas (X?=11,8778;
p=0,0026), mientras que en la especie E. faecium se observd mayor resistencia para la
ampicilina (X*=209,72; p=0,0000) (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de resistencia para aminoglucdésidos, fluoroguinolonas y

ampicilina segun la especie.
Los datos internacionales también sefialan que la especie E. faecalis presenta, con mayor
frecuencia, resistencia a los aminoglucésidos que E. faecium (EARSS, 2005; Feizabadi
et al., 2008; Sood et al., 2008). Los resultados del presente trabajo avalaron estas
investigaciones y fueron similares a los descritos por Johnson y colaboradores (2003) en
Inglaterra, quienes detectan un 40 y 25% de RAN para la gentamicina en E. faecalisy E.
faecium, respectivamente. Situacion similar se describe en paises como Argentina y la
India, donde las cepas con ANRGmM y ANRStr corresponden mayoritariamente a E.
faecalis (Ronconi et al., 2002; Kapoor et al., 2005). No obstante, E. faecium, E. hiraey
E. durans presentan, de forma intrinseca, moderado nivel de resistencia a la gentamicina
y a otros aminoglucosidos por la expresion constitutiva del gen cromosomal aac(6°)-li,
aac(6’)-lh y aac(6)-1d, respectivamente (Del Campo et al., 2005; Kobayashi y Alam,
2006).

Con respecto a la familia de los betalactamicos, la literatura internacional describe que
E. faecium es desde 4 a 16 veces menos susceptible que E. faecalis por la presencia de
una PBP5 de subclase B1, una proteina de muy baja afinidad para la union del
antibiotico al sitio diana en la pared bacteriana (Rafii et al., 2006; Taneja et al., 2006a).

Esto pudiera justificar las diferencias significativas encontradas en el presente trabajo en
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cuanto a la resistencia a ampicilina entre las especies estudiadas, lo que coincide con
otro reporte en Cuba (Gonzalez et al., 2005) y con la situacién internacional, donde la
resistencia a este antimicrobiano prevalece en E. faeciumy se reportan cifras proximas
al 80% (Piekarska et al., 2002; Christiansen et al., 2007; Sood et al., 2008; Top et al.,
2008). Estudios epidemioldgicos recientes revelan una diseminacion de E. faecium
CC17 con alto nivel de resistencia para la ampicilina y las fluoroquinolonas en los cinco
continentes (Lester et al., 2008; Drobni et al., 2009). En Cuba no se ha notificado
ninguna cepa de E. faecalis resistente a la ampicilina, siendo estas cepas descritas
Unicamente en brotes hospitalarios limitados en EE.UU. y Argentina (Patterson y
Zervos, 1990; Sader et al., 2002). E. faecalis presentd mayor resistencia a las
fluoroquinolonas, lo que coincide con los estudios realizados en el Libano (34%) y en
Bélgica (27,7%) (Franz et al., 2001; Zouain y Araj, 2001). Sin embargo, se sefiala que la
prevalencia de la resistencia de E. faeciuma las fluoroquinolonas se eleva hasta un 89%
(Karlowsky et al., 2004).

IV.2.1 Analisisde la multirresistencia

La emergencia de aislamientos multirresistentes es un grave problema hospitalario con
implicaciones graves en el control de la infeccion, ya que se reducen considerablemente
las opciones terapéuticas; mucho mas si la multirresistencia invalida a antibiéticos de
primera linea como los betalactdmicos, los glicopéptidos o los aminoglucésidos (Jones,
2001).

De los 501 aislamientos incluidos en esta investigacion, un 35% presento
multirresistencia para los aminoglucésidos, las fluoroquinolonas, la tetraciclina y la
eritromicina. Es importante destacar que los aislamientos multirresistentes,
especialmente, con resistencia a los betalactamicos y ANRA, estuvieron asociados con
los procesos infecciosos méas graves como septicemia, bacteriemia relacionada a catéter,
infeccion de herida quirdrgica e infecciones intra-abdominales. Igualmente las dos
aislamientos ERV también presentaban ANRGmM, ANRKm y ANRStr. Estas resistencias
simultaneas eliminan el sinergismo necesario entre la ampicilina o la vancomicina y los

aminoglucosidos para lograr el efecto bactericida (Sahm y Torres, 2006) lo que demanda
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la introduccion de nuevos antimicrobianos, como la quinupristina-dalfopristina y la

linezolida.

El porcentaje de multirresistencia detectado en la presente investigacion fue similar al
publicado en Estados Unidos en 1999 (35%) y en Chile (30%) (Murdoch et al., 2002;
Silva et al., 2006). Porcentajes inferiores se describen en Kuwait (23,5%) e Irlanda
(18%) (Udo et al., 2003; Murchan y Cunney, 2006). La multirresistencia a los
antibioticos es un problema universal y una de las principales caracteristicas del género
Enterococcus, tanto en las cepas colonizadoras de la microbiota intestinal como en las
patégenas asociadas a infecciones (Marothi et al., 2005).

V.3 Analisisdelos genes deresistencia a los antimicr obianos
IV.3.1 Genes deresistencia alos aminoglucosidos

Acorde con los resultados obtenidos en los experimentos de PCR con cebadores
especificos, en los aislamientos con ANRA el mecanismo de resistencia enzimatico fue
el responsable de la misma al detectar la presencia de genes codificantes de EMAS en

estos aislamientos. En la figura 3 se ejemplifican algunos de ellos.

8 9 0 11 12 13 14 15 16 17

aac(6')le aph(2")la

= %?)'a aph(3) I11a

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la amplificacion de los
genes de las enzimas modificadoras de aminoglucosidos.

Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2 control positivo: aac(6')le-aph(2")la y
aph(3)-1lla; linea 3 control positivo: ant(6)-1a; lineas 10 y 14: producto amplificado
aac(6")le-aph(2™)la de 675 pb; linea 10: producto amplificado aph(3")-1l11a de 354 pb;
linea 15: producto amplificado ant(6)-la de 548 pb; lineas: 16 y 17 controles
negativos; lineas 4-9 y 11-13: resultados negativos.
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En la figura 4, se muestra la distribucion de los genes de las diferentes EMAS y su

expresion fenotipica.

Gentamicina Kanamicina Estreptomicina
B aac(6 )le-aph(2”)-la O aph()-Illa = aph(3)-Illa + aac(6)le-aph(2”)-lIa
O angG)la W ant3°)9 W antt6)la+ any3 )9 W Nogenes

Figura 4. Distribucion de los genes codificantes de las enzimas modificadoras de
aminoglucosidos (EMA) y su implicacion en la resistencia de alto nivel a los
aminoglucdsidos (ANRA).

Todas las cepas que fenotipicamente presentaban ANRGm portaron el gen aac(6')le-
aph(2")la, que codifica la enzima bifuncional AAC(6')-APH(2"). Esta enzima confiere
resistencia a todos los aminoglucésidos, excepto a la estreptomicina y es la mayor
responsable de los fracasos terapeuticos con el uso de estos antimicrobianos (Kobayashi
y Alam, 2006). Del mismo modo, el gen responsable es el mas difundido en relacién
con los aislamientos con ANRGm (Del Campo et al., 2000; Kobayashi y Alam, 2006;
Emaneini et al., 2008). En ninguna de las cepas con ANRGm se detectaron los genes
aph(2'’)-1d y aph(2'’)-lc. La existencia de estos genes se describen en aislamientos de
Enterococcus causantes de infecciones humanas y recientemente en aislamientos de
origen alimentario o animal (Donabedian et al., 2003; Udo et al., 2004), aunque su

diseminacion es todavia escasa.
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En el caso de las cepas con ARNKm el 35% de ellas present6 el gen de la enzima
bifuncional, en otro 33% se evidencid el gen aph(3)-llla y en el 32% restante
coexistieron ambos genes. Emaneini y colaboradores describen, en 2008, resultados
similares al identificar el gen aph(3')-1l1a en un 37% de sus aislamientos y muestran la
coexistencia aph(3")-I11 + aac(6")le-aph(2")la en un 28 y 49% de los aislamientos de E.
faecalis y E. faecium, respectivamente. El gen aph(3)-llla estad también muy
diseminado, lo que justifica los altos niveles de resistencia detectados para la kanamicina

en este patdgeno (Kobayashi y Alam, 2006).

En las cepas con ANRStr predominé el gen ant(6)-la (49%), seguido en frecuencia por
el gen ant(3")(9) que se detectd en 25% de las mismas, mientras que en otro 10% se
observo la coexistencia de ambos genes. Estos porcentajes son superiores a los descritos
por Del Campo y colaboradores, en Espafia, quienes detectan la presencia del gen
ant(6)- la en el 32% de las cepas resistentes a la estreptomicina (Del Campo et al.,
2000). En el 15% de ellas no se pudo identificar ningdn mecanismo enzimatico
responsable de ANRStr (correlacion negativa entre el patron fenotipico de
susceptibilidad y el resultado de la PCR) por lo que una posible mutacién en los genes,
que codifican para la sintesis de la proteina S12 de la subunidad 30S del ribosoma (otro
de los mecanismos descrito para la resistencia a la estreptomicina en Enterococcus)

(Kobayashi y Alam, 2006), podria ser el mecanismo de resistencia implicado.

Diversos estudios ponen de manifiesto la facilidad con la que el género Enterococcus
presenta varios mecanismos de resistencia al mismo tiempo. Esto es especialmente
valido en el caso de los aminoglucésidos y los genes que codifican EMAs. La ocurrencia
de estas combinaciones varia segun la region geogréafica y los hospitales y se relaciona,
generalmente, con el uso continuado de estos antimicrobianos en los hospitales. En este
estudio, el 67% de los aislamientos con ANRA portdé mas de un tipo de gen codificante
de EMAs, lo que se correspondio con los hallazgos de Del Campo y colaboradores en
Espafia (71%) (Del Campo et al., 2000).
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Las combinaciones mas frecuentes detectadas fueron: aac(6)-aph(2") + aph(3)-llla +
ant(6)-la: 19%; aac(6")-aph(2") + ant(6)-la: 17%; aac(6")-aph(2") + aph(3')-llla + ant
(3")(9): 2%; aac(6)-aph(2") + aph(3")-Il1a: 10%.

Kobayashi y colaboradores también sefialan la combinacién de genes aac(6')-aph(2") +
aph(3) + ant(6)-la como la que se detecta mas frecuente en E. faecalis (Kobayashi et
al., 2001). Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion difieren de lo
descrito por este mismo autor (43,5%) y de otros (23,5%) para la combinacién aac(6')-
aph(2") + aph(3’) (Del Campo et al., 2000; Kobayashi y Alam, 2006). Cuando el gen
ant(6)-la coexiste con el gen aph(3’) el ANRKm se asocia con el ANRStr (Del Campo et

al., 2000), fenémeno que también se observa en en las cepas cubanas caracterizadas.

Estos hallazgos reducen la posibilidad de utilizar los aminoglucosidos para infecciones
enterocécicas severas en el pais. Los genes de resistencia a los aminoglucésidos se
pudieron detectar en las diferentes especies de Enterococcus identificadas en este trabajo
(E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. avium, E. gallinarum y E. durans) lo que

evidencio una amplia diseminacion de este mecanismo enzimatico entre las especies.
IV.3.2 Genes de resistencia a los glicopéptidos

Se detectaron dos cepas resistentes a la vancomicina y una de ellas también a la
teicoplanina. Tras realizar experimentos de PCR con cebadores especificos, se corrobord
que la resistencia glicopeptidica estuvo mediada por el gen vanA en la cepa con
resistencia a ambos glicopéptidos (CIM >256 pg/mL para la vancomicina, CIM> 32
ug/mL para la teicoplanina) y por el gen vanB en la cepa que solo presentaba resistencia
fenotipica para la vancomicina (CIM>256 ug/mL). Esto evidencia que las cepas son
resistentes por una modificacion del sitio diana de actuacion de los glicopéptidos lo cual
propicia una baja afinidad por estos antibidticos. Resultados comparables se obtienen en
Chile donde se detecta este mecanismo de resistencia mediado, igualmente, por ambos
genes (Fica et al., 2007). Espino y colaboradores en el 2005 reportan un aislamiento de
ERV portador del gen vanA en un hospital cubano por lo que este genotipo, aunque raro

todavia en Cuba, podria prevalecer en el futuro.
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Los genes vanA y vanB son los principales genes de resistencia adquirida a los
glicopéptidos y estan diseminados en practicamente todos los nichos ecol6gicos donde
se puede encontrar Enterococcus. la microbiota intestinal de los hombres y los animales,

las aguas residuales y los alimentos (Torres et al., 1994; Bates, 1995; Agers et al., 2008).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacion
del gen vanA.

Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2: control negativo; linea 3:
vanA control positivo; lineas 4-6: reacciones negativas; linea 7: producto
amplificado de 399 pb del gen vanA.

La distribucion geografica de los determinantes de resistencia a los glicopéptidos es muy
diversa. Asi, en Australia solamente prevalecen cepas con el gen vanB, mientras que en
América y Europa es mucho mas frecuente el gen vanA (Christiansen et al., 2007,
Zhanel et al., 2008, Panesso et al., 2010). En Canada, un estudio nacional sobre
patogenos en la UCI sefiala que el 88% de las cepas ERV portan el gen vanA (Zhanel et
al., 2008). En Arabia Saudita y Turquia, se describe una situacion similar al circular,
también, el gen vanA (Khan et al., 2008; Kilic et al., 2009). Teniendo en cuenta la
facilidad de diseminacion de los genes van, la baja tasa de resistencia detectada para los
glicopéptidos en la presente investigacion y la masiva afluencia de turismo a Cuba, cabe
la posibilidad de que las cepas resistentes a los glicopéptidos pudieran ser importadas. El
conocimiento de los tipos de genes que mediaron la resistencia glicopeptidica en las
cepas cubanas constituyd un hallazgo relevante desde que estos pudieran predecir el
comportamiento futuro de dicha resistencia y pueden ser indicadores de posibles brotes
epidémicos (Taneja et al., 2006b).
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IV.3.3 Genesderesistenciaalatetraciclinay alaeritromicina
Tetraciclina

Un total de 272 cepas de las 501 estudiadas presentaron resistencia fenotipica a la
tetraciclina (54,3%). La resistencia estuvo mediada por los dos mecanismos descritos
con mas frecuencia: el gen tet(M) en el 78% vy el gen tet(L) en el 7% de las cepas. Estos
dos genes codifican a las proteinas encargadas de las alteraciones en el ribosoma para
impedir la unién del antibiotico [gen tet(M)] vy las proteinas de la pared bacteriana que
provocan la expulsion del antibiético [gen tet(L)]. En este estudio coexistieron ambos

mecanismos en el 15% de las cepas resistentes (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de genes erm(B), tet(M) y tet(L) en aislamientos de
Enterococcus con resistencia a la tetraciclina y la eritromicina.

0%

La presencia del gen tet(M) suele ser el mecanismo mas frecuente de resistencia a la
tetraciclina en el género Enterococcusy también se detecta en otros géneros bacterianos
(Roberts, 2005). Se describe en los aislamientos obtenido de los humanos, los animales,
los alimentos y del ambiente, en porcentajes superiores (95-100%) a los encontrados en
la presente investigacion (Charpentier et al., 1994; Aarestrup et al., 2000).

Curiosamente, los primeros datos de prevalencia de este gen en Estados Unidos entre
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1953 y 1954 son mucho menores (Atkinson et al., 1997). El gen tet(L) es menos
prevalente y su tasa de deteccion varia entre 10-42% (Charpentier et al.,1994; Aarestrup
et al., 2000; Huys et al., 2004) y los resultados del presente trabajo ratifican este hecho.
Sin embargo, la tasa de deteccion de este gen en los aislamientos de los animales y del
ambiente es diversa y depende del estudio (0-80%) (Aarestrup et al., 2000; Petterson y
Dalsgard, 2003).

Se describen otros genes relacionados con la resistencia a la tetraciclina en Enterococcus
como los genes tet(K), tet(O), tet(S), tet(U) y el gen tet(T) (Zilhao et al., 1988; Clermont
et al., 1997; Roberts, 2003) pero ninguno se detect6 en los aislamientos cubanos. Sin
embargo, se observd la coexistencia de los genes gen tet(M) y tet(L) en el 10% de las
cepas resistentes a la tetraciclina, resultado similar al descrito por Zilhao y colaboradores
en Francia donde un 36% de los aislamientos portaron ambos genes (Zilhao et al., 1988).
En un estudio realizado en Jap6n se sefiala un mayor porcentaje (45%) de asociacién de
varios genes tet (Charpentier et al, 1994). En la figura 7, se muestra el producto de
amplificacion de los genes tet(M) y tet(L) en algunos de los aislamientos resistentes a la

tetraciclina.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacion
de los genes tet(M) y tet(L).
Linea 1: marcador de peso molecular; lineas 2-5: producto amplificado de
tet(L) de 740 pb; lineas 6-9: producto amplificado de tet(M) de 435 pb.
No se observé diferencias en cuanto al valor de CIM para tetraciclina en las cepas que

portaban uno o ambos genes, como describe Charpentier y colaboradores en un estudio
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previo en 1994. La presencia de ambos genes puede favorecer la persistencia del
fenotipo de resistencia en Enterococcus, ademas de mediar la diseminacion de los genes
tet entre Enterococcus u otras especies bacterianas a través de plasmidos o transposones
(Nishimoto et al., 2005).

Eritromicina

Ciento setenta y ocho aislamientos fueron resistentes a la eritromicina. El determinante
genético de resistencia mas frecuente fue el gen erm(B) que se detecto en el 71% (Figura
6). La presencia de este gen confiere el fenotipo de resistencia MLS, constitutivo que
afecta a los macrélidos, a las lincosaminas y a la estreptogramina B. En el 29% restante
no se pudo filiar el mecanismo de resistencia responsable. En la figura 8 se muestra el
producto de amplificacion del gen erm(B) de algunos de los aislamientos resistentes a la

eritromicina.

425

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa del producto de
amplificacion del gen erm(B).

Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2: control positivo; lineas
3-7: amplificado erm(B) de 425 pb; linea 8: control negativo.

Se evidencid, por tanto, que el mecanismo mas implicado en la resistencia a la
eritromicina fue la metilacion del ARNr 23S en la subunidad 50S ribosomal debido a la
accion de las metilasas Erm(B). Basados en estos resultados, y en trabajos publicados
que muestran una alta prevalencia del gen erm(B) en Enterococcus resistentes a la
eritromicina, se puede decir que este mecanismo de resistencia es universal y estd muy
diseminado (Schmitz et al., 2002; De Leener et al., 2005; Reyes et al., 2007). Todo ello
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puede deberse a la facilidad en la transferencia del gen erm(B) al estar insertado en el
transposon Tn917, presente en numerosos aislamientos enterococicos de origen humano
y animal (Seral et al., 2000). No obstante, también existen otros genes implicados en la
resistencia a eritromicina como erm(A), erm(C) y mef(A/E), pero tienen mucha menor
importancia (Portillo et al., 2000). Estos ultimos genes no se detectaron en ningun
aislamiento cubano, por lo que en el 29% de estos pudo ocurrir una mutacion en genes
relacionados con la sintesis proteica ribosomal, que es otro mecanismo descrito (Kak y
Chow, 2002; Del Campo et al., 2003). La presente investigacion evidencio a las cepas
cubanas de Enterococcus como un reservorio importante del gen erm(B), que puden
diseminarlo a otros cocos grampositivos localizados en los mismos nichos ecoldgicos,
como Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes y Staphylococcus spp. en los
que los macrolidos son importantes en la terapéutica (Kak y Chow, 2002; Luna et al.,
2002).

V.4 Andlisisdelavirulencia

El estudio del género Enterococcus siempre ha presentado dos grandes vertientes: su
implicacion clinica y la resistencia a los antibioticos. En los ultimos afios se han afiadido
los estudios que analizan los mecanismos patogénicos de este género. Por el momento,
no existen datos sobre la presencia de factores de virulencia en los aislamientos
enterococicos cubanos, por lo que, en primer lugar, se investigo la expresion fenotipica

de proteasas y hemolisinas en los 501 aislamientos incluidos en este estudio.

Los resultados obtenidos muestran que 266 aislamientos (53%) fueron productores de
proteasa, 60 (12%) de hemolisina y finalmente en 30 aislamientos se observo produccion
simultanea de ambos factores (6%) (Figura 9). La produccion de proteasa se asocia con
la severidad de la endocarditis enterocécica e infecciones asociadas con los
biomateriales (Vergis et al., 2002, Baldassarri et al., 2006). La actividad de proteasa en
los aislamientos cubanos fue superior a los hallazgos de Creti y colaboradores (34,5%) y
Salah y colaboradores (37,5%) (Creti et al., 2005; Salah et al., 2008). A pesar del
nimero elevado de aislamientos con este factor de virulencia, ninguno ocasiond

endocarditis ni infecciones asociadas con dispositivos, por lo que seran necesarios otros
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estudios, mas profundos, para dilucidar bien el verdadero papel de este factor en la

patogenia de la infeccion enterococica.

La hemolisina codificada por el gen cylA, es una proteina citolitica que se asocia con una
mayor severidad de la infeccion enterocdcica (Elsner et al., 2000), sin embargo algunos
autores no la consideran esencial en la patogenicidad de Enterococcus, por detectarse en
bajos porcentajes y estar presente en aislamientos de diferentes nichos ecol6gicos
(Coque et al., 1995; Eaton y Gasson, 2001; Martin-Platero et al., 2009). En este trabajo,
31 aislamientos (52%) con actividad hemolitica fueron causantes de procesos
infecciosos severos como septicemias, meningitis e infeccion de herida quirurgica.
También se observd la produccion de hemolisina en 16 aislamientos (27%)
colonizadores del TGI y vagina. El porcentaje de aislamientos productores de
hemolisinas fue inferior al descrito por Elsner y colaboradores en Alemania en el afo
2000 (16%) y por Baldassarri y colaboradores en Italia en el 2005 (18%). En Bélgica,
Inglaterra y Jordania se notifican porcentajes superiores donde se observa actividad
hemolitica de las cepas de Enterococus entre 21-44% (Eaton y Gasson, 2001; Franz et
al., 2001; Salah et al., 2008).

Figura 9. Representacion de la actividad de proteasa (A)
y actividad de hemolisina (B) en Enterococcus.

De los aislamientos que presentaron actividad hemolitica, el 47% presentd6 ANRGm,
41% ANRStr y 3% resistencia a la ampicilina. Hallazgos similares se encontraron en las

cepas con actividad de proteasa donde 29,5; 25 y 3,5% mostraron estas resistencias,
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respectivamente. Diversos autores describen, la asociacion existente entre los factores de
virulencia y la resistencia antimicrobiana, considerando dicha resistencia como un factor
mas de patogenicidad en Enterococcus (Franz et al. 2001). Generalmente, estas
asociaciones se traducen, en una mayor invasividad y un mayor riesgo de muerte por
septicemias relacionado, muchas veces, con la evasion de la respuesta inmune del

huésped por parte de la bacteria (Huycke y Speigel, 1991; Vergis et al., 2002).

Una vez estudiada la produccion fenotipica de proteasa y hemolisina, se determiné la

presencia de cinco genes de virulencia descritos en Enterococcus (Figura 10).
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Figura 10. Amplificacién de genes de virulencia en Enterococcus.

Lineas 1 y 7: marcador de peso molecular; linea 2: control positivo agg;

linea 3: producto amplificado agg de 1553 pb; linea 4: control positivo

esp; lineas 5-6: producto amplificado esp de 933 pb; linea 8: control

positivo cylA; lineas 9-10: producto amplificado cylA de 517 pb; linea

11: control positivo gelE; lineas 12-13: producto amplificado gelE de

419 pb.
Se observo que el 92% de los aislamientos portaban, al menos, un gen de virulencia, lo
que evidencid la gran distribucion de estos en los aislamientos cubanos. El 56% de ellos
demostraron, ademas, su virulencia clinicamente, ya que se asociaron con infecciones
importantes como: septicemias, endocarditis, meningitis, infecciones de heridas

quirargicas e infecciones intra-abdominales.

Como se observa en la figura 11, el gen més frecuente fue ccf que codifica para las
feromonas sexuales que activan la conjugacion de los plasmidos, especialmente pCF10
relacionado con la resistencia a la tetraciclina (Dunny, 2001) y después se corrobor6 que

el 75% de estos aislamientos que portaban el gen eran resistentes para este
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antimicrobiano. Este plasmido es importante en la diseminacion de los genes de
virulencia y resistencia en Enterococcus (Dunny, 2001) por lo que su alta frecuencia
entre los aislamientos cubanos indica que la posible ruta de diseminacion de estos genes
de virulencia pueda ser a través de plasmidos conjugativos. Mediante esta via, los genes
mas frecuente detectados en cepas de origen clinico, son también transferidos a cepas de
origen ambiental o animal, situacion descrita internacionalmente (Abriouel et al., 2003;
Mannu et al., 2003).
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Figura 11. Frecuencia de genes de virulencia en 501 aislamientos de Enterococcus.

El segundo lugar lo ocupd el gen aggA (62,3%), codificante de una proteina de
agregacion que facilita la adherencia de Enterococcus a células epiteliales renales,
intestinales y cardiacas. Esta proteina también altera las defensas inmunoldgicas del
huésped, al interferir con el proceso de fagocitosis y por la accion superantigénica que se
le confiere, lo que resalta las implicaciones clinicas de este hallazgo (Kayaoglu y
@rstavik, 2004; Baldassarri et al., 2005). Porcentajes superiores del gen aggA se
observan en Inglaterra (78%) (Eaton y Gasson, 2001) y Japon (82,7%) (Seno et al.,
2005) mientras que Bittencourt y Suzart (2004) en Brasil sefialan una incidencia menor
(36,8%). EI gen esp ocupd el tercer lugar y se aislo en el 57% de las cepas, similar al
hallazgo de Bittencourt y Suzart (2004) y Salah y colaboradores (2008) quienes lo
detectan en un 58% de las cepas. Este gen codifica para una proteina de superficie
relacionada con la colonizacion y la adhesion a las células epiteliales. Su expresién

también es necesaria para la formacion de biopeliculas y la evasién de la respuesta
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inmune y se considera actualmente como el mayor marcador de patogenicidad en los
aislamientos clinicos de Enterococcus (Tendolkar et al., 2004; Bittencourt y Suzart,
2004; Shankar et al., 2006). EI 74% de los aislamientos que portaban el gen esp
causaron infecciones severas lo que ratifica su relacion con la patogenicidad de este
microorganismo Yy pudiera justificar el alto porcentaje de su deteccion. La presencia del
gen esp prevalecio en la especie E. faecalis (81,5%). Este gen se puede transferir
también por conjugacion, aspecto que hay que tener en cuenta para analizar la ganancia
de los factores de virulencia mediante el intercambio genético, principalmente, por cepas
no patdgenas (Oancea et al., 2004).

En el 55,3% de los aislamientos se confirmo la presencia del gen gelE, mientras que las
pruebas fenotipicas detectaron su expresion en un 53% de ellas. En Brasil, en 2004, se
registra este gen en una frecuencia menor (45,3%) (Bittencourt y Suzart, 2004). Sin
embargo, Eaton y Gasson en Inglaterra detectan porcentajes superiores a los de este

trabajo (89% en aislamientos clinicos de E. faecalis) (Eaton y Gasson, 2001).

El gen cylA codificante de la hemolisina, fue el de menor incidencia en este trabajo lo
que coincide con el reporte de Bittencourt y Suzart quienes lo identifican en un 16,8%
(Bittencourt y Suzart, 2004), asi como con los hallazgos de Salah y colaboradores,
quienes lo notifican en un 19% de aislamientos procedentes de infeccion dentaria (Salah
et al., 2008). No obstante, porcentaje superior (44%) se detecta por Eaton y Gasson en el
2001.

En el 3% de los aislamientos portadores del gen gelE no se observd actividad de
proteasa, hallazgo similar se encontr6 en el 8% de los aislamientos portadores del gen
cylA, los cuales no produjeron hemolisina fenotipicamente. Los genes silentes se
describen en investigaciones previas y puede obedecer a bajos niveles o baja regulacion
de su expresion, a factores ambientales que afectan la expresion genética y las
condiciones para el desarrollo de las pruebas fenotipicas que son muy diferentes a las del
organismo humano (Finlay y Falkow, 1997; Eaton y Gasson, 2001; Ruiz-Garbajosa et
al., 2006b).
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas (X?=124,7462, p=0.0000) en
cuanto a la distribucién de los genes de virulencia entre las especies. E. faecalis fue la
especie que mostr6 mas factores de virulencia ya que el 39% de sus aislamientos
presentd, al menos, cuatro genes de virulencia a diferencia de E. faecium donde el 44%
de las cepas portaba dos genes (Figura 12). Estos resultados son similares a varios
estudios que evidencian a E. faecalis como la especie mas virulenta (Eaton y Gasson,
2001; Vergis et al., 2002, Cariolato et al., 2008; Fisher y Phillips, 2009).
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Figura 12. Distribucion de simple o multiples genes de virulencia en las especies
E. faecalis, E. faeciumy Enterococcus spp.

El gen ccf se detectd en las diferentes especies estudiadas, a diferencia de lo publicado
anteriormente que solo incluia a la especie E. faecalis (Eaton y Gasson, 2001). Pueden
ocurrir variaciones regionales en cuanto a la distribucion de los genes de virulencia
entre las especies enterocdcicas que justifiquen las diferencias encontradas entre los
paises. Eaton y Gasson plantean que la presencia de determinantes de virulencia en E.
faecium, principalmente el gen esp, puede ser significativo en la evoluciéon de la
patogénesis de esta especie por lo que numerosas investigaciones estan por desarrollarse
para profundizar en los mecanismos patogénicos de E. faecium (Eaton y Gasson, 2001).
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A pesar de que existen muchas incognitas sobre el papel de varios factores de virulencia
en la patogencia de la infeccion enterocécica, es un hecho la capacidad de algunos de
ellos de inmunomodular la respuesta inmune del huésped (Gilmore et al., 2002; Vergis
et al., 2002, Thurlo et al., 2009) lo que provoca consecuencias clinicas fatales para los
pacientes al facilitarse la translocacion de Enterococcus a través del epitelio intestinal
hacia el sistema linfatico mesentérico y diseminarse de manera sistémica (Gilmore et al .,
2002).

Los hallazgos sobre la virulencia de las cepas cubanas de Enterococcus nos llevan a
reflexionar acerca de la necesidad de extender estos estudios correlacionados con la
resistencia antimicrobiana a los aislamientos enterocécicos de otros origenes como una
medida de control y deteccion de la circulacion de cepas patogénicas en diferentes

ecosistemas.
V.5 Analisisde la diversidad genética entre los aisamientos de Enterococcus
IV.5.1 Estudio 1

Una vez que se analizé la susceptibilidad antibimicrobiana y la presencia de factores de
virulencia en los 501 aislamientos que conforman este trabajo, se considerd estudiar la
relacion genética entre algunos de ellos, pertenecientes a diferentes especies, mediante
ECP.

El anélisis de los resultados de este primer estudio mostraron que ocho de los 10
aislamientos de E. faecium y los dos aislamientos de E. gallinarum presentaban
pulsotipos o patrones genéticos diferentes por ECP. Dos cepas de E. faecium y E.
casseliflavus mostraron un pulsotipo idéntico por lo que se consideraron dos

aislamientos del mismo clon (Figura 13).
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Figura 13. Relacion clonal entre los aislamientos de E. faecium, E. gallinarum y E.
casseliflavus analizada mediante el software Phoretrix 5.0.

El segundo analisis se plante6 para estudiar la relacion genética entre los aislamientos de
E. faecalis. Los resultados mostraron una elevada diversidad entre los 83 aislamientos de
E. faecalis caracterizados, donde se detectaron 49 pulsotipos diferentes (1,7
aislamientos/pulsotipo) (Figura 14). En la tabla 2 se muestran los datos de los clones, su
distribucion segun el area geografica y el hospital, asi como su correlacion con los
patrones fenotipicos y genotipicos de la resistencia antimicrobiana. Los clones mas
prevalentes fueron: I, C, D y A, seguidos por los clones E, H y el Q. Dentro de los
clones mayoritarios, A y D poseian multirresistencia antibimicrobiana. Por otra parte,
mediante estos andlisis se pudo demostrar la diseminacion inter e intrahospitalaria de
clones de E. faecalis: el clon C estuvo representado en los hospitales 2, 3y 4, el Aen los

hospitales 1y 7, y el D se detectd en los hospitales 4 y 6.
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Figura 14. Relacién clonal detectada en los aislamientos de E. faecalis
mediante ECP y posterior andlisis con el software Phoretrix 5.0.
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Los clones identificados de E. faeciumy E. casseliflavus también se diseminaron entre

distintos hospitales y presentaron multirresistencia (Tabla 2).

Se constato la diseminacion de tres clones de E. faecalis (clones A, C, L) en las areas de
la region occidental (Ciudad de La Habana) y la region oriental (Las Tunas y Santiago
de Cuba). La distancia geografica que existe entre estas dos regiones no parece ser un
problema para la alta persistencia y amplia diseminacion clonal. Al analizar los patrones
fenotipicos y genotipicos de la resistencia antimicrobiana en los clones identificados se
observo que en E. faecalis, siete de ellos (clones J, K, L, N, O, AA/AA, AC/AC")
estuvieron formados por cepas con idénticos fenotipos y genotipos de resistencia,
mientras que el resto mostré variabilidad en dichos patrones. Como hallazgo interesante
se detectaron dos aislamientos con idénticos pulsotipos (clon G), pero uno de ellos
portaba el gen vanB que confiere resistencia a la vancomicina, lo que pudo representar
una adquisicion puntual después de su proceso de diseminacion. Ademas, el clon D
agrupd a cinco aislamientos con fenotipo de resistencia variable: tetraciclina, ANRGm,
ANRStr, ANRKm, eritromicina y ciprofloxacina. Otro ejemplo de variabilidad y
evolucidn individual de un mismo clon fue el clon A formado por cuatro aislamientos y
variabilidad en la susceptibilidad para ANRStr, eritromicina y ciprofloxacina. El clon Q
mostré un resistotipo similar con genotipo diferente en uno de sus aislamientos.
Respecto a E. faecium, el clon UM-A mostré un resistotipo Gnico en sus dos
aislamientos, mientras que los dos aislamientos del clon E. casseliflavus (clon CAS-A)
mostraron diferencias en la resistencia para la ampicilina, la gentamicina, la kanamicina,
la eritromicina y la tetraciclina. La variabilidad fenotipica y genotipica que observamos
dentro de los aislamientos de un mismo clon pudo ser debido a que primero ocurre una
diseminacion del clon entre los diversos hospitales o los servicios hospitalarios, y
después cada aislamientos evoluciona de forma diferente en cada ambiente segun sea la
presion antibidtica, ademas de la eventual adquisicion de los plasmidos o transposones

con los genes de resistencia.
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Tabla 2. Datos de los clones detectados segun la especie enterocécica y su correlacion con los fenotipos y los genotipos de

resistencia (Estudio 1).

Provincia Hospital Muestra (n°) Clon Cepa (n° Fenotipo deresistencia Genes deresistencia
E. faecium
Santiago de 1 LCR UM-A 1 Amp, Str, Gm, Km, E, Tet, Cip  aac(6')-aph(2") 1a, aph(3’)-11la, ant(6) la, erm(B), tet(M)
Cuba 2 Sec. Uretral UM-A 1 Amp, Str, Gm, Km, E, Tet, Cip  aac(6)-aph(2") la, aph(3’)-1lla, ant(6) la, erm(B), tet(M)
2 Sec. Oido UM-B 1 Tet tet(M)
2 Catéter UM-C 1 Gm, Km, Amp, Tet aac(6")-aph(2")la, aph(3’)-l11a, tet(M)
C.delLa 7 Sec.TE UM-D 1 Gm, Km, Tet, Cip aac(6")-aph(2")la, tet(M)
Habana
4 Orina UM-E 1 Amp, Str, Gm, Km, Tet aac(6')-aph(2")la, tet(M), No'
4 Orina UM-F 1 Tet tet(M)
4 Sangre UM-G 1 Amp, Va, Tei, E, Tet vanA, tet(M), No™~
7 Sec. Vesicular UM-H 1 Tet, Cip tet(M)
7 Sec.TE UM-I 1 Cip ND
E.
casdiflavus
Santiagode 2 Sec. Herida CAS-A 1 Amp, Gm, Km, Tet, Cip aac(6)-aph(2")la, tet(M)
Cuba
3 LCR CAS-A 1 ECip No™
E.
gallinarum
Santiagode 15 LCR GALL-A 1 Sensble ND
Cuba
2 Sec. Oido GALL-B 1 Cip ND
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Continuacion...

Provincia

Genes deresistencia

E. faecalis

Las Tunas

Santiago de
Cuba

C.de La
Habana

Hospital

(o]

~N NN W W NN E -

AP bdooooagps~bd,bdbdo >

Muestra (n°

Pus Abs.

Orina
Catéter / Sec. Herida
Orina
Sec. Herida
Pus Abs. (2) / Catéter
Pus Abs.
Catéter
Catéter
Catéter
Sec.TE

Orina
Sangre
Orina
Sec.TE
Cat. gastrico
Sangre
Pus Abs.
Sangre
Sangre
Orina
Orina
Orina

Clon Cepa(n® Fenoctipoderesistencia

1

MMMUUUUOU

n

Qo

P PR PP OWRFR RN PR

P PR RPNRRPRR R R PR

Str, Gm, Km, E, Tet

Str, Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, Km, E, Tet
E, Tet

Gm, E, Tet, Cip
Sensible

Tet

Tet

Sensible

Str, Tet

Gm, Km, Tet, Cip

Sensible

Tet

Str, Gm, Km, Tet
Gm, Km, E, Tet
Gm, Km, E, Tet, Cip
Gm, Km, E, Tet

Cip

Str, Tet, Cip

Tet

Str, Gm, Km, E, Tet, Cip
Tet

Gm, Km, Va
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aac(6")-aph(2")1a, aph(3)-l11a, ant(6)la, ant(3")-9, erm(B),
tet(M)

aac(6)-aph(2")1a, aph(3’)-l11a, ant(6) la, erm(B), tet(M)
aac(6")-aph(2")1a, aph(3)-l11a, ant(6) la, erm(B), tet(M)
erm(B), tet(L)

aac(6")-aph(2") la, erm(B), tet(L)

ND

tet(M)

tet(M)

ND

tet(M), No'

aac(6")-aph(2")la, tet(M)

ND

tet(M)

aac(6')-aph(2")la, aph(3’)-1la, tet(M), No*
aac(6")-aph(2")la, erm(B), tet(M)
aac(6")-aph(2")1a, erm(B), tet(M)
aac(6")-aph(2")1a, aph(3’)-111a, erm(B), tet(M)
ND

tet(L), No'

tet(M)

aac(6")-aph(2")1a, aph(3’)-l11a, ant(6) la, erm(B), tet(M)
tet(L)

aac(6")-aph(2")la, vanB



Continuacion...

Provincia Hospital Muestra (n”)

b A=

R e B RN R Y N Y U O A Y Y N O

P Y R I N i -

R SR R Y

Ciritna
Sec. Miring,
Sangre
LORTEDrina (2)
Sangre
Fec. Herida f Orina
Cirita
Sangre
Sanigre
Sangre f Orina
Sangre £ Oritia
SHangre
SHangre
Jec. Vulva
Sec. Uretral
Catéter
Esputo
Sec. Vaginal
Sec. Vaginal
Esputo
Esputo
Oirita
Jec. Herida
Oirina
Oritia
Oritia
Fus Ahs.
Oritia
Bec. Herida
Oritia
Oritia

Clon

SR I A I e P o P el 10 I o484 AR e A - «

T

A AT
AT
&HE
&HF

Cepa (n") Fenotipo de resktencia

[l R R S R R R R R R R R R T o S R S T S T S O SR R S

Sensible

Cip

Tet, Cip

Tet

Tet, Cip

Str, Gm, K, E, Tet
Str, Gm, K, E, Tet
E, Tet

Gm, Em. E, Tet
Gm, Eom, E, Tet, Cip
Gm, Em, E

Tet, Cip

Tet

atr, Gm, EKm E, Tet
atr, Gm, Em, E, Tet,
atr, Gm, EKm E, Tet
Tet, Cip

Cip

E, Cip

Sensible

atr, E, Tet, Cip

E, Tet, Cip

Tet, Cip

Gm, Em., E, Tet
G, E, Tet

Tet

E, Tet

atr, Gm, EKm E, Tet
Tet

Tet

Tet
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Genes de mesistencia

ND

ND

fefihl)

fefill)

fefill)

aac(B-api 2 i, qph(37- I, a6 Ia, erm(B), fef 10D
aac(BN-aph 2", aph(37-10la, anf(d) Ia, erm(B) fef 10
ermi B, fefilL)

aac(B-apk2' Nia, erm(B), fefiL)

aaclBh-apk2' Nia, erm(B), fefihl)

aac(6)-aph(2")a, erm(E)

fef(TuT)

fef(TuT)

@ac(BN-aph(2 e, aphi37)-ITla, anf(E) Ia, erm(B), fefflWD
aac(fN-aphi2 g, aph(3™)- Ta,, erm(B), fefl), MNo®
gaclfn-aphi2 " a, aph37- Ia, anf(é) e, fef), Mo™*
fef(TuT)

ND

MNo™*

ND

fef( T, Mo®, Mo**

fefill), MNo™"

fefi Tl

aaclBh-apk2' Nia, erm(B), fefihl)

aaclBh-apk2' Nia, erm(B), fefihl)

fefi Tl

ermi B, fefi )

2ac(BN-aph(2' Ia, aph(37)-Ila, anfla) Ia, ermi B, fef(10)
fef(TuT)

fef(TuT)

fef(TuT)



Continuacion...

Provincia Hospital M uestr a (n°) Clon Cepa(n°) Fenotipoderesistencia  Genes deresistencia

4 C. umbilical AG 1 Str, Gm, Km, E, Tet aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-1lla, ant(6) la, ant(3")-9, erm(B), tet(M)
4 Orina AH 1 Str, Km, E, Cip aph(3’)-Il1a, ant(6) la, ant(3")-9, erm(B)

4 Orina Al 1 E, Tet, Cip erm(B), tet(M)

4 Orina Al 1 Tet tet(M)

4 Orina AK 1 Tet tet(M)

4 Orina AL 1 E, Tet tet(M), No~

4 Orina AM 1 Str, Gm, Km ,E, Tet aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-1lla, ant(6) la, erm(B), tet(M)
4 Sangre AN 1 Str, Gm, Km, E, Tet, Cip aac(6')-aph(2") 1a, aph(3’)-Ila, ant(6) |a, tet(M), No

4 Sangre AO 1 Gm, Km, E aac(6')-aph(2") 1a, No"~

7 Pus Abs. AP 1 Str,Gm, Km, E, Tet aac(6')-aph(2") la, ant(6) la, tet(M), No"~

7 Sec. S levin AQ 1 Tet tet(M)

7 Orina AR 1 Sensible ND

7 Orina AS 1 Sensible ND

7 Pus Abs. AT 1 Str, Km, E, Tet aph(3’)-l1a, ant(6), No

Leyenda: 1, hospital pediatrico (V11); 2, hospital pediatrico (V1I1); 3, hospital general (V1); 4, hospital pediatrico (I); 5, hospital materno infantil
(); 6, hospital materno infantil (I1); 7, hospital clinico quirdrgico (I); 8, hospital general (V); 9, hospital clinico quirargico (I111); 10, hospital
materno infantil (1V); 11, hospital materno infantil (111); 12, hospital pediatrico (I1); 13, hospital pediatrico (111); 14, hospital clinico quirurgico
(11); 15, hospital clinico quirtrgico (V); Pus Abs., pus de absceso; Sec. Herida, secrecion de herida; Sec. TE, secrecion de tubo endotraqueal; Cat.
Gastrico, catéter gastrico; Sec. Miring., secrecion de miringotomia; LCR, liquido cefalorraquideo; Sec. Vulva, secrecion de vulva; Sec. Uretral,
secrecion de uretra; Str, estreptomicina; Gm, gentamicina; Km, kanamicina; E, eritromicina; Tet, tetraciclina; Cip, ciprofloxacina; Va,
vancomicina; Tei, teicoplanina; ND, genes de resistencia no determinados; No®, ausencia de genes de resistencia a la estreptomicina; No™,
ausencia de genes de resistencia a la eritromicina.
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V.5.2 Estudio 2

Una vez evidenciada la estructura clonal de las diferentes especies de Enterococcus
circulantes en 15 hospitales cubanos, se plante6 estudiar el grado de clonalidad en los
aislamientos de E. faecalis procedentes de un Unico hospital para analizar la
diseminacion intra-hospitalaria de los clones enteocdcicos, mientras que en el anterior se

pretendia estudiar la diseminacion inter-hospitalaria.

En este segundio estudio, el andlisis de los resultados moleculares revelé una gran
diversidad genética, incluso, mayor que la del estudio anterior y se detectaron 54
pulsotipos diferentes entre los 55 aislamientos de E. faecalis (1,01

aislamientos/pulsotipo) (Figura 15).

En la tabla 3 se muestran los clones detectados, sus datos epidemiologicos y los
fenotipos y genotipos de resistencia. El clon principal (clon G) estuvo formado por seis
aislamientos (11%) con fenotipos y genotipos de resistencia diferentes y se detecté en la
unidad de cuidados intensivos pediatricos (UCIP), en el servicio de otorrinolaringologia

y en la comunidad.

El clon I, formado por tres aislamientos, se identificd inicialmente en el servicio de
urologia y un afio mas tarde en la UCIP, este mostré multirresistencia antibidtica con
variaciones en los patrones de resistencia. Siete clones agruparon aislamientos tanto del
hospital como de la comunidad. Un hallazgo interesante fue la deteccion de dos clones
(O y P) con aislamientos que persistieron durante mas de tres afios, uno de ellos en el

servicio de neonatologia y el otro en la comunidad (Tabla 3).
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Figura 15. Relacion clonal entre los 55 aislamientos de E. faecalis procedentes del Hospital
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Tabla 3. Datos de los clones de E. faecalis detectados en el Hospital Pediatrico de Holguin.

Cirugia
Cirugia
UCIP
Cirugia
Otorrino
Comunidad
Urologia
Cirugia
UCIP
Cirugia
Comunidad
Respiratorio
Neurocirugia
Comunidad
UCM
Cirugia
Comunidad
Comunidad
UCIP

2002
2002
2002
2004
2004
2001
2001
2001
2001
2001
2003
2004
2004
2003
2003
2004
2001
2001
2001

L. periton.
Orina
Sangre
Sec. Oido
Pus Abs.
Frotis Perianal
Orina

Sec. Herida
Sangre

Sec. Herida
Sec. Vaginal
Sec. Oido
Catéter

Orina

Catéter

Sec. Abdom.
Sec. Herida
Sec. Vaginal
Sec. TE

Pulsotipo

A2.1
A2.2
Bl
B2
C1
Cc2
D1
D2.1
D2.2
El.1
E1l2
E2
F1
F2.1
F2.2
Gl
G211
G2.1.2

Cepa

180
181
244
246
137
148
170
135
136
225
242
250
224
228
241
167
163
164

Fenctipo deresistencia

E, Tet

E, Tet

Str, Gm, Km E, Tet
Tet

Sensible

Gm, E, Tet

Str,Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, Km, E, Tet
Tet

Str, Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, Km, Tet
Str, Gm, Km, Tet
Sensible

Tet

Str, Gm

Tet

Gm, E, Tet

Tet

Gm, Tet

Genes deresistencia

erm(B), tet(M)

erm(B), tet(M)

aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-111a, ant(6) la, erm(B), tet(M)
tet(M)

ND

aac(6")-aph(2")la, erm(B), tet(M)

aac(6')-aph(2")la, aph(3’)-111a, erm(B), tet(M), No"
aac(6")-aph(2")1a, aph(3’)-l11a, ant(6)la, erm(B), tet(M)
tet(M)

aac(6')-aph(2")la, aph(3’)-111a, ant(6) |a, tet(M), No
aac(6")-aph(2")la, aph(3’)-111a, tet(M), No
aac(6")-aph(2")la, aph(3’)-I11a, ant(6) la, tet(M)

ND

tet(M)

aac(6")-aph(2")la, ant(6)la

tet(M)

aac(6')-aph(2")la, tet(M), No~

tet(M)

aac(6')-aph(2" )la, tet(M)
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Continuacion...

Pulsotipo Cepa

Fenotipo deresistencia Genesderesistencia

Otorrino
UCIP
Otorrino
UCIP
Cirugia
Miscelanea
Urologia
UCIP
Urologia
Urologia
Comunidad
Urologia
Neonatologia
UCM
Comunidad
UCIP
Cirugia
Neonatologia
UCIP

UCIP

2001
2001
2001
2001
2003
2001
2002
2002
2002
2002
2201
2002
2001
2002
2002
2002
2002

200
2001

Sec. Oido
Sec. TE
Sec. Oido
LCR

Sec. Herida
Sec. Herida
Orina

Sec. Herida
Orina

Orina

Sec. Vaginal
Orina

Sec. Herida
Sangre

Sec. Vaginal
Sangre

Sec. Herida
Sangre

Sec. TE

Frotis perianal

G2.2.2.1
G2.2.2.2
H2.1
H2.2

K11
K1.2
K2.1
K2.2
L1
L2.1
L2.2
M1
M2

142
162
165
169
215
172
174
182
173
177
143
168
147
171
161
184
185
151
156

Str, Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, Km, E, Tet
Gm, Tet

Gm, E,Tet

Tet

Tet

Gm, E, Tet

Str, Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, E, Tet

Tet

Sensible

Tet

Str, Gm, Km, E, Tet
Sensible

Sensible

Tet

Tet

Sensible

Str, Gm, Km, E, Tet
Gm, Km, E, Tet

aac(6")-aph(2")1a, aph(3’)-l1a, erm(B), tet(M), No
aac(6")-aph(2")1a, aph(3’)-l1a, ant(6) la, erm(B), tet(M)
aac(6")-aph(2")la, tet(M)

aac(6")-aph(2")la, erm(B), tet(M)

tet(M)

tet(M)

aac(6")-aph(2" la, erm(B), tet(M)

aac(6')-aph(2")la, aph(3’)-11a, ant(6) |a, tet(M), No
aac(6')-aph(2") la, erm(B), tet(M), No’

tet(M)

ND

tet(M)

aac(6')-aph(2") la, aph(3’)-11a, ant(6) la, tet(M), No™
ND

ND

tet(M)

tet(M)

ND

aac(6')-aph(2") 1a, aph(3’)-11a, ant(6) la, tet(M), No
aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-lla, erm(B), tet(M),
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Continuacion...

Pulsotipo

Cepa

Fenotipo de Resistencia Genes deresistencia

Urologia
Neonatologia
Neonatologia
Comunidad
Urologia
Miscelanea
Neonatologia
Neonatologia
Neonatologia

Comunidad

Gastroenterol.

UCIP
Urologia
Neonatologia
Cirugia
Maxilofacial

2002
2001
2001
2002
2001
2001
2001
2004
2001
2004
2001
2001
2002
2003
2004
2004

Orina
Sangre

Sec. Herida
Sec. Oido
Orina

Orina
Cateter
Sangre

Pus Abs.
Sec. Vagina.
Frotis perianal
Sec. Herida
Orina
Sangre

L. periton.

Canal Dental

N1
N2.1
N2.2.1
N2.2.2

158
152
153
175
159
178
132
249
131
216
138
145
157
227
243
245

Str, Gm, Km, Tet
E, Tet

Tet

Str, Gm, Km, E, Tet
Km, Tet

Str, Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, Km, E, Tet
Str, Gm, Tet
Sensible

Tet, Str, Gm, Km, E,
Tet

Tet

Str, Gm, Km, Tet
Tet

Gm, Km, Tet
Sensible

aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-l1a, ant(6) la, tet(M)

erm(B), tet(M)

tet(M)

aac(6')-aph(2") la, aph(3’)-11a, ant(6) la, tet(M), No ™~
aph(3’)-l11a, tet(M)

aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-1l1a, ant(6) la, erm(B), tet(M)
aac(6')-aph(2") la, aph(3’)-111a, erm(B), tet(M), No’
aac(6")-aph(2") la, ant(6) la, tet(M)

ND

tet(M), aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-1l1a, ant(6) Ia, erm(B)
tet(M)

tet(M)

aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-11la, ant(6) la, tet(M)

tet(M)

aac(6")-aph(2") la, aph(3’)-1l1a, tet(M)

ND

Leyenda: Otorrino, otorrinolaringologia; UCIP, unidad de cuidados intensivos pediatricos; UCM, unidad de cuidados medios; Gastroenterol,
gastroenterologia; L. periton, liquido peritoneal; Sec. QOido, secrecién de oido; Sec. Abdom., secrecion abdominal; LCR, liquido
cefalorraquideo; Pus Abs., pus de absceso; Sec. Herida, secrecidon de herida; Sec. Vaginal, secrecion vaginal; TE, tubo endotraqueal; E,
eritromicina; Tet, tetraciclina; Str, ANR-estreptomicina; Km, ANR-kanamicina; Gm, ANR-gentamicina; ND, genes de resistencia no
determinados; No", ausencia de genes de resistencia a estreptomicina; No ™, ausencia de genes de resistencia a eritromicina.
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En este segundo estudio, la multirresistencia antimicrobiana se observd en 27
aislamientos agrupados en 13 clones. De 28 aislamientos que portaban el gen de la
enzima bifuncional, solo tres presentaron un Gnico patron de ECP (patron Q, S, U). El
resto de los aislamientos pertenecieron a 13 clones diseminados en la UCIP y los
servicios de urologia, cirugia y neonatologia. Se observo diferencias en cuanto a la
presencia del gen aac(6")-aph(2")la en algunos aislamientos pertenecientes a un mismo
clon (clon A, D, F, H, K, Ny W), asi como para la presencia de los genes aph(3)-1lla 'y
ant(6)la en los clones (clon A, D, K, I, G, N y O). Otros aislamientos agrupados en el
clon C y los clones E, F, M y W, también mostraron diferencias en cuanto a la presencia
de los genes aph(3)-Il11ay ant(6)la.

En aislamientos de al menos siete clones, se observaron variaciones en la presencia del
gen tet(M), por lo que la diseminacion de este gen, probablemente sea debida a la
propagacion de los plasmidos o transposones, independientemente de la diseminacion de
los clones, como se describe previamente (Murray, 1991; Nichimoto et al., 2005).
Situacion similar se detecto para el gen erm(B), donde se observaron diferencias en la

presencia de este gen en los aislamientos de un mismo clon.

Cuando se analiz6 de forma conjunta los resultados de la clonalidad obtenidos en ambos
estudios, se observo una gran diversidad clonal en las cepas de E. faecalis, por lo que
durante el periodo de estudio, no se detectd ningun clon dominante de esta especie en los
hospitales estudiados. Otros estudios previamente publicados evidencian una situacion
similar (Hallgren et al., 2003; D’azebedo €t al., 2008). Esta gran diversidad genética en
Enterococcus aislados en Cuba y, especialmente, en la especie E. faecalis, pudo estar
relacionada con su marcada plasticidad genética lo que facilita la supervivencia y
persistencia de este patdgeno en el ambiente hospitalario, lugar donde pueden afrontar
continuos cambios adaptativos (Willems y Bonten, 2007). Esa diversidad obedece a
procesos de recombinacion genética que ocurren en este patdgeno (Ruiz-Garbajosa et
al., 2007). Otros autores como Peset en Espafa (Peset et al., 2000) y Hallgren en Suecia

(Hallgren et al., 2003) notifican una baja diversidad genética en los aislamientos
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enterococicos, pero en relacion con situaciones de brotes epidémicos, escenario que ain

no se ha detectado en los hospitales cubanos.

Los resultados de ambos estudios sugieren que un nimero determinado de clones de
Enterococcus se diseminaron entre los pacientes de una misma sala, entre salas
diferentes de un mismo hospital y entre hospitales, expandiéndose algunos de ellos entre
el extremo occidental y oriental de Cuba. El 55,3% de los clones detectados en ambos
estudios circularon entre diferentes UCIs. Estos resultados son consistentes con la
hipotesis de que la infeccion cruzada es mas frecuente entre los pacientes ingresados en
este tipo de sala, la que se revela como el principal origen de una diseminacién clonal de
Enterococcus en varios paises (Kulski et al., 1998, Ruiz-Garbajosa et al., 2006b). La
diseminacion de las cepas entre los servicios y dentro de un mismo servicio pudo
deberse a la transmision de la bacteria a través de las manos del personal médico y
paramédico, al contacto directo entre los pacientes, o a la adhesion o supervivencia de
Enterococcus sobre las superficies inanimadas. Se publican varios trabajos que muestran
la ocurrencia de brotes de Enterococcus por diseminacion de clones inter o
intrahospitalarios (Hallgren et al., 2003; Titze de Almeida et al., 2004; D’azebedo et al.,
2008).

Enterococcus con multirresistencia antimicrobiana pueden persistir afios en la
microbiota fecal de los portadores sanos y poseen un potencial alto para diseminarse en
otros nichos, especialmente el ambiente hospitalario cuando este portador sano ingresa
en el Hospital (Torell et al., 2003). Esta propagacion de Enterococcus, resistentes a los
antimicrobianos en diferentes nichos, plantea un problema de contaminacion ambiental,
ya que a través de las aguas residuales de los hospitales estas cepas, que han
evolucionado dentro del hospital y han acumulado resistencias y factores de virulencia,
son vertidas al medio ambiente (Elsner et al., 2000). Este hecho puede constituir una
hipdtesis para explicar la diseminacion de clones (en particular, del clon O y P
detectados en el segundo estudio) entre el hospital y la comunidad y su persistencia por

largo tiempo.
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Desde inicios de los afios 90 se reportd la diseminacion de clones multirresistentes de
Enterococcus (Murray et al., 1991). El andlisis de la correlacién entre los clones, los
fenotipos y los genotipos de resistencia en ambos estudios, sugiere que los altos
porcentajes de aislamientos con ANRGm estuvieron influenciados por la diseminacion
de clones resistentes a dicho antibidtico, asi como por una transmision horizontal de la
resistencia a través de plasmidos o transposones, esta ultima via se considera la causa
mas frecuente de diseminacion de los genes de resistencia a los aminoglucosidos
(Feizabadi et al., 2008). La transmision horizontal de la resistencia, también, fue la via
de adquisicion del gen vanB en uno de los aislamientos resistente a la vancomicina, asi
como para varios aislamientos resistentes a la eritromicina que portaron el gen erm(B).
La diseminacion del gen erm(B) se describe, por De Leener y colaboradores en el 2005,
entre los aislamientos de origen animal y humano. Con respecto a la diseminacion de la
resistencia a la vancomicina, si bien, la transmisién horizontal de los genes van
contribuye al incremento de la circulacion de ERV, los estudios epidemioldgicos
demuestran que la diseminacion clonal es la causa principal de su emergencia mundial
(D’azebedo et al., 2008; Chen y Zerbos, 2009).

La deteccién de diferentes clones circulantes en Cuba sugiere una transmision cruzada
que pudo mantener la persistencia de estos en diferentes servicios hospitalarios y
constituir un riesgo para la ocurrencia de epidemias. En segundo lugar, los niveles de
resistencia a los diferentes antimicrobianos en los aislamientos estudiados estuvieron
influenciados por la diseminacion de clones resistentes y la transferencia de elementos
genéticos moviles. La seleccion hospitalaria de cepas multirresistentes a antibidticos
parece ser el paso previo a una diseminacion clonal que contribuye a elevar dicha tasa de
resistencia y afecta a lugares geograficamente distantes sin que exista relacion fisica
aparente entre ellos. Por tanto, se hace necesario un estricto cumplimiento de las
medidas de higiene y control de la infeccion en las instituciones hospitalarias, asi como
la continua vigilancia epidemioldgica para detectar cambios en la susceptibilidad
antimicrobiana que nos ayude a prevenir la seleccion o la posible dispersion de clones

especialmente resistentes y virulentos.
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V.6 Estudio 3: Analisis dela estructura poblacional de aissamientos de E. faecalisy

su relacion filogenética con los aislamientos de otr as regiones del mundo

En el afio 2006 se propone el esquema de MLST para el estudio de la estructura
poblacional de E. faecalis (Ruiz-Garbajosa et al., 2006a). Hasta junio del presente afio,
se registran, en la base de datos de MLST (http://efaecalis.mist.net), 364 STs de E.

faecalis procedentes de 20 paises de diferentes continentes (América, Europa y Asia).

Es necesario conocer la epidemiologia de la estructura poblacional de cada especie
enterocdcica, ya que para E. faecium se ha demostrado que la mayor parte de los brotes
epidémicos hospitalarios son debidos a las cepas que se agrupan en el complejo clonal
CC17 (Leavis et al., 2006), mientras que en el caso de E. faecalis, CC2 y CC9 son los
mayores responsables de las infecciones severas y epidémicas (Ruiz-Garbajosa et al.,
2006a). Por tanto, se consider6 oportuno, como parte de este trabajo, emprender,
estudios de MLST en los aislamientos de E. faecalis circulantes en Cuba y asi contribuir

a la epidemiologia global de esta especie.

En la tabla 4 se muestran los perfiles alélicos obtenidos para cada aislamiento, la
secuencias tipo resultante, los complejos clonales detectados y los datos clinico-

epidemioldgicos de los mismos.

Se detectaron trece STs diferentes entre los 23 aislamientos caracterizados, cinco de
ellas no habian sido descritas (ST115, ST116, ST117, ST118 y ST225). Las ST64-CC8
y ST16-CC58 agruparon a cuatro aislamientos cada una, mientras que la ST21-CC21 y
ST6-CC2 agruparon a tres aislamientos, y otras nueve STs estuvieron representadas por

un solo aislamiento.
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Tabla 4. Datos clinico-epidemiol6gicos de los 23 aislamientos de E. faecalis tipados
mediante MLST.

Perfil alélico 1 Procedencia Provincia

DQ195 12,7,3,7,6,1,5 6 2 Sec.TE 2003 Hospital C. Habana
DQ203 12,7,3,7,6,1,5 6 2 Sangre 2003 Hospital C. Habana
DQ210 12,7,3,7,6,1,5 6 2 Sec.HQ 2003 Hospital S. de Cuba
DQ132 10,1,11,6,5,1,4 64 8 Catéter 2001 Hospital Holguin
DQ152 10,1,11,6,5,1,4 64 8 Sangre 2001 Hospital Holguin
DQ199 10,1,11,6,5/1,4 64 8 Sangre 2003 Hospital C. Habana
DQ320 10,1,11,6,5,1,4 64 8 Sangre 2005 Hospital C. Habana
DO118 1,7,9,1,1,1,1 21 21 Sec.HQ 2002 Hospital S. de Cuba
DQ120 1,7,9,1,1,1,1 21 21 Catéter 2002 Hospital S. de Cuba
DQ2%5 1,7,9,1,1,1,1 21 21 Sec.HQ 2005 Hospital Holguin
D25 5,1,1,3,7,7,6 16 58 Sec.Vag 2004 Comunidad Guantanamo
DQ269 5,1,1,3,7,7,6 16 58 LCR 2004 Hospital S. de Cuba
DQ297 5,1,1,3,7,7,6 16 58 LA 2005 Hospital Holguin
DQ314 5,1,1,3,7,7,6 16 58 Sec.Vag 2005 Comunidad Holguin
DQ138 14,2,18, 10, 16, 2, 12 59 N FP 2001 Hospital Holguin
DQ213 3,6, 23,12,9,10,7 40 40 Sangre 2003 Hospital C. Habana
DOQ165 27,2,16,28,26,2,1 81 N LCR 2002 Hospital Holguin
DQ243 2,3,13,11,3,2,2 23 25 LP 2004 Hospital Holguin
DQ1%0 1,1,11,1,21,1,2 115 N LCR 2003 Hospital C. de Avila
DOQ287 17,2,22,1,14,14,1 116 116 Catéter 2004 Hospital C. Habana
D298 1,1,9,6,1,1,1 117 21 Sangre 2005 Hospital C. Habana

DQ261 15,2,33,16,17,15,35 118 N Sec.Vag 2004 Comunidad Guantanamo
DQ317 39,2,49,45,47,2,48 225 N Sec.HQ 2005 Hospital C. Habana
Leyenda: Sec.TE: secrecion de tubo endotraqueal; Sec.HQ: secrecion de herida quirdrgica; Sec.

Vag, secrecion vaginal; LA: liquido amni6tico; LCR: liquido cefalorraquideo, FP: frotis perianal,
LP: liquido peritoneal.

Los resultados de este estudio demostraron una amplia diseminacion de STs de E.
faecalis entre las regiones Occidental y Oriental de Cuba (ST6, CC2; ST16, CC58;
ST21, CC21 y ST64, CC8). El uso de antimicrobianos pudo favorecer la seleccién de

estas subpoblaciones enterococicas con resistencia antimicrobiana y virulencia.
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Mediante el programa informatico eBURST (http://ww.mist.net), las STs detectadas se
agruparon en siete complejos clonales, CC2 (ST6), CC8 (ST64), CC21 (ST21y ST117),
CC25 (ST23), CC40 (ST40), CC58 (ST16), CC116 (ST116) y en tres singletons (ST81,
ST118, y ST225) (Figura 16).

Los estudios realizados en E. faecium, una especie estrechamente relacionada con E.
faecalis, ponen de manifiesto que en la estructura poblacional existe un fenémeno
descrito como especificidad de origen, es decir, aislamientos procedentes de
determinados origenes epidemiologicos se agrupan en lineas genéticas concretas
(Freitas et al., 2009a). Asi, se detectan complejos clonales, presentes solamente en
determinados hospedadores y, a su vez, todos los aislamientos de E. faecium causantes
de epidemias o brotes nosocomiales se agrupan dentro del CC17, especialmente,
circunscrito al ser humano. Este fendmeno no se repite en E. faecalis, de tal manera que
aislamientos de diversos origenes o diferentes huéspedes pueden agruparse en una
misma ST y CC, como sucede con el CC58 detectado, también, en Cuba que esta
presente tanto en el medio hospitalario como en la comunidad. Esto coincide con varios
informes como el de Kawalec y colaboradores en Polonia, Ruiz-Garbajosa Yy
colaboradores en Espafia y el de Freitas y colaboradores en Portugal (Kawalec et al;
2007; Ruiz-Garbajosa et al., 2007; Freitas et al, 2009b).

En la figura 16 se puede observar la relacion de SLV o DLV entre las STs cubanas y las
reportadas en otros paises. Dos STs, la ST115 y ST59 representaron un SLV de la
ST191 y ST33, respectivamente; esta Gltima reportada, previamente en Espafia. La ST6
constituyd un DLV de la ST2 que pertenece al CC2 descrito, por primera vez, en
Espafia. La ST64 representd una SLV de la ST8, secuencia fundadora del CC8. La
ST116, una nueva ST descubierta en Cuba, fue un SLV de la ST45 y ST39 que se
describen en cepas de pacientes hospitalizados en Espafia. La ST117 constituyé un DLV
de la ST21 perteneciente al CC21 (uno de los CCs més importantes y frecuentes en
Espafia) qué incluye aislamientos de origen animal, aislamientos de pacientes

hospitalizados y voluntarios sanos de la comunidad (Ruiz-Garbajosa et al., 2006a).
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194

Figura 16. Distribucién de los complejos clonales (CC) y las secuencias tipo (STs) en la especie E. faecalis. NUmero: representa la
secuencia tipo; Ovalos: complejos clonales detectados en Cuba; NUmeros en hexagonos: nuevas secuencias tipos mundiales
identificadas en aislamientos cubanos; NUmeros en rombo: otras secuencias tipo previamente descritas y, también, detectadas en Cuba.
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Al analizar la susceptibilidad antimicrobiana de las STs detectadas en Cuba (Tabla 5) se
observd ANRGm, con mayor frecuencia, en la ST6-CC2, ST16-CC58 y la ST64-CC8 (Riesgo
relativo>1.5, p<0.05) mientras que ningun aislamiento agrupado en la ST21-CC21 fue
resistente a este aminoglucdsido. Los genes de resistencia aac(6')-aph(2")la, aph(3)-llla,
ant(6)la, ant(3")(9), se detectaron frecuentemente en los aislamientos agrupados en la ST6,
ST16, ST64, ST23, ST115 y la ST118. La resistencia a las fluoroquinolonas se observo en la
ST6-CC2, ST64-CC8 y la ST59. El 69% de las STs identificadas fueron multirresistentes, y
dentro de estas resaltan la ST16 y ST64 que portaron gran variedad de genes de resistencia y
de virulencia. Estas caracteristicas pudieron contribuir a su persistencia y transmision en el

ambiente hospitalario, asi como a la diseminacion de la ST16 en el hospital y la comunidad.

La mayoria de los aislamientos de E. faecalis examinados portaron los genes esp (82,6%) y ccf
(69,6%) mientras que los genes gelE (39%), agg (34,8%) y el gen cylA (34,8%), se detectaron
con una frecuencia variable (Tabla 6). ElI gen cylA se relaciond significativamente con la
ST64-CC8 y la ST16-CC58 que incluyeron el 35% de todos los aislamientos estudiados
(Riesgo relativo >1,5, p<.05). Hace unos afos se sugiere que el gen esp puede servir como un
marcador para la presencia de islas de patogenicidad que albergan multiples factores de
virulencia en E. faecalisy E. faecium (Shankar et al., 2002). Posteriormente, este mismo autor
informa sobre una expansion clonal de E. faecalis esp-positivo en aislamientos de origen
porcino en Dinamarca pertenecientes a la ST16 y la ST40 (Shankar et al., 2006). Los
resultados de la presente investigacion coinciden con este hallazgo ya que los aislamientos
correspondientes con la ST16 y la ST40 portaron este gen de virulencia. De manera general,
los estudios que correlacionan determinantes de resistencia antibiética y genes de virulencia
dentro de los CCs de E. faecalis son escasos por lo que es imposible aseverar sobre su

distribucion mundial.
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Tabla 5. Secuencias tipo (ST), genes de resistencia y susceptibilidad antimicrobiana en 23 aislamientos de E. faecalis tipados.

Genesderesistenciaa regiitn:ﬁc?:a reggpeggia CIM (ug/mL)
aminoglucésidos e  SSISLETK g
tetraciclina aeritromicina
aac(6)- aph(3)- ant(6)- ant(3")-
aph(2") 1A /a ) tet(M) tet(L) erm(B) Km Str Tet

6 + - + - + - - >4096 2048  >4096 32 2 16
6 + - + - + - + >4096 2048 2048 128 16 32
6 - + + - + - - 128 >4096 2048 64 4 32
64 + + - - + - + >4096 >4096 64 >256 32 2
64 - - - + - + 64 128 128 >256 64 <0.5
64 + - - + + - + >4096 >4096 2048 >256 128 <0.5
64 - - + - + - + 32 64 >4096 128 32 4
21 - + - - + - - 32 2048 64 64 2 1
21 - + - - + - - 32 >4096 32 32 <1 1
21 - - - - + - - 16 64 128 64 16 2
16 + + - + + - + 2048  >4096 2048 128 16 <0.5
16 + + + - + - - >4096 >4096 >4096 128 2 1
16 + + + - + - - >4096 >4096 >4096 64 8 <0.5
16 + + - - + - - >4096 >4096 512 32 8 1
59 + - - - - + - 2048 2048 2048 128 16 16
40 - + - - + - + 32 2048  >4096 >256 32 2
81 - + - - + - + 8 2048 128 64 64 2
23 + + + + + - - 2048 2048 2048 64 2 1
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Continuacion ...

Genesde Gen de
resistencia a resistencia CIM (ug/mL)

Genesderesistencia a
aminoglucésidos

aac(6')- aph(3)- ant(6)- ant(3")-

tetraciclina aeritromicina

aph(2") Tl Ia ) tet(M) tet(L) erm(B) Km Str
115 + + - + + - + >4096 4096 >4096 128 64 1
116 - - - - - - + 16 64 64 <2 32 1
117 - - - - - - - 32 64 32 <2 <1 2
118 - + + - - + + 128 2048 2048 32 128 1
225 - - - - - + + 32 16 128 16 128  <0.5

Leyenda: CIM, concentracién inhibitoria minima; Gm, gentamicina; Km, kanamicina; Str, estreptomicina; Tet, tetraciclina;
E, eritromicina; Cip, ciprofloxacina.
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Tabla 6. Secuencias tipo y genes de virulencia en los 23 aislamientos de E. faecalis tipados.

Cepasy Secuenciastipo

Ln (90] o
Genesde 9 &
i i o O ©
virulencia 22 =
6 6 6 115 116 117 118 225
agg - - - - - - - +  + - + + o+ 4+ - - - - - - - + +
gelE - - - +  + - + 4+ o+ - - - - - + 4+ o+ - - - - + -
cylA - - - + 4+ o+ - - - - + + o+ 4+ - - - + - - - - -
esp + + + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ +  + - - - + + -
ccf - - + - - - - + 4+ o+ - + + o+ 4+ + + O+ + + + + +

95



Los aislamientos comunitarios incluidos en este estudio se obtuvieron de muestras vaginales,
los que mostraron multirresistencia y portaron algunos genes de virulencia. Este hallazgo
podria constituir un riesgo para la ocurrencia de infecciones endogenas en el paciente a partir
del sitio primario de colonizacion, sobre todo, si el paciente sufre una instrumentacion del
tracto urinario, cateterizacion vesical, litiasis vesical (Felmingham et al., 1992). Esto es una
evidencia mas de la diseminacion de Enterococcus multirresistente y virulento en la
comunidad en Cuba y refuerza la necesidad de desarrollar investigaciones sobre el impacto de

la transmision horizontal de genes de resistencia y virulencia en Enterococcus.

El dendograma que se muestra a continuacion refleja la relacion filogenética de las diferentes
STs de E. faecalis en Cuba y STs representativas (ST8, ST9, ST25, ST28 y ST104)
pertenecientes a CCs prevalentes en varias regiones del mundo (Figura 17). Se encontraron
relaciones filogenéticas importantes entre los aislamientos cubanos y de otros paises,

principalmente, del continente europeo.

La ST16, ST6, ST21 y la ST40, detectadas en este trabajo, son un ejemplo de diseminacion de
lineas genéticas de E. faecalis ya que se encuentran en numerosas partes del mundo como
Espafia, Polonia, Holanda, Hungria, Dinamarca y EE.UU. (Ruiz-Garbajosa et al., 2006;
Kawalec et al., 2007). Los aislamientos que se agrupan en la ST16 se aislan de pacientes
hospitalizados y no hospitalizados, asi como de animales, mientras que cepas pertenecientes a
la ST40 se identifican en pacientes hospitalizados, en manipuladores de alimentos en Espafia
y en los animales en Holanda (Shankar et al., 2006). EI CC40 (ST40) se describe inicialmente
en Europa, con un probable origen en Polonia o paises vecinos, segun la hipotesis de Kawalec
y colaboradores (2007). Las ST23, ST59 y la ST81 también se notifican en Polonia, Espafia y
Holanda (Ruiz-Garbajosa et al., 2006a; Kawalec et al., 2007).
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Figura 17. Relacion filogenética de secuencias tipo de E. faecalis aisladas en Cuba y secuencias tipo
representativas en el mundo.

Ruiz-Garbajosa y colaboradores describen cuatro CCs mayoritarios entre los aislamientos de
E. faecalis de origen clinico en Espafia: CC9, CC2, CC21 y CC10. Los dos primeros se
definen como complejos clonales de alto riesgo por su especial adaptacion al ambiente
hospitalario que incluyen aislamientos resistentes a la vancomicina (Ruiz-Garbajosa et al.,
2006a). Un afio después, Kawalec y colaboradores informan la circulacion del CC2 en Polonia
donde un tercio de sus aislamientos fueron resistentes a la vancomicina (Kawalec et al., 2007).
En la presente investigacion se detectd la circulacion del CC2 en Cuba pero ningln
aislamiento incluido en este complejo resultd resistente a la vancomicina. Este hallazgo
refuerza la hipétesis de que los clones se extienden originalmente como clones vancomicina

susceptibles y mas tarde adquieren el gen mediante la transmision horizontal, como se
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demuestra previamente en Espafia, Portugal, Polonia (Novais et al., 2004; Kawalec et al.,

2007) y como se detecto en la presente investigacion (Acéapite 1V.5).

Del total de STs de E. faecalis, detectadas en Cuba, la mayoria se notifican en el continente
europeo (61 %, en Polonia, 46% en Holanda, 38% en Espafa y Francia, 31% en Dinamarca,
15% en Portugal, 8% en Grecia y Hungria) lo que evidencia una relacién filogenética muy

estrecha entre las STs cubanas y europeas.

Si se tiene en cuenta que Enterococcus habita en el tracto gastrointestinal humano y que es un
patdgeno con gran capacidad para adaptarse a diferentes ecosistemas, se puede teorizar sobre
la influencia de la migracion europea a América en la relacion filogenética detectada entre las
STs cubanas y europeas desde que se conoce que América fue colonizada por los europeos y
por sus microorganismos también (Cunha, 2008). No obstante, otros factores a considerar son:
el intercambio y comercio entre Cuba y Europa, factores tecnoldgicos e industriales y la
adaptacion microbiana (Valdés, 1998). Un estudio de diversidad genética de E. faecalis revela
la circulacion de STs de esta especie desde el afio 1900 y su dispersién en diferentes regiones
del mundo lo que evidencia la diseminacion de este patdgeno desde épocas remotas (McBride
et al., 2007).

Cinco STs (ST115, ST116, ST117, ST118 y ST225) constituyeron nuevas STs a nivel
mundial donde la alta diversidad de sus perfiles alélicos (Tabla 10) sugirié que no estaban
relacionadas genéticamente entre ellas. La falta de informacion sobre la estructura poblacional
de E. faecalis a nivel mundial, y en particular en los paises de Centroamérica y el Caribe, hizo
dificil plantear de que se traten de aislamientos cubanos autdctonos y, ain mas arriesgado,

teorizar sobre la diseminacion regional de estas nuevas STs detectadas en Cuba.

Los hallazgos de este estudio, constituyen las primeras evidencias sobre el posible origen y
evolucion genética de E. faecalis aislado en Cuba y brinda los primeros datos sobre su
estructura poblacional lo que permitié compararla con reportes mundiales y conocer la

circulacion, en el pais, de CCs dispersos de manera global.
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Se precisa de la incorporacion de un mayor numero de paises que estudien la estructura
poblacional de E. faecalis para enriquecer la base de datos internacional de MLST en esta
especie y poder establecer comparaciones con un mayor numero de STs de alcance global. En
la medida en que se incremente el nimero de aislamientos caracterizados a nivel
internacional, asi como la disponibilidad de datos con relacion a los aislamientos cubanos
procedentes de otras regiones del pais, sera posible aplicar métodos de construccion
filogenética mas complejos, que permitan no solo hablar de una relacion filogenética estrecha

sino de un posible origen de estos con mayor certeza y soporte estadistico.

El presente trabajo es el primero donde se caracterizan aislamientos de Enterococcus de
diferentes aéreas geograficas de Cuba. A pesar de que los aislamientos analizados son
procedentes de 26 hospitales de nueve provincias del pais y quizas no son representativos de la
situacion real de este, es meritorio sefialar que nunca antes se habia realizado un estudio
similar en Cuba. De cualquier manera, en las provincias no incluidas en el estudio, la situacion
podria ser mas grave aun. Por tanto, este trabajo constituye un acercamiento a la problematica
de la infeccién por Enterococcus en Cuba que motiva a la realizacion de estudios futuros que
caractericen un mayor numero de aislamientos de este agente bioldgico reconocido como

patégeno humano desde hace solo dos décadas.

A manera de resumen se puede decir que los aislamientos de Enterococcus circulantes en
diversas areas geograficas de Cuba fueron genéticamente diversos aunque circularon clones
multirresistentes y patdgenos. A pesar de que la resistencia a los glicopéptidos y a la
ampicilina fue baja, la resistencia a los aminoglucoésidos, la ciprofloxacina, la norfloxacina, la
tetraciclina y la eritromicina estuvo diseminada entre los aislamientos que persistieron en los
hospitales y se diseminaron entre los pacientes de un mismo hospital o diferentes hospitales y
entre estas instituciones y la comunidad. La multirresistencia a los diversos antimicrobianos, y
la virulencia en los aislamientos cubanos, son factores a tener en cuenta en la repercusion
clinica de esta bacteria, la que no era reconocida antiguamente como un verdadero patdgeno y
en la actualidad es uno de los principales microorganismos asociados a infecciones
nosocomiales a nivel mundial. Los hallazgos del presente trabajo son relevantes en una era en

que la resistencia antimicrobiana en el género Enterococcus se incrementa cada dia cuando la
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disponibilidad de antibidticos desciende cada vez mas mientras aparecen nuevos mecanismos

de resistencia a los antimicrobianos.
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V.CONCLUSIONES

1. Enterococcus faecalis y E. faecium congtituyeron las especies de mayor impacto
clinico en la casuistica cubana, detectandose, ademas, la circulacion de otras
especies minoritarias, 1o que refuerza la importancia de Enterococcus como

patdgeno en Cuba.

2. Laresistencia antimicrobiana detectada en aislamientos cubanos es equivalente a
la situacion internaciona y alerta sobre posibles fracasos terapéuticos ante el uso
de los aminoglucdsidos. Los bajos porcentajes de resistencia para la ampicilinay
los glicopéptidos los ratifica como antibidticos de eleccion en la infeccion
enterocécica. No obstante, la resistencia adquirida a los glicopéptidos mediada
por los genes vanA y vanB demandan una vigilancia continua y estricta del

Enterococcus resistente alavancomicinaen € pais.

3. Seevidenciod que las ateraciones en la PBP5 son la causa de la resistencia a la
ampicilina. La proteccion ribosomal que impide la union efectiva del
antimicrobiano congtituyd el mecanismo de resistencia principa para la
tetraciclina y la eritromicina, mientras que la modificacion de los

aminoglucésidos, por accion enzimética, fue la causa de laresistencia para estos.

4. Enterococcus faecalis fue la especie mas virulenta 'y se demostré la circulacion
de cepas patdgenas tanto en hospitales como en la comunidad, 10 que revela la

importancia clinica de este género en ambientes extrahospitalarios.

5. Enterococcus, circulante en Cuba, mostré elevada diversidad genética, aunque
circularon clones multirresistentes que contribuyeron a la diseminacion de la

resistencia antibiética unido alatrasmisiéon horizontal de genes de resistencia.
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6. La elevada relacion filogenética entre linges cubanos de E. faecalis y los
circulantes en Europa sugirié un posible ancestro comun, mientras que se hizo
dificil teorizar sobre el origen y la diseminacion de las cinco nuevas secuencias
tipo ante el escaso conocimiento de la estructura poblaciona de esta especie a

nivel mundial.
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V1. RECOMENDACIONES

v

Dar continuidad a la vigilancia microbiol6gica de Enterococcus causante de
infecciones en Cuba y emprender |a busqueda activa de ERV en los hospitales y la

comunidad.

Investigar sobre la asociacion de factores de virulencia e infeccion enteroctcica
severa para esclarecer €l rol de estos en la patogénesis de dicha infeccidn y extender

los estudios de virulencia a aislamientos de origen ambiental .

Continuar los estudios de epidemiologia molecular para monitorear la evolucién de
los clones circulantes y detectar nuevos clones emergentes multirresi stentes.
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Anexo |. Distribucién de aislamientos estudiados por tipo de hospital y provincias,

periodo 2000-2005.

Provincias Tipo de Hospital - (Codificacion) Aidlamientos

C. Habana Pediatrico (1) 54
Pediatrico (I1) 34

Pediétrico (I11) 15

Clinico Quirrgico (1) 31

Clinico Quirdrgico (1) 10

Clinico Quirargico (111) 17

Materno Infantil (1) 12

Materno Infantil (I1) 2

Materno Infantil (111) 1

Materno Infantil (V) 1

Total 177

Cienfuegos Pediétrico (1V) 7
Generd (1) 1

Total 8

Sancti Spiritus Clinico Quirurgico (1V) 4
Total 4

Ciego de Avila General (11) 5
Generd (1) 4

Total 9

Camagley Pediatrico (V) 3
Total 3

Holguin Pediétrico (V1) 156
Generd (1V) 12

Total 168

Las Tunas | General (V) 1
Total 1

Santiago de Cuba Pediétrico (V1) 40
Pediatrico (VIII) 22

Clinico Quirdrgico (V) 15

Generd (V1) 11

Total 88

Guantanamo Generd (VII) 12
General (VIII) 13

Pediatrico( 1X) 18

Total 43

Total de cepas estudiadas 501




Anexo I1. Encuesta. Sistema de Registro y Vigilancia Naciona de Enterococcus, 1PK.

NUmero de entrada: Fecha:

No. HC: Edad:

Nombrey Apellidos:

Tipo de Hospital:

Servicio de ingreso:

Dias de estadia hospitaaria:

Tipo de muestra:

Diagnostico clinico del paciente:

Resultados microbiol dgicos:

Identificacion de especie:

Susceptibilidad antimicrobiana:

Otros datos de interés:




Anexo I11. Distribucion de los 501 aislamientos estudiados segun la procedencia de la

muestra.

No. de

Procedencia clinica aislamientos Porcentaje
Sangre 95 18,90
Heces 73 14,60
Orina 67 13,00
Herida quirdrgica 40 7,98
Vagina 33 6,58
Oido 23 4,59
Punta de Catéter 18 3,79
Vulva 19 3,79
Piel 15 2,99
Faringeo 15 2,99
Uretra 13 2,59
LCR 11 2,19
Nasal 11 2,19
Esputo 11 2,19
Liquido peritoneal 10 1,99
Secrecion endotraqueal 9 1,79
Loquios 9 1,79
Otros 29 5,78

Total 501 100,00

L eyenda. Otros, secrecion de gastrostomia (5), tejidos (4), sonda de levin
(4), drenaje hepatico (4), prepucio (4), fistula perianal (3), liquido
amnidtico (3), cana radicular dental (2).

Fuente: LNRM/IPK



Anexo V. Reacciones bioguimicas presentes en las galerias Rapid ID 32 STREP parala
identificacion de especies del género Enterococcus.

Componentes Activos

Reacc/ Enzimas
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L- arginina

Resorufina-P - D glucopiranosida
Resorufina-3- D-galactopiranosida
Resorufina-B- D-glucaronida

4- nitrofenil-a. D-galactopiranosida

4- nitrofenil-p D-galactopiranosida-2-CHA

D-ribosa

D- manitol

D- sorbitol

D- lactosa ( oriGm bovino)

D- tredlosa

D-rafinosa

D- sacarosa

L- arabinosa

D- arabitol

Piruvato sodico

L- alanil-L-fenilalanil-L-prolina-
Bnaftilamida

2- naftil- B D- galactopiranosida

a ciclo dextrina

Acido piroglutamico B- naftilamida
6- bromo-2-naftil-N- acetil- fD-
glucosaminida

L-glicil- L- triptofano- - naftilamida
Hipurato sodico

GlicoGmo

Pululano

D- maltosa

D- melodiosa

D- melecitosa
metil-p-D-glucopiranosida

D- tagatosa

4- nitrofenil- B D- monopiranosida
Urea

Argininadihidrolasa

B GLU cosidasa

B GAL actosidasa

B GlucURonidasa

o GAL actosidasa
Fosfatasa alcalina
Ribosa (acidificacion)
Manitol (acidificacion)
Sorbitol (acidificacion)
Lactosa (acidificacion)
Treal osa (acidificacion)
Rafinosa (acidificacion)
Sacarosa (acidificacion)
L -arabinosa(acidificacion)
D- arabitol(acidificacion)
Produccion de acetona

Alafenil-fenil-prolina-arilamidasa

B GALactosidasa
Ciclo dextrina ( acidificacion)
Acido piroglutamico arilanidasa

N- acetil- - glucosaminidasa

Glicil-L-triptofano-rilamidasa
Hidrdlisis de hipurato
GlicoGmo ( acidificacion)
Pululano (acidificacion)
Maltosa (acidificacion)
Melobiosa (acidificacion)
Melezitosa (acidificacion)

metil-B-D-glucopiranosida (acidificacion)

Tagatosa (acidificacion)
B Manosidasa
Ureasa




Anexo V. Antibidticos estudiados, solventesy diluentes (CLSI, 2007).

Antibidtico Solvente Diluente
Gentamicina Agua destilada Agua destilada
Kanamicina Agua destilada Agua destilada
Estreptomicina Agua destilada Aguadestilada

Ampicilina Solucion fosfato (pH8), 0,1 mol/L Solucion fosfato (pH6), 0,1 mol/L

Vancomicina  Aguadestilada Aguadestilada
Teicoplanina Agua destilada Agua destilada
Ciprofloxacina Aguadestilada Aguadestilada
Levofloxacina Aguay NaOH 0,1mol/L Agua destilada
Moxifloxacina Aguadestilada Aguadestilada
Nitrofurantoina Solucion fosfato pH8, 0,1 mol/L Solucién fosfato (pH8), 0,1 mol/L
Tetraciclina Agua destilada Agua destilada

Eritromicina Etanol 95% Aguadestilada




Anexo VI. Control de calidad realizado durante las prueba de susceptibilidad
antimicrobiana (CLSI, 2007)

|. Empleo de las cepas de referencia para el control de la susceptibilidad antimicrobiana

II. Control de calidad de |os reactivos usados

[11. Control de calidad de la preparacién del indeculo pararedizar las pruebas

IV. Frecuencia de ensayos con cepas patrones

V. Control de lainterpretacion de |os resultados

I. Cepasdereferencia para el control dela susceptibilidad antimicrobiana

4.

a)

b)
c)

d)

f)

Conservacion a (-80 °C) en Caldo Triptona de Soja con glicerol al 15%
Cepa de referencia de Staphylococcus aureus ATCC 25923: se usO para € método
de difusion en agar o Kirby-Bauer

Cepa de referencia de E. faecalis ATCC 29212: se uso para el método de dilucién en
agar

Cultivo

Las cepas se cultivaron en Agar sangre de carnero al 5%, incubacion 24 horas a 37
°C en atmésfera de 5% de CO;

Seinocularon cinco colonias en caldo Mueller Hinton

Se subcultivaron en Agar sangre de carnero a 5% para obtener colonias aisladas

Se les aplicé el método de susceptibilidad respectivo para cada una segin las
normas utilizando los mismos materiales y métodos que se utilizarian para las cepas
clinicas

Se conservaron entre 4-8 °C no mas de tres semanas para los controles diarios de

calidad

El andlisis de los halos de inhibicion para ambas cepas de referencia se hizo acorde

aloslimites aceptables del control de calidad para ambos métodos (CLSI, 2007).



Control de calidad delosreactivos usados

1
2.
3.

Medios de cultivos
Discos de antibi6ticos

Droga en polvo

Se tuvo en cuenta en todos ellos la fecha de caducidad y se rotul 6 la fecha de apertura de

|os frascos

1.

a)

b)

2.

a)

b)

M edios de cultivos

Preparacion del medio agar Mueller-Hinton de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante

Se midi6 el pH para cada lote de medio de agar Mueller-Hinton. El agar debe tener
unpH7,2-7,4

Se afadio € medio en las placas de Petri hasta un nivel aproximado de 4 mm

Se realiz6 el control de esterilidad de cada lote de agar Mueller Hinton incubando

una placa representativa durante 24 horas a 37 °C

Las placas con Mueller Hinton de mas de sete dias de preparacion no se usaron para
las pruebas de difusion en agar y las placas de agar Mueller Hinton con antibiotico
para el método de dilucién en agar se usaron dentro de los 5 dias de preparadas

Discos de antibioticos

Almacenamiento en refrigeracion a 8 °C de los discos de uso rutinario y en freezer a
-20 °C €l resto de los discos. Los discos de beta-lactamicos se mantuvieron siempre

en freezer para mantener su potencia

Los discos se sacaron del refrigerador o freezer 2 horas antes de su uso a fin de
lograr un equilibrio en la temperatura antes de ser abiertos los frascos y evitar la

condensacion



3. Drogaen polvo

a) Parapesar ladroga se usd unabalanza anditica calibrada, con precision
b) Setuvo en cuentala potenciadel antibiotico para preparar |as soluciones madres, las
gue se distribuyeron en volumenes pequefios en viales que se conservaron a-70 °C

c) El resto de volumen de las soluciones descongel as y usadas se desechd

Control de calidad de la preparacion del inéeculo pararealizar las pruebas

a) El inéculo se prepard segun la turbidez estdndar 0,5 de la escala de McFarland
comprobando la densidad correcta con ayuda de un Espectofotdmetro cuando las
condiciones lo permitieron y en algunas ocasiones se realizd una comparacion
visual con el estandar

b) El patron estandar 0,5 de la escala de McFarland se conservd a temperatura

ambiente protegida de laluz por no més de un mes

. Frecuencia de ensayos con cepas patr ones

a) Paralas pruebas de difusion en agar o Kirby-Bauer, 10s ensayos con cepas patrones
se realizaron diariamente por 10 dias, después se continué una vez por semana
mientras durd la aplicacién del método difusion en agar

b) Parael método de dilucion en agar, |0s ensayos con cepas patrones se realizaron una

VEZ por semana

Control delainterpretacion de losresultados

a) Los resultados finales en ambos métodos se analizaron por méas de un investigador
(equipo de trabajo)

V1.0tros aspectosrelacionados con el M étodo de Dilucion en Agar

A) Para seleccionar los rangos de CIM a evaluar para cada antibiético se tuvo en

cuenta:



e Los puntos de corte que se establecen en las norma para evaluar s Enterococcus es
sensible, presenta susceptibilidad intermedia o es resistente

e Concentracién inhibitoria minima esperable para la cepa patron de referencia que se
utilizaria como control de calidad de la prueba (E. faecalis ATCC 29212)

B) Otroscontroles

e Control delaviabilidad de la cepa: se comprobd inoculando la cepa a estudiar en el
medio base sin antibidtico

e Control de pureza: se inoculé una segunda placa control de viabilidad al finalizar la
prueba para confirmar que no hubo contaminacion durante la realizacion de la

misma



Anexo VII. Secuencia nucleotidica de los cebadores usados para la deteccién de genes de

resistencia a los antimicrobianos, tamarfio de su producto y referencia bibliografica.

Producto

Cen Cebadores (87 3%) . Referencias

) ATGOC AAGT CAGGT GAAGAT GG S Clark eral, 2003
TCCACCTOGOD AACAAC TAACG

vaiB GT GAC AAATCGGAGGE GAGEA 3 Clarkeral, 2003
CCGUCATCOTCCTGC AAAAA A

anr(§ g T CAAGAGTAAT AAGGGTATAC §75  VandeKfnderteral, 1003
CAATAGITTC AATAGGATAA

aph 3)-Ia GUCGAT GTGGATT GO GA ALY 354 VandeKhundert era 1003
GCTTGATCCOC AGTAAGTCA

anr(f)-Ia ACTGOCTT AATCAATTT GGG T o
GCCTTTCOBOCACCTCACT G Sweneon et 1995

2T TGAT TTGCT GGTT ACGGT GAC L
CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG Clarieral, 1569

api 2y-id GACT AGGT AGA A AAGGT AAT AGAGTAG &4 . -
AT ACCAATCC AT AT AACC AT ATTCC Valulnio era, 2003

api 1 -i TGACT CAGTICCC AGAT 837 Valwlenio eral. 2003
AGCACTGTTCGC ACCAAL

ermiE) GAAAAGRTACTCAACTAALATA 4% Sutdife eral, 1006
AGTAATGGT ACTT AMATTGTTT AC

ermiA) TCT AAAAAGCATGT ALAAGAL 506 Sutdif: eral 1006
CTTCGATAGITT ATT AATATTAGT

ermiC) TCAAAACATAAT AT AGAT ALY 330 Sutdife eral 1906
GCT AATATTGI TT AAATCGT CAAT

mefA) AGTATCATT AATCAC TAGIGE 345 Sutdife eral, 1908
TTCTTC TGGT ACT AAAAGTGG

ren( ) GAC AAAGGTACAACGAGGACGEA 435 Nishimoto eral, 2003
TCCCTCTATT ACCGTATCCCAT

L) CCACCTGOGAGTAC AAACTGG 740 Nishimoto eral. 2005
TCGGCAGT ACTTAGCTGGTGA

K CGATAGGAAT AGC AGT ATATGG §15  Nishimoto era. 2005
TT AGCOT ACCAGAA AACAL AT

ten( O GGTGC AATTGCAGAACCAGG 520 Nishimoto eral. 2005
CCAGTTC TGATATTTT AAATGG

et 5 GACTGTGAATCT AAATTTGAAACT 740 Mmoo eral, 00
GEACAATTTCGTGAGTT ACTGT

e ) TAGCAC ATGTTGAT GCAGGT 408 Mishimot er . 2005
TATCATCCCT TAC ATTT GTC

et 1) CAAAAGAAATCGAT ACGTGG 1M Nismiwob eral, 00

CETCTGCAGATTOCTTAAAAGTT



Anexo VI1II. Mezclay condiciones de la reaccion de la PCR para la deteccion de genes de

resistencia a los antimicrobianos (Nishimoto et al, 2005).

M ezcla dela reaccion

H,0 74,5 uL
Cebador (67pM/pL) 3uL
Cebador (67pM/pL) 3puL
Buffer Taqpol. 10puL

Taq pol.5U/uL . 0,5 puL

DNTPs 8 uL
ADN luL
Volumen find 100 pL

Programa dela PCR

Se usO €l Termociclador (Eppendorf, modelo Mastercycler personal, Alemania), con las
siguientes condiciones

94°C 1 minuto - desnaturalizacion
55°C 1 minuto- hibridacién 30 ciclos
72°C 2 minutos- extension
Posterior mente se aplico
94°C 1 minuto - desnaturalizacion
55°C 1 minuto- hibridacion 1 ciclo

72°C 5 minutos- extension



Anexo |IX. Extraccion enzimaica de ADN mediante acromopeptidasa (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd, EE.UU.).

Reactivos

TNE (Tris-HCI pH 7,5, 10 mmol/L, NaCl, 0.1 mol/L EDTA 1mmol/L).

Solucion de Acromopeptidasa (10000 U/mL).

Se disolvié 100 mg del producto en 10mL de agua destilada estéril en un tubo de
centrifuga. Después de mezclar a temperatura ambiente, se centrifugd a baja velocidad.
El sobrenadante setransfirié aun via y se conservé a-20 °C.

TrissHCL 1mol/L (pH6.7)

Procedimiento

Se tomaron de 4 a5 colonias de una placa de agar sangre y se resuspendieron en 100uL
de buffer TNE en un vial.

Se centrifugo € vial (10000 rpm, 1 minuto) y se elimind el sobrenadante.

Se resuspendio el precipitado en 10pL de la solucién de Acromopeptidasa, incubandose
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se adicionaron 50ul de TrissHCL 1mol/L (pH6,7) ala muestray se centrifugd (10000
rpm,1 minuto).

El sobrenadante se usd como una muestra de ADN extraido de la bacteria. Se uso 1L
de ADN para una reaccion de PCR.



Anexo X. Secuencia de los cebadores utilizados en |a deteccion especifica de cada gen de

virulenciay tamafio de su producto (Eaton y Gasson, 2001).

Gm Cebador Secuencia (5 —3’) Producto (pb)
esp TE34 TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933
TE36 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA
ccf TES3 GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 543
TE54 AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT
agg TE3 AAGAAAAAGTAGACCAAC 1553
TE4 AAACGGCAAGACAAGTAAATA
cylA TE17 TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517
TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA
gelE TE9 ACCCCGTATCATTGGTTT 419
TE1I0 ACGCATTGCTTTTCCATC




Anexo XI. Mezclay condiciones de la reaccion de la PCR para la deteccion de genes de
virulencia (Eaton y Gasson, 2001).

M ezcla dela reaccion

H,O 78,5 puL
Cebador (50pM/uL) 1uL
Cebador (50pM/uL) 1puL
Buffer Taq pol. 10 yL
Taq pol. 5U/uL. 0,5puL
DNTPs 8L
ADN 1L
Volumen final 100 pL

Programa dela PCR

Se usO €l Termociclador (Eppendorf, modelo Mastercycler personal, Alemania), con las

siguientes condiciones.

CicloInicial:

94 °Commmmmmmmmee 2 minuto - desnaturalizacion
55 ©Commmmmmmmmmmmme 2 minuto- hibridacion 1 ciclo
72 ©Crmmmmmmmmeeee 15 segundos- extension

Seguido por:
[0V 1] @A 1 minuto )
o/1] @ SE— 1 minuto
_ > 29 ciclos
5 O 1 minuto
Y73 O — 2 minutos
7 O — 2 minut0§



Anexo XII. Reactivos usados en el protocolo de trabgo de Electroforesis en Campo
Pulsado.

1- Solucién de lavado TE: 10mM Tris-HCI (pH 7,6), 1mM EDTA (pH 8)
2- TBE 10X: 45mM tris-borato, 1ImM EDTA (pH 8)

3- Solucion de lisis (EC): 6mM Tris-HCI (pH 7,6), 1M NaCl, 100mM EDTA (pH 8), 0,5%
Brij-58, 0,2% deoxicolato, 0,2% sarcosil (lauril sarcosina sodica), Img/mL lisozima.

4- Solucién EPS: 0,5M EDTA (pH 9,5), 1% sarcosil, 50 pg/mL proteinasa K.

5- Proteinasa K: Se disuelve en agua destilada a una concentracion de 50 mg/mL y se

guarda en alicuotas de 200 uL



Anexo XII1. Secuencia de los cebadores utilizados en € tipado mediante MLST para cada
gen metabdlico y tamafio de su producto (http://efaecalis.mlst.net).

. Amplicon
Genes Secuencias (5'-3') (Sb)
gdh-1  GGCGCACTAAAAGATATGGT 530
gdh2  CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
gyd-1  CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 395
gyd2  CATTTCGTTGTCATACCAAGC
pstS1  CGGAACAGGACTTTCGC 583
pstS2  ATTTACATCACGTTCTACTTGC
gki-1  GATTTTGTGGGAATTGGTATGG 433
gki-2  ACCATTAAAGCAAAATGATCGC
aroE-  TGGAAAACTTTACGGAGACAGC 459
aroE-  GTCCTGTCCATTGTTCAAAAGC
xpt-1  AAAATGATGGCCGTGTATTAGG 456

Xpt-2 AACGTCACCGTTCCTTCACTTA
yigL.-1  CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG 436
yigL-2 ~ GAATATCCCTTCTGCTTGTGCT



http://efaecalis.mlst.net/�
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