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Resumen

Introduccion: Enterococcus es un patégeno relevante relacionado a infecciones asociadas a la asisten-
cia sanitaria (IAAS) a nivel mundial, favorecido por su resistencia a la mayoria de los antimicrobianos.
Enterococcus resistente a vancomicina (ERV) constituye un patdégeno emergente desde 1990 que de-
manda una vigilancia sistematica para su control. Objetivos: Determinar los perfiles de resistencia an-
timicrobiana, y sus bases genéticas en EVR aislados en Cuba, su virulencia, linajes genéticos y su rela-
cion filogenética.Materiales y métodos: se caracterizaron, cinco cepas emergentes en Cuba de
Enterococcus resistente a glicopéptidos procedente de cuatro provincias del pais durante el periodo
2011 a 2013. Se evalud la susceptibilidad a 13 antimicrobianos y se determinaron diferentes genes de
resistencia para glicopéptidos (vancomicina y teicolplanina, aminoglucésidos, macrélidos, tetraciclina y
genes de virulencia mediante la técnica de PCR. Las mutaciones gyrA, parC en aislamientos resisten-
tes a fluoroquinolonas y las secuencias multilocus (ST) se evaluaron por secuenciacion de ADN. Re-
sultados: La resistencia glicopeptidica obedecié al gen vanA detectado en dos E. faecalis y tres E. fae-
cium causantes de septicemia. No se detectd resistencia a linezolida. Todas las cepas fueron resistentes a
gentamicina asociada a la enzima aac(6’)-aph(2”). La resistencia a levofloxacina resulté muy frecuente
obedeciendo a mutaciones en los genes gyrA y parC. E. faecalis fue mas virulento que E faecium y
pertenecid al complejo clonal (CC)87 mientras que dos E. faecium pertenecieron al CC17 y otro corres-
pondi6 a la nueva ST1349.Conclusiones: ERV persiste circulando en Cuba con multidrogorresistencia
causando infeccion invasiva. La linezolida se corrobora como droga de eleccidn. Para comprender me-
jor la epidemiologia del ERV vy sus origenes, es imprescindible perfeccionar la vigilancia y desarrollar
nuevos estudios de epidemiologia molecular.
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I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera el problema de la resistencia a los antimicro-
bianos en las bacterias patégenas una linea prioritaria de actuacion para mejorar la salud humana. Se ha
documentado una diseminacion mundial de clones bacterianos resistentes y también de genes que con-
fieren resistencia a las drogas antimicrobianas, siendo el género Enterococcus un buen ejemplo de ello

(1).

A nivel mundial, la infeccidn enterocécica se cita entre las 10 primeras infecciones adquiridas en el
hospital. 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, el uso de técnicas diagndsticas y te-
rapéuticas invasivas, estancias hospitalarias prolongadas, aumento de la poblacion inmunodeprimida,
habilidad para adquirir determinantes genéticos de resistencia, adquisicion de factores de virulencia, asi
como su facil diseminacion en el ambiente hospitalario (2).

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 heri-
das quirargicas, infecciones del torrente sanguineo, infecciones del sistema nervioso central, endocardi-
tis, infecciones intrabdominales, hepatobiliares, pélvicas y sepsis neonatal (3).

El tratamiento de eleccion se basa, en la combinacidn sinérgica de un betalactamico y un aminoglucosi-
do, generalmente ampicilina y gentamicina. Los glicopéptidos, en especial la vancomicina, resulta el
principal farmaco alternativo (4). EI género Enterococcus tiene como principal caracteristica su resis-
tencia intrinseca a numerosos antimicrobianos y, ademas, es capaz de adquirir facilmente determinantes
genéticos que codifican resistencias afiadidas. Lo anterior limita considerablemente sus opciones terap-
éuticas, presentando un gran desafio para el control de la infeccion enterococica. Los Centros para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, siglas en inglés) de Estados Unidos declaran, en 1990
que Enterococcus resistente a la vancomicina (ERV) es un “patdégeno emergente” que constituye un
dilema terapéutico (5). Ante la diseminacién mundial de clones de ERV, la linezolida, primer farmaco
de la familia de las oxazolidinonas que comenzo a desarrollarse desde los afios 80, ha jugado un papel
primordial en el tratamiento de las infecciones ocasionadas por este patdgeno. Desafortunadamente, la
resistencia a linezolida se viene reportando desde el 2001 y aunque su frecuencia continda siendo baja
entre las bacterias Gram positivas, este hallazgo constituye un reto terapéutico frente a ERV (6,7).

Los estudios de epidemiologia molecular, evidencian la existencia de epidemias intra e interhospitala-
rias por la diseminacion de clones de Enterococcus, entre ellos E. faecium CC17 y E. faecalis CC2 y
CC9 (8). Resulta imprescindible, el estudio de la epidemiologia y la estructura poblacional de las cepas
para detectar y prevenir la transmision de cepas virulentas o resistentes.

Entre los afios 2000 y 2001 se notifica, por primera vez el ERV en Cuba, [9,10] observandose una ba-
ja prevalencia de este patdgeno (0,4%) hasta 2005 [2]. Durante el periodo de 2010 a 2013, cinco nuevos
ERV fueron detectado entre 596 aislamientos recolectados a través de la vigilancia nacional, pero la
vigilancia sistémica de VRE se ha detenido desde entonces por lo que es imprescindible profundizar en
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el conocimiento de las cepas 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 los aislados resistente a la vancomicina que aporten datos sobre la diversidad genética de ellos y su
relacion filogenética con aislamientos de otras partes del mundo, por tal motivo desarrollamos la pre-
sente investigacion. Este estudio es crucial para trazar politicas de control en el pais.

Il. METODO

Aislamientos bacterianos. Se caracterizaron cinco aislamientos cubanos emergentes de Enterococ-
cus resistentes a glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) que forman parte de la coleccién de culti-
vos microbianos del Laboratorio Nacional de Referencia para la vigilancia de la resistencia antimicro-
biana de patdgenos relacionados con IAAS (LNR-1AAS) del IPK. Estos aislamientos procedieron de las
3 regiones del pais: Occidental (La Habana); Central (Villa Clara) y Oriental (Holguin y Santiago de
Cuba) durante el periodo 2011 a 2013.

Identificacién bacteriana: Se procedio al cultivo de los aislamientos coleccionados en placas de
agar sangre de carnero al 5% que se incubaron durante 24 h a 37°C en atmdsfera de 5% de CO,. Una
vez comprobada la pureza del cultivo, se realizo la identificacion de las especies mediante las pruebas
bioguimicas convencionales y se complement6 con el sistema semiautomatizado rapid ID 32 STREP
(BioMérieux, Francia).

Susceptibilidad antimicrobiana. Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se llevaron a
cabo mediante el método de microdilucién en caldo acorde al Instituto de Estandares Clinicos y de La-
boratorios (CLSI, siglas en inglés) (11). Se evaluaron los siguientes antimicrobianos ampicilina; oxaci-
lina; altos niveles de resistencia para gentamicina; arbekacina; clindamicina; levofloxacina; eritromici-
na; minociclina; quinupristina/dalfopristina; trimetoprim-sulfamethoxazol; teicoplanina y vancomicina.
Como control de calidad se utiliz6 la cepa de referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Deteccion de genes de resistencia a los antimicrobianos. Se investigd la presencia de los genes de
resistencia a aminoglucosidos aac(6')le-aph(2")la, aph(3’)-Illa, ant(6)la, ant(3")(9), aph(2")-id y
aph(2")-ic en los aislamientos resistentes a gentamicina y arbekacina. También se analizd la presencia
de los genes de resistencia a glicopéptidos van(A) y van(B) en los aislamientos resistentes a la vanco-
micina y a la teicoplanina; de los genes de resistencia a macrélidos erm(B), erm(A), erm(C) y mef(A) y
finalmente, se investigd la presencia de siete genes de resistencia a tetraciclina tet(M), tet(L), tet(K),
tet(O), tet(S), tet(T) y tet(U), en los aislamientos resistentes a este antibidtico. Se aplico la técnica de
PCR simple [genes van(A) y van(B)] y PCR multiple (resto de los genes), usando cebadores especificos
y segln protocolos estandarizados (12).

Deteccion de genes de virulencia El estudio genotipico de virulencia se llevé a cabo mediante la
deteccidn de cinco genes que codifican los factores de virulencia: sustancia de agregacion (agg), gelati-
nasa (gel), hemolisina (cylA), proteina de superficie (esp) y feromonas sexuales (ccf). Para ello, se
aplico la técnica de PCR multiple usando los cebadores descritos en la literatura (13). Los productos de
la amplificacion se visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa.
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Estudio de la estructura poblacional (deteccion de linajes genéticos) de Enterococcus resistente a
la vancomicina mediante estudio de secuencias multilocus (MLST, siglas en inglés). Se aplic6 en
los cinco aislamientos, objeto de estudio, siguiendo el esquema previamente publicado disponible en el
sitio web www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8 /mist/Enterococcus.html.

- Desarrollo de la PCR. Se amplificaron mediante PCR los fragmentos internos de siete genes metabo-
licos muy conservados en Enterococcus (gdh,enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), gyd (glice-
raldehido-3-fosfato deshidrogenasa), pstS (phosphate ATP binding cassette transporter), gki (gluco-
quinasa), aroE (shikimato 5- deshidrogenasa), xpt (xantina fosforibosiltransferasa) y yigL (acetil-CoA
acetiltransferasa), siguiendo el esquema previamente propuesto en la base de datos (http://mlst.net).

- Secuenciacién de acidos nucleicos. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2% vy las bandas de amplificacion obtenidas en cada caso se cortaron del gel y purificaron
usando el estuche comercial Wizard SV gel (Promega, EE.UU.) segln el protocolo que provee el fa-
bricante. Los fragmentos de PCR purificados se secuenciaron directamente en ambas direcciones
usando un secuenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, CA, EE. UU.).

- Analisis filogenético. A cada nueva secuencia o alelo identificado para cada uno de los siete genes
que integraron el esquema se les asignoé un namero en funcion del orden de aparicion y en concordan-
cia con la base de datos de MLST para E. faecalis y E faecium. Posteriormente, a las combinaciones
de los siete alelos se les asignd un perfil alélico o secuencia tipo (ST) utilizando los genes en el si-
guiente orden: gdh, gyd, pstS, gki, aroE, xpt, ygiL. Las ST se agruparon en complejos clonales (CCs)
mediante el programa informéatico eBURST software version.3 (http://www.mlst.net).

Il RESULTADOS

Los cinco Enterococcus resistentes a vancomicina (E. faecalis CU709, E. faecalis CU789, E. faecium
CU207, E. faecium CU710, E. faecium CU850) procedieron de muestras de sangre aisladas de diferen-
tes pacientes en cuatro provincias de Cuba (Tabla 1). Esto corrobora la importancia de Enterococcus
como causa importante de septicemias en hospitales cubanos acorde a estudios previos (9). Todos los
aislados portaron el gen vanA con secuencias idénticas, que se depositaron en GenBank con los nime-
ros de acceso MG460317 y MG460318 para E. faecalis aislado CU709 y E. faecium aislado
CU710,respectivamente, y mostro una resistencia de alto nivel a la gentamicina asociado con la enzima
aac(6’)-aph(2”). (Tabla 1).

Todos los aislados, excepto uno (E. faeciumCU710) fueron resistentes a la levofloxacina mediada por
mutaciones a nivel de los genes gyrA y / o parC.

Todos los aislados mostraron resistencia de alto nivel a gentamicina (CIM>1024pg/ml), pero fueron
susceptible a fosfomicina y linezolida. También se observo un 100% de resistencia para trimetoprim-
sulfametoxazol.

La linezolida, mostré un 100% de efectividad en los ERV lo gque revela su importancia terapéutica en
Cuba

E. faecalis port6 varios factores de virulencia incluyendo esp y gelE, no detectdndose los genes cylA,
egg, asal mientras que E. faecium albergd solo ‘efaAfm y acm, excepto el aislado CU207 portador
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ademas de esp y ccf. Los genes de virulencia gelE, cylA, cpd, agg, cob, hyl no se detectaron in E. fae-
cium

El elemento de insercidén 1S16, es un marcador nosocomial generalmente asociado con aislados del
complejo clonal (CC) 17. Sin embargo, no se encontro en la ST 262 de E. faecium, mientras que fue
positivo en ST1349 (linaje no CC17).

Tabla 1 Caracteristicas Genéticas y patrones de resistencia de Enterococcus resistente a la vancomicina en E. faecalis ¥ E. faecium en Cuba

(Genes de Drogo resistencia

cob gfadfs  ace

aac(t)-le-aphi2")-Ia

cob gfadfs  ace

aac(ti)-le-aphi2")-Ia,

aac(t’)-le-aphi2")-Ia,

aac(t)-fe-aphi2")-Ia,

Aislamientos cuTe cu7se cu207 CuT10 CUs30
JEspecies de Enterococcus E fascalis E fascalis E faccium E. fascium E. faecium

Aiio de aislamiento 2011 2012 2010 2011 2013

Provincia Villa Clara Holguin Habana Hahbana Santiago de Cuba

Muestra clinica sangre sangre sangre sangrs sangrs

Secuencia tipo ST (Complejo clonal,CC ST28 (CC3T) ST28(CC8T) ST636 (CCLT) ST262 (CC1T) §T1349

Patrones de Resistancial GEN, ABK, ERY, GEN, ABK, ERY, AMP, OXA, GEN, AMP, OXA, GEN, ANP, OXA, GEN, MIN, ERY, CLI, VAN, TEC,
CLI VAN, TEC, Q-D, CLL VAN, TEC,Q-D., ERY,CLI VAN, FOX.ERY, CLIL, SKT.LVK
SXT.LVX SXT,LVX TEC, 8XT.LVX VAN, TEC. SXT

Factores de Virulencia gelE , esp , cpd, cef, gelE , esp, opd, cef, esp, cof, efadfin, aom  gfadfin, acm gfadfin, acm

acac(t)-Te-aphi2")-la, aac(6)-Ii, ant(6)-1a, aph(3)-

tet(M) . erm(B) tet(M) . ermiB) aac(8)-Ii, ant(6)-Ia, aae(8)-Ii, ant(6)-Ia, Illa, tet(M) ., 1et(Q) . erm(B) _ ms#B
aph(3)-Illa, tetiM) . aph(3)-Illa, tet(L])
1et(Q), erm(B) , msrB erm(B)
Mutacién en ORDR
zyrd $841 5841 S8R 10 mutacion 10 mutacion
parC 3851 3851 S82R no mutacion S8R
IISI 6 - - —+ - —+

1 Abreviaturas: ABK, Arbekacina; AMP, Ampicilina; CLI, Clindamicina; ERY, Eritromicina; GEN, Gentamicina; LVX, levofloxacin;
MIN, Minocyclina; OXA, Oxacilina; Q-D, quinupristina/dalfopristina; SXT, Trimetoprim-Sulfamethoxazol; TEC, Teicoplanina;

VAN, Vancomicina.

*4 region determinante de resistencia a quinolonas

Por otra parte, perfiles genéticos también fueron diferentes entre CU710 y CU850, lo que sugiere
que estos son cepas genéticamente no relacionadas, aunque ST1379 es un Single locus variant (SLV,
siglas en inglés) (STs que se diferencian en un solo alelo) de la ST262. Ambos aislamientos de E.
faecalis se clasificaron como ST28 (CC87), que se notificd anteriormente como uno de los linajes
comunes en Polonia [14,15].

Los aislados de E. faecium pertenecieron a tres genotipos diferentes (ST262, ST656 y ST1349). La
ST656 es un SLV de ST412 perteneciente a CC17, y ST1349 (SLV de ST262) es una nueva ST
identificada en el presente estudio. La ST412 habia sido identificada en América del Sur (Brasil,
Peru, Colombia, Venezuela) [8,9] y ST262 en China, Rusia y Dinamarca [16-18]. Sin embargo, la
relacion de los aislados cubanos de E. faecium en relacion a los notificados previamente en esos
paises no se puede definir solo por las STs porque el genoma de E. faecium esta sujeto a una alta tasa
de recombinacidn, causando cambios en las STs [19].

La diversidad genética y los rasgos Unicos de E. faecium encontrados en el presente estudio sugiere
diferencias de origen o durante el proceso evolucionista molecular de esta especie.
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IV CONCLUSIONES

Se avala, cientificamente, la persistencia de la circulacion de Enterococcus resistente a la vancomici-
na en Cuba en diferentes provincias diseminandose con multidrogorresistencia y causando infeccién

severa.

La linezolida mostro una efectividad in vitro en todos los aislamientos, objetos de estudio, lo que co-
rrobora su clasificacion como la droga de eleccion en infecciones severas por ERV.

Para comprender mejor la epidemiologia del ERV vy sus origenes, es imprescindible perfeccionar la
vigilancia nacional y desarrollar nuevos estudios de epidemiologia molecular en este patdgeno bacte-

riano.
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