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Resumen

Las especies que conforman el género Enterococcus, son cocos Gram positivos, que usual-
mente habitan el tracto intestinal de humanos y animales, pero que también pueden ser aislados
de fuentes ambientales. Son capaces de sobrevivir a un amplio rango de condiciones ambientales
adversas de estrés, lo que les permite colonizar un amplio rango de nichos, incluidos los ambientes
hospitalarios. La patogenicidad nosocomial de los enterococos ha emergido en los ultimos afos,
asi como su incrementada resistencia a los antibidticos glicopéptidos. El presente estudio intenta
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determinar la resistencia a vancomicina de cepas de Enterococcus faecium aisladas en un hospital
universitario en el periodo enero-diciembre del afio 2009, asi como caracterizar el determinante
genético responsable de la resistencia. Para ello se utilizaron los métodos para determinar suscep-
tibilidad a glicopéptidos descritos por el CLSI, adicionalmente se determiné el elemento genético
responsable de la resistencia mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. El 48,81% de las ce-
pas de E. faecium estudiadas fueron resistentes a vancomicina y el PCR demostro la presencia del
gen vanA que confiere altos niveles de resistencia a glicopéptidos. Debido al elevado namero de
aislados resistentes a vancomicina dentro de la institucion se sospecha de la presencia de un brote
nosocomial producido por este microorganismo; esta cepa epidémica poseedora del gen vanA po-
siblemente esta dispersa en los diferentes servicios de la instituciéon, por lo que se sugiere realizar
estudios epidemiologicos para determinar el rol que este microorganismos juega en la produccion
de infecciones nosocomiales en la institucion estudiada.
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Abstract

Genus Enterococcus species are gram positive cocci, usually inhabitants of human and ani-
mal intestinal tracts, but can also be isolated from their environmental sources. They are able to
survive a wide range of adverse environmental stress conditions, allowing them to colonize a wide
range of niches, including hospital environments. Nosocomial pathogenicity of enterococci has
emerged in recent years, as well as their increased resistance to glycopeptide antibiotics. This
study attempts to determine the resistance to vancomycin of Enterococcus faecium strains iso-
lated in a university hospital during the January-December period of 2009, as well as to character-
ize the genetic determinant responsible for its resistance. Methods to determine susceptibility to
glycopeptides described by CLSI were used; additionally, the genetic elements responsible for re-
sistance were identified using the polymerase chain reaction. Of the E. faecium strains studied,
48.81% were resistant to vancomycin, and PCR showed presence of the vanA gene that confers
high levels of resistance to glycopeptides. Due to the large number of isolates resistant to vancomy-
cin, the presence of a nosocomial outbreak produced by this microorganism was suspected; this
epidemic strain possessing a vanA gene is possibly scattered in different services of the institution;
therefore, epidemiological studies should be performed to determine the role this microorganism
plays in the production of nosocomial infections in the institution under study.

Key words: Enterococcus faecium, vancomycin, resistance, vanA.

Introduccion de cepas de enterococos asociadas con enfer-

medades, ya que a partir de este migran para

Los miembros del género Enterococcus
se caracterizan por ser cocos Gram positivos
en pares o cadenas cortas, catalasa negativa,
anaerobios facultativos (1-3). El habitat prin-
cipal de estos microorganismos es el tracto
gastrointestinal de humanos y animales
como parte de la flora intestinal normal (3),
lo que representa un importante reservorio

causar infeccién o diseminarse a otros hospe-
dadores o al medio ambiente; adicionalmen-
te poseen varias caracteristicas intrinsecas
que les confieren habilidad para crecer y so-
brevivir bajo condiciones adversas, lo cual
contribuye a su persistencia en los ambientes
hospitalarios (3, 4).
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Estos microorganismos poseen poco po-
tencial patogénico en el hospedador normal,
sin embargo, son patogenos oportunistas,
particularmente en ancianos con enfermeda-
des subyacentes y en paciente inmuno-com-
prometidos hospitalizados por largos perio-
dos, que han recibido terapia antimicrobiana
de amplio espectro o sometidos a instrumen-
tacion invasiva. La incidencia de las diferentes
especies de enterococos en infecciones, pro-
bablemente, es el reflejo de su distribucion en
el tracto gastrointestinal (3). E. faecalis se ais-
la con mayor frecuencia produciendo proce-
sos infecciosos que E. faecium (5). Entre las
infecciones producidas por los miembros de
este género se encuentran principalmente las
infecciones complicadas del tracto urinario,
bacteriemia, endocarditis, infecciones pélvi-
cas e intraabdominales, infecciones de heri-
das y tejidos blandos, infecciones del tracto
respiratorio, endoftalmitis, sepsis neonatal y
raramente, meningitis (6, 7).

En las altimas décadas, los enterococos
se han convertido en importantes agentes de
infeccion nosocomial, siendo la segunda o
tercera causa de infeccion nosocomial del
tracto urinario, infecciones de heridas y bac-
teriemia en los EEUU (3, 6, 8). Otro factor es-
pecialmente preocupante es el incremento en
el nimero de aislamientos de enterococos re-
sistentes a Vancomicina (ERV) (9-12). En
América Latina, un estudio colaborativo de
Resist-Net determin la presencia de ERV en
diferentes paises, con una prevalencia de 1%
a 3%, por otra parte el programa SENTRY en-
contr6 una prevalencia de 2,9% entre los en-
terococos responsables de bacteriemias in-
trahospitalarias (13, 14).

En cuanto a la resistencia a vancomicina
en Suramérica, Venezuela fue el primer pais
latinoamericano en reportar resistencia a
este antibiotico (15), un estudio realizado por
Contreras y col. (16), demuestra que la resis-
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tencia es baja y se mantuvo alrededor del 1%
entre 1988 y 1994, a diferencia de lo demos-
trado en los diferentes estudios de vigilancia
de la resistencia realizados a nivel mundial,
donde se evidencia un rapido aumento de las
tasas de resistencia (17, 18); en el caso de Ve-
nezuela, la estabilidad en la tasa de resisten-
cia quizas se deba a que la utilizacion de van-
comicina se mantuvo restringida a aquellas
infecciones que no responden a la antibioti-
coterapia inicial y a su escaso uso como droga
de primera linea. Sin embargo, para el afio
2008, el programa venezolano de vigilancia
de la resistencia bacteriana a los antimicro-
bianos (PROVENRA) reporta un aumento de
la resistencia a vancomicina en cepas de E.
faecium, ubicandose en un 8,07% (12).

El presente estudio intenta determinar
el porcentaje de cepas de ERV presentes en
un hospital universitario entre el periodo
enero-diciembre del afio 2009, asi como su
distribucion en las salas de hospitalizacion, y
el determinante genético responsable de la
resistencia a vancomicina presente en estos
aislados.

Materiales y Métodos

En este estudio, se analizaron todas las
cepas de E. faecium aisladas a partir de los
cultivos de rutina realizados a los pacientes
recluidos en un hospital universitario entre
enero-diciembre de 2009. La identificacion y
aislamiento de las cepas fue realizada por el
personal del Centro de Referencia Bacterio-
logica del SAHUM (CRB-SAHUM); utilizan-
do para ello metodologias convencionales (3,
7) y el sistema automatizado VITEK (BioMé-
rieux). Debido a que E. faecalis y E. faecium
representan mas del 95% de los aislamientos
clinicos de enterococos (19), se incluyé un
primer especifico para la identificacion de es-
tas dos especies, basado en la amplificacion
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por PCR de un fragmento interno del gen dd!
que codifica la ligasa D-ala-D-ala (Tabla 1).

Una vez aislada e identificada la cepa, se
procedi6 a determinar la susceptibilidad a
vancomicina mediante el método de Batier-
Kirby (20), para la interpretacion de los re-
sultados se siguieron las recomendaciones
del CLSI (21, 22); adicionalmente se realiz6 el
test para la deteccion de resistencia a vanco-
micina descrito por el CLSI (21, 22), utilizan-
do una placa de agar BHI suplementado con
6ug/ml de vancomicina.

La determinacion de los genes de resis-
tencia a vancomicina se realiz6 mediante un
ensayo de PCR multiple. Los cebadores utili-
zados fueron descritos por Depardieu y col.
(23), con base en la secuencia de alineamien-
to de los genes de resistencia vanA, vanB,
vanC, vanD, vanE y vanG, para detectar y
amplificar fragmentos internos con tamafos
que van desde 430 hasta 941 pb (Tabla 1).

Para la extraccion del ADN, se utiliz6 un
método de lisis alcalina de extraccion rapida
(24), para ello se sembro el microorganismo
en estudio en una placa de agar sangre de car-
nero al 5%, se incub6 de 18 a 24 horas a 35°C
+ 1°C. Posteriormente, se tomaron 10 colo-
nias y se resuspendieron en buffer de lisis
(tomM Tris HCI [pH 8,0]; imM EDTA [pH
8,0]; 1oug/ul de lizozima), se incub6 a 35°C
por 1h, luego se agreg6 SDS al 10% y protei-
nasa K (250ng/ul), se incub6 por 1h a 50°C;
se realizd una extraccion con una mezcla 1:1
de fenol/cloroformo, se mezcl6 en vortex, se
centrifugo, se separo la fase acuosa y se preci-
pit6 toda la noche a -20°C con etanol absolu-
to. Al dia siguiente, se centrifug6 nuevamen-
te y se descarto el sobrenadante, se agregd
etanol al 70%, se centrifugo y se decanté el
etanol por inversion, se dejo secar al aire; lue-
go, se resuspendio el sedimento con 50ul de
buffer TE (1tomM Tris HCI pH 8; imM EDTA

pH 8) y se guard6 en congelacion a -20°C
hasta el momento de la amplificacion.

Para la amplificacion, se utilizo6 una
PCR-muiltiple (23), en la cual se amplifico de
forma conjunta parte del fragmento del gen
ddl especifico de especie y parte de los seis
genes van especificos de los seis genotipos de
resistencia (Tabla 1). Los primers oligonu-
cledtidos utilizados en este estudio fueron su-
ministrados por Eurogentec®. Para la am-
plificacion, se utilizaron 3ul de ADN total en
1o0ul de mezcla de reaccion conteniendo
buffer de PCR 1X (1tomM Tris-HCI [pH 9,0];
somM KCI; 1,5 mM MgCl2; 0,1% Triton X-
100; 0,2 mg de albimina bovina sérica por
mililitro), 5o0uM de cada desoxinucle6tido
trifosfato, 40 pmol de cada uno de los pares
de primers (Tabla 1) y 2 U de Taq polimerasa
(Promega). La amplificacion se realiz6 con el
siguiente perfil de ciclos térmicos: 3 minutos
a94°Cy 30 ciclos de amplificacion consisten-
tes de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°Cy 1
minuto a 72°C, con 7 minutos a 72°C para la
extension final. Los fragmentos de ADN se
separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y buffer Tris-Borato-EDTA
0,5X; el gel se colore6 con bromuro de etidio.

Los fenotipos y la presencia de los genes
de resistencia a vancomicina se expresan en
porcentajes y la asociacion o independencia
entre las diferentes variables se determiné
mediante el uso del estadistico Ji-cuadrado,
con un nivel de significancia del 95%.

Resultados

En este estudio se aislaron 293 cepas de
E. faecium en los cultivos de rutina realiza-
dos a los pacientes en el periodo en estudio,
30,72% de las cepas se aislaron de las unida-
des de cuidados intensivos (UCI), mientras
que el 69,28% restante se aislaron de los ser-
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Tabla 1 Primers Deoxinucleotidos Utilizados Para la Deteccion de Genes de Resistencia a Vanco-
micina e Identificacion de Especie.

Primers? Secuencia (5" =>3") Gen Posiciones® Tamafio = Numero
del de acceso
producto GenBank
del PCR
(pb)
EA1(+) GGGAAAACGACAATTGC vanA 176-192 732 Mo7297
EA2(-) GTACAATGCCGGCCGTTA 907-891
EB3(+) ACGGAATGGGAAGCCGA vanB 169-185 647 Uo00456/
AF550667
EB4(-) TGCACCCGATTTCGTTC 815-799
EC5(+) ATGGATTGGTAYTKGTAT® vanCi/2  133-150/142-159 815/827  AF162694/
L29638
EC8(-) TAGCGGGAGTGMCYMGTAAc 947-929/968-950
ED1(+) TGTGGATGCGATATTCAA vanD 357-375 500 AF130997/
AY082011
ED2(-) TGCAGCCAAGTATCCGGTAA 856-837
EE1(+) TGTGGTATCGGAGCTGCAG vankE 364-382 430 AF430807
EE2(-) ATAGTTTAGCTGGTAAC 793-777
EG1(+) CGGCATCCGCTGTTTTTGA vanG 68-86 941 AY271782
EG2(-) GAACGATAGACCAATGCCTT 1008-989
DD13(+) CACCTGAAGAAACAGGC ddl 206-222 475 Uo00457
(E. faecalis)
DD3-2(-) ATGGCTACTTCAATTTCACG 681-661
FAC1-1(+) GAGTAAATCACTGAACGA ddl 1-18 1091 U39790
(E. faecium)
FAC2-1(-) CGCTGATGGTATCGATTCAT 1091-1072

a (+) primer con sentido; (-) primer antisentido.
b La numeracion de los nucle6tidos comienza en el codon de iniciaciéon del gen.
¢cK=GoT;M=A0C;Y=CoT.

vicios de hospitalizacion. La Tabla 2 muestra
la distribucion de las cepas de E. faecium de
acuerdo al tipo de muestra. No se observo di-
ferencia estadisticamente significativa (p>
0,05) entre el aislamiento de E. faecium y el
tipo de muestra.

De las 293 cepas de E. faecium aisladas
a partir de muestras clinicas, 143 (48,81%)
fueron resistentes a vancomicina, mientras
que las 150 restantes (51,19%) fueron sensi-
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bles a este antimicrobiano. Todas las cepas
de E. faecium resistentes a vancomicina fue-
ron resistentes a teicoplanina cuando se les
realiz6 el método del disco (no presentaron
halo de inhibicion), dieron positivo el agar
screening suplementado con 6ug/ml de van-
comicina. Todo esto indica una resistencia de
alto nivel que se corresponde con el fenotipo
VanA, el cual confiere resistencia a vancomi-
cina y teicoplanina.
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Tabla 2 Distribucion de las cepas de E. fae-
cium de acuerdo al tipo de muestra.

Tipo de Muestra Porcentaje de
Aislamiento
Sangre 18,75%
Orina 18,75%
Secreciones 12,50%
Ulceras 8,33%
Catéter de via central 6,25%
Liquido 6,25%
cefalorraquideo
Heridas quirtrgicas 4,17%
Secreciones de pie 4,17%
diabético
Quemaduras 4,17%
Secreciones traqueales 4,17%
Liquido ascitico 2,08%
Abscesos 2,08%
Heridas no quirdrgicas 2,08%

ddl E. faecium
(1.091 pb)

VanA (732 pb) s

En cuanto a la deteccion de los genes
de resistencia a vancomicina (van), las 143
cepas estudiadas amplificaron el fragmento
de 732 pb (Figura 1), por lo que poseen el
gen vanA que confiere altos niveles de re-
sistencia a vancomicina y teicoplanina, lo
que concuerda con lo observado en la detec-
cion fenotipica de resistencia a glicopépti-
dos. Este genotipo (vanA), es uno de los
més frecuentemente involucrados en casos
de brotes nosocomiales a nivel mundial
(25-28).

Las 143 cepas identificadas como E. fae-
cium por métodos fenotipicos tradicionales
amplificaron el fragmento de 1.091 pb, lo que
confirma genotipicamente su identificacion,
por lo que, podria decirse que existe bastante
correlacion entre los métodos de caracteriza-
cion fenotipica tradicionales y los métodos ge-
notipicos.
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Carilles del 1 al 9 y del 11 al 14 aislados clinicos de E. faecium, obsérvese la
amplificacion del fragmento de 732 pb ( vanA ) y de 1.091 pb ( dll E. faecium ); carril
10, control negativo de amplificacidn; carril 15 cepa control (E. faecium CVCM 432);
carril 16 marcador de peso molecular (100 pb).

Figura 1. Identificacion a Nivel de Especie y Deteccion del Genotipo de Resistencia a Vancomici-

na Mediante PCR Muiltiple.
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Discusion

Antes de la identificacion de las prime-
ras cepas multi-resistentes a finales de los
anos setenta, los enterococos eran considera-
dos microorganismos relativamente inocuos.
Sin embargo, en las dos ultimas décadas los
enterococos se han convertido en importan-
tes agentes de infeccién nosocomial, aumen-
tando tanto su frecuencia como patdgenos
como su resistencia a los antibioticos de uso
comun (29). Actualmente, los enterococos
son considerados gérmenes de dificil trata-
miento, especialmente cuando son causa de
infecciones graves.

En cuanto a la distribucion de los aisla-
dos por tipo de muestra, se observa concor-
dancia con lo reportado en varios estudios,
donde se considera al género Enterococcus
como el principal productor de infecciones
complicadas del tracto urinario, bacteriemia
y endocarditis, adicionalmente se ha descrito
la produccion de infecciones intra-abdomi-
nales y pélvicas, de heridas y tejidos blandos,
infecciones del tracto respiratorio y en muy
pocas ocasiones de cuadros de meningitis (6,
7). La prevalencia de estos microorganismos
como patégenos nosocomiales es frecuente,
siendo una de las principales causas de bacte-
riemia e infecciones urinarias nosocomiales
en los EEUU (3, 6, 8).

La aparicion y extension de la resisten-
cia a glicopéptidos en todo el mundo es un
tema preocupante que ha dado lugar a nume-
rosos estudios y para el que se han publicado
recomendaciones especiales a objeto de pre-
venir su diseminacion. Los laboratorios de
microbiologia juegan un papel importante en
esta prevencion, ya que, la deteccion rapiday
precisa de ERV constituye la primera linea de
defensa, tanto para establecer el tratamiento
apropiado para el paciente como para tomar
las debidas medidas de control epidemiolo6gi-
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co. La resistencia a glicopéptidos se viene re-
gistrando en la Gltima década en hospitales
de distintas partes del mundo, presentando-
se en muchos de ellos en forma de brotes (8,
30-38). Se han descrito diferentes fenotipos
de resistencia a glicopéptidos en Entero-
coccus, los fenotipos VanA y VanB son los
méas frecuentes; sin embargo, el fenotipo
VanA es el que se encuentra mas ampliamen-
te difundido y est4 asociado a brotes nosoco-
miales en instituciones de salud (1, 26, 39).

Por otra parte, entre los genotipos de re-
sistencia a glicopéptidos, es importante dife-
renciar aquellos que son adquiridos y trans-
feribles (vanA y vanB) de los intrinsecos y no
transferibles (vanC, vanD, vanE y vanG).
Los primeros presentan altos niveles de re-
sistencia y hasta la fecha son los que se han
implicado en la mayoria de los brotes hospi-
talarios, por lo que su presencia implica la ra-
pida toma de medidas de control. La impor-
tancia clinica y epidemioldgica de los que po-
seen resistencia intrinseca esta menos clara,
tanto porque presentan niveles bajos o inter-
medios de resistencia a vancomicina como
porque hasta el momento no han estado im-
plicados en brotes, aunque pueden causar in-
fecciones graves (40).

La importancia de realizar pruebas ge-
notipicas a todos los ERV detectados en un
hospital ha sido ya recomendada por algunos
autores (41), debido a que, aunque esporadi-
camente, se han aislado cepas de E. gallina-
rum y E. casseliflavus que llevan conjunta-
mente los genotipos vanC y vanA o bien
vanCyvanB (42, 43). Recientemente Schou-
teny cols. (44), han informado sobre el aisla-
miento de una cepa de E. casseliflavus (CIM
para vancomicina de 16 ug/ml y CIM para
teicoplanina de 1 ug/ml) que lleva sdlo el ge-
notipo vanA. Por lo tanto, cuando se aislan
éstas especies menos frecuentes no puede
asumirse que no sean portadoras de elemen-
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tos moviles que codifiquen para la resistencia
de alto nivel a glicopéptidos. Es necesario
realizar un ensayo de PCR para asegurar que
tales enterococos no son portadores de los
genes vanA o vanB ademas de vanC (42).
En el presente trabajo se ha utilizado una
PCR-Muiltiple descrito por Depardieu y cols.
(23) que permite tanto la identificacion a nivel
de género como la identificacion de los genes
de resistencia involucrados. Este ensayo mul-
tiple permite realizar de forma simultanea la
identificacion a nivel de especie y el genotipo
de resistencia, de modo que se puede realizar
la prueba a partir de unas cuantas colonias del
cultivo primario, acortando el tiempo de ob-
tencion de resultados a aproximadamente 4
horas, significativamente inferior al tiempo
empleado por los métodos tradicionales, in-
cluyendo los automatizados. La amplificacion
de los genes ddl permitio la precisa identifica-
cion de los aislados de Enterococcus a nivel de
especie y el uso de los cebadores van condujo a
la deteccion de los genes de resistencia a glico-
péptidos. La PCR- Muiltiple ha sido por tanto
un método capaz de identificar simultanea-
mente los aislados clinicos a nivel de especie y
detectar los genotipos de resistencia a glico-
péptidos presentes, acortando significativa-
mente el tiempo de obtencioén de los resulta-
dos. Debido a que, E. faecalis y E. faecium re-
presentan mas del 95% de los aislamientos cli-
nicos de enterococos (19), se incluy6 en este
estudio un primer especifico para la identifi-
cacion de estas dos especies, basado en la am-
plificacion de un fragmento interno del gen
ddl que codifica la ligasa D-ala-D-ala; esto
permitird corroborar los resultados fenotipi-
cos obtenidos por los métodos tradicionales.
En Europa, la alta frecuencia del genotipo
vanA se ha asociado con el hallazgo de E. fae-
cium vanA en productos de granja y que pare-
cen provenir de las heces de animales coloniza-

dos (39, 45, 46). Existen numerosas evidencias
que relacionan éste hecho con el uso de la avo-
parcina (glicopéptido) como promotor del cre-
cimiento animal (47, 48). La avoparcina puede
haber seleccionado enterococos con alto nivel
de resistencia a glicopéptidos aumentando por
tanto el reservorio de genes de resistencia (49)
que al estar codificados por elementos moéviles
(plasmidos y transposones) pueden transmi-
tirse a otras especies (50).

También se ha especulado sobre la posi-
ble dispersion de cepas resistentes en el me-
dio hospitalario a través de la cadena alimen-
ticia. Apoya la primera teoria el hecho de que
en los paises donde la avoparcina no se ha
utilizado por mucho tiempo (por ejemplo en
Suecia) la resistencia a vancomicina se detec-
ta con menor frecuencia (51). Por éste moti-
V0, en 1995, se prohibi6 el uso de éste antibid-
tico glicopéptido en las granjas de la Uni6n
Europea (52). A pesar de esta prohibicion, en
el afo 2000, se efectu6 un trabajo en Dina-
marca para conocer el impacto de ésta medi-
da asi como de la suspension a partir de 1995
del uso de agentes antimicrobianos como
promotores del crecimiento animal, obser-
vandose que si bien es posible reducir los ca-
sos de resistencia cuando se retira la presion
selectiva, se seguia aislando E. faecium vanA
en aves y cerdos, indicando que puede nece-
sitarse mucho tiempo antes de la desapari-
cion de los ERV de las granjas (53).

Este estudio demuestra la presencia de
cepas de E. faecium resistentes a glicopépti-
dos debido a la presencia del gen vanA, el alto
nimero de cepas aisladas presume la presen-
cia de un brote dentro de la institucion, por lo
que se recomienda realizar estudios epide-
miologicos y deteccion del estado de porta-
dor en el personal de salud para controlar la
diseminacion de estos microorganismos den-
tro de la institucion.
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