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ABSTRACT  Objetivo. Identificar las especies de Enterococcus causantes de infecciones en hospitales
cubanos, su susceptibilidad a los antimicrobianos y sus mecanismos de resistencia.
Métodos. Se estudiaron 687 aislamientos de Enterococcus procedentes de 30 hospitales
cubanos de nueve provincias del pafs durante el periodo de 2000 a 2009. La identificacion
de las especies se realizé mediante el método convencional y sistema automatizado API®. La
concentracion inhibitoria minima se determind para 13 antimicrobianos segiin las recomen-
daciones del Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio. Se determinaron los genes de
resistencia a aminoglucdsidos, eritromicina, tetraciclina y glucopéptidos mediante reaccion
en cadena de la polimerasa. La presencia de betalactamasa se determind por el método de la
cefalosporina cromdgena.

Resultados. Las especies mds prevalentes fueron Enterococcus faecalis (82,9%) y Ente-
rococcus faecium (12,2%). La resistencia a los glucopéptidos (1,0%) estuvo mediada por los
genes vanA y vanB y las cepas resistentes a ampicilina (6%) no produjeron betalactamasas.
Se observo un alto porcentaje de resistencia a los aminoglucdsidos: gentamicina (31,0%) y
estreptomicina y amikacina (29,1%) mediada por los genes aac(6”)le-aph(2”)la, aph(3')-Illa,
ant(6)Ia, ant(3”)(9). Hubo correlacion entre la resistencia a tetraciclina (56,0%) y la presen-
cia de los genes tet(M) (75,1%) y tet(L) (7,0%), mientras que la resistencia a eritromicina
(34,1%) obedecio al gen erm(B) (70,9%).

Conclusiones. La resistencia a vancomicina es infrecuente en Cuba, a diferencia del alto
nivel de resistencia a los aminoglucdsidos, que sugiere posibles fracasos terapéuticos. EI labo-
ratorio de microbiologia constituye un pilar fundamental de la vigilancia de las infecciones por
cepas de Enterococcus y el monitoreo continuo de su susceptibilidad a los antimicrobianos,
dado el incremento de la resistencia de ese microorganismo en el tiempo.
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La bacteria del género Emnterococcus
constituye uno de los principales agen-
tes patdgenos nosocomiales en todo el
mundo. Las especies E. faecalis y E. fae-
cium son las mas comunes, y causan in-
fecciones del tracto urinario, heridas qui-
rurgicas y torrente sanguineo, ademds
de endocarditis y sepsis neonatal, entre
otras (1-3). Este microorganismo tiene
entre sus caracteristicas principales una
resistencia intrinseca a los antimicrobia-
nos y amplia resistencia adquirida, que
limitan considerablemente las opciones
terapéuticas, por lo cual el control de la
infeccién es problematico (4).

La vigilancia del género Enterococcus
es imprescindible en todos los paises
porque dicha bacteria genera brotes de
infeccién intrahospitalaria por cepas
resistentes; presenta dificultades para
detectar en el laboratorio los diferentes
fenotipos de resistencia; ocasiona pro-
blemas terapéuticos, y tienen el potencial
de diseminar genes de resistencia a otros
microorganismos grampositivos. Por ta-
les motivos, el personal del Laboratorio
Nacional de Referencia de Microbiolo-
gia del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (LNRM/IPK) esta con-
tinuamente mejorando la vigilancia mi-
crobiolégica de las cepas de Enterococcus
causantes de infecciones en Cuba. En
este trabajo se exponen los resultados de
la vigilancia durante el periodo de 2000
a 2009, con el propésito de dar a conocer
las especies circulantes, su susceptibi-
lidad a los antimicrobianos y las bases
genéticas de la resistencia.

METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo de
687 aislamientos pertenecientes al gé-
nero Enterococcus recibidos en el LNRM/
IPK entre el 3 de enero de 2000 y el 31 de
diciembre de 2009. Los aislamientos pro-
cedieron de 30 hospitales de nueve pro-
vincias del pais (Ciudad de La Habana,
Cienfuegos, Sancti Spiritu, Ciego de
Avila, Camagiiey, Holguin, Las Tunas,
Santiago de Cuba y Guantianamo). Del
total de aislamientos, 88% procedieron
de pacientes hospitalizados y 12%, de la
comunidad. Estos tiltimos no registraron
ingreso hospitalario durante el afio pre-
cedente al de la obtencién de la muestra.
En el cuadro 1 se muestra la distribucién
de los aislamientos estudiados segtn el
tipo de muestra analizado.

La identificacién de género y especie
se realiz6 por métodos convencionales

550

Quifiones Pérez et al. ® Cepas de Enterococcus causantes de infecciones en hospitales de Cuba

CUADRO 1. Distribucion de los 687 aislamientos estudiados segun la procedencia

de la muestra

No. de
Tipo de aislamiento Procedencia clinica aislamientos Porcentaje
Invasivo Sangre 145 21,10
Liquido peritoneal 23 3,34
Liquido cefalorraquideo 15 2,18
Liquido amnidtico 3 0,44
Tejidos 4 0,58
Total 190 27,60
Orina 114 16,60
Herida quirdrgica 90 13,10
Punta de catéter 48 6,99
Vagina 31 4,51
No invasivo QOido 23 3,35
Piel 19 2,78
Uretra 13 1,89
Secrecién endotraqueal 11 1,60
Otro 75 10,90
Total 424 61,70
Portadores fecales Heces 73 10,60
Total de cepas 687 100,00

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro

Kour{”.

Otros: vulva (19), faringe (14), esputo (11), loquios (9), secrecién de gastrostomia (5), sonda de levin (4),
drenaje hepatico (4), prepucio (4), fistula perianal (3), canal radicular dental (2).

definidos por Facklam y Collins (5). Se
emplearon el sistema Mini Api® y las
galerias Rapid ID 32 STREP® (BioMé-
rieux, Francia) para confirmar la iden-
tificacién de especie. Se utilizaron como
control las siguientes cepas: E. faecalis
ATCC 29212, E. faecium ATCC 6056 y
Enterococcus casseliflious ATCC 25788.
Como control negativo para los carbohi-
dratos se utilizé el caldo basico de rojo
fenol (Difco, Alemania) sin la adicién de
azucares.

La susceptibilidad a los antimicrobia-
nos se determiné mediante la concen-
tracion inhibitoria minima (CIM) para
vancomicina, teicoplanina, ampicilina,
gentamicina, estreptomicina, amika-
cina, nitrofurantoina, eritromicina, te-
traciclina, ciprofloxacina, levofloxacina,
norfloxacina y moxifloxacina, segin las
recomendaciones del Instituto de Estan-
dares de Laboratorio Clinico (CLSI, por
su sigla en inglés) (6); se utiliz6 la cepa
E. faecalis ATCC 29212 como control.
Para las cepas resistentes a la ampicilina
se determind la produccion de betalacta-
masa por el método de la cefalosporina
cromoégena (Nitrocefin, Oxoid, Basing-
stoke, Inglaterra), segtn las instruccio-
nes del fabricante. Se usaron como con-
troles las cepas Escherichia coli ATCC
35218 (control positivo) y Neisseria gono-
rrhoeae ATCC 29216 (control negativo).

La deteccién de genes de resistencia a los
antimicrobianos se realizé por reaccién
en cadena de polimerasa convencional.

Se investigé la presencia de los genes
de resistencia a aminoglucésidos [aac(6)
le-aph(2”)Ia, aph(3')-1lla, ant(6)Ia, ant(3”)
(9), aph(2”)-id y aph(2”)-ic]; glucopéptidos
[van(A) y van(B)]; macrélidos [erm(B),
erm(A), erm(C) y mef(A)] y tetraciclina
[tet(M), tet(L), tet(K), tet(O), tet(S), tet(T)
y tet(U)] en los aislamientos resistentes.
Se usaron cebadores especificos segiin
protocolos estandarizados previamente
(7-12) y cepas controles positivas. Como
control negativo se utiliz6 agua destilada
estéril.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se proce-
saron mediante el programa Microsoft
Office Excel 2003. Se utilizaron medidas
de estadistica descriptiva, como la fre-
cuencia (%), para el analisis y la presen-
tacion de los resultados.

RESULTADOS

La especie E. faecalis fue la mas preva-
lente (82,9%), seguida por las cepas de
E. faecium (12,2%), E. gallinarum (1,4%),
E. avium (1,3%), E. casseliflavus (0,7%), E.
hirae (0,6%), E. durans (0,4%) y E. raffinos-
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sus (0,4%). En la figura 1 se muestran los
porcentajes de resistencia a los diferentes
antimicrobianos de las cepas de Entero-
coccus caracterizadas.

El 31,0% de las cepas presentd alto
nivel de resistencia a gentamicina, mien-
tras que la resistencia a estreptomicina y
amikacina fue de 29,1%. Los altos nive-
les de resistencia a los aminoglucdsidos
detectados obedecieron principalmente
a un mecanismo enzimético. Todos los
aislamientos con alto nivel de resistencia
a gentamicina portaban el gen aac(6’)
le-aph(2”)Ia (figura 2) que codifica la
enzima bifuncional AAC(6")-APH(2").

En los aislamientos con alto nivel de re-
sistencia a amikacina, 35,0% presentaban
la misma enzima bifuncional y 33,0% el
gen aph(3')-1lla; 32,0% presentaron am-
bos mecanismos. En los aislamientos con
alto nivel de resistencia a estreptomicina
predominé el gen ant(6)-Ia (49,0%), se-
guido por el gen ant(3”)(9) (25,0%) y en
10,0% se observaron ambos mecanis-
mos. En 15,0% de los aislamientos no se
identificé ningtin mecanismo enzimatico
como causa de la resistencia de alto nivel
a estreptomicina.

De los aislamientos con alto nivel de
resistencia a amikacina, 67,0% tenian

FIGURA 1. Resistencia a diferentes antimicrobianos (%) de 687 cepas de Enterococcus

estudiadas, Cuba, 2000 a 2009
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FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la amplificacion de los genes de

las enzimas modificadoras de aminoglucésidos

aac(6’)le-aph(2’)la

/

aph(3)-llla

Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2 control positivo: aac(6’)le-aph(2”)lay aph(3')-llla; linea 3 control positivo: ant(6)-/a;
lineas 10 y 14: producto amplificado aac(6’)le-aph(2”)la de 675 pb; linea 10: producto amplificado aph(3’)-/lla de 354 pb; linea
15: producto amplificado ant(6)-/a de 548 pb; lineas: 16 y 17 controles negativos; lineas 4-9 y 11-13: resultados negativos.

Rev Panam Salud Publica 30(6), 2011

Investigacién original

mas de un tipo de gen codificante de
enzimas modificadoras de aminoglucé-
sidos. Las combinaciones mas frecuentes
fueron: aac(6')-aph(2”) + aph(3)-Illa +
ant(6)-1a: 19,0%; aac(6')-aph(2”) + ant(6)-
Ia: 17,0%; aac(6')-aph(2”) + aph(3')-Illa +
ant (3”)(9): 2,0%; aac(6’)-aph(2”) + aph(3')-
1a: 10,0%.

Por otra parte, se observé un bajo
porcentaje de resistencia a ampicilina
(6,2%), y ninguna de las cepas produjo
betalactamasa. Asimismo, se detecté una
baja proporcién de resistencia a los glu-
copéptidos (1% a vancomicina y 0,4%
a teicoplanina), que en 50% de las ce-
pas estuvo mediada por los genes vanA
(figura 3) en los aislamientos con una
CIM = 256 pg/ml para vancomicina y
> 32 pg/ml para teicoplanina, y por el
gen vanB (50,0%) en los aislamientos con
resistencia a vancomicina (CIM > 256
pug/ml). La nitrofurantoina fue activa
contra la mayoria de las cepas estudia-
das. Con respecto a las fluoroquinolonas,
se observaron valores de resistencia que
oscilaron entre 3,0% para moxifloxacina
y 20,1%, para ciprofloxacina (figura 1).

Se detect6 resistencia elevada a la
tetraciclina, que obedecié a los dos me-
canismos descritos con mas frecuencia:
el gen tet(M) en 75,1% y el gen tet(L) en
7,0% de las cepas (figura 4). También se
observé un porcentaje elevado de resis-
tencia a la eritromicina con la detecciéon
del gen erm(B) en 70,9% de los aislamien-
tos (figura 5). No se detecté ningtin gen
causante de resistencia en 29,1% de los
aislamientos.

DISCUSION

La prevalencia de especies enterocéci-
cas entre 2000 y 2009 en Cuba fue similar

FIGURA 3. Electroforesis en gel de agarosa
del producto de amplificacion del gen vanA

399 pb

Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2: control
negativo; linea 3: vanA control positivo; lineas 4-6: reac-
ciones negativas; linea 7: producto amplificado de 399 pb
del gen vanA.
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FIGURA 4. Electroforesis en gel de agarosa
del producto de amplificacion de los genes
tet(M) y tef(L)
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(pb)
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Linea 1: marcador de peso molecular; lineas 2-5: producto
amplificado de tef(L) de 740 pb; lineas 6-9: producto ampli-
ficado de tet(M) de 435 pb.

FIGURA 5. Electroforesis en gel de agarosa
del producto de amplificacion del gen erm(B)

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

a la informada internacionalmente, pues
las especies E. faecalis y E. faecium son las
de mayor importancia clinica, mientras
que las especies E. gallinarum, E. raffinos-
sus, E. casseliflavus, E. avium, E. durans y
E. hirae constituyen menos de 10% de los
aislamientos enterocdcicos (4, 13). El pre-
dominio de las cepas de E. faecalis puede
obedecer a su mayor patogenicidad (14)
y a una mejor adaptacién al huésped
humano. No obstante, actualmente, se
observa un aumento de la prevalencia
de cepas de E. faecium relacionado con
un incremento de su resistencia a los
antimicrobianos y la adquisicion de islas
de patogenicidad (3, 15).

Los aislamientos con alto nivel de
resistencia a amikacina detectados son
similares a los informados en trabajos
internacionales (16-18); la resistencia
guard6 relacién con las enzimas modifi-
cadoras de aminoglucésidos, mecanismo
principal de resistencia detectado en las
cepas cubanas. El alto nivel de resisten-
cia a gentamicina estd relacionado con
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la enzima bifuncional AAC(6")-APH(2"),
que es la mayor causa de fracaso del tra-
tamiento con aminoglucésidos, ya que
su factor genético determinante es el més
difundido entre las cepas con alto nivel
de resistencia a gentamicina (16).

La alta resistencia a amikacina me-
diada por la enzima bifuncional y el
gen aph(3')-Illa es similar a la descrita
por Emaneini y colaboradores, quienes
encontraron el gen aph(3’)-Illa en 37% de
sus aislamientos y mostraron la coexis-
tencia aph(3')-III + aac(6')le-aph(2”)Ia en
28% y 49% de los aislamientos de E. fae-
calis y E. faecium, respectivamente (17).
Los elevados porcentajes de deteccion
del gen ant(6)-In (49,0%) son similares a
los descritos por Watanabe y colabora-
dores en Japén, donde se notificé que
hasta 56,5% de las cepas de E. faecium
eran portadoras de ese gen (19). En
15,0% de los aislamientos con alto nivel
de resistencia a estreptomicina en los
que no se detecté un mecanismo enzima-
tico, la resistencia puede deberse a una
posible mutacién ribosémica (18).

La ampicilina es un antibiético de
primera linea para el tratamiento de la
infeccién enterocdcica (20). La resistencia
detectada en relacion con este antimicro-
biano no constituye hoy un problema
terapéutico, sin embargo, es importante
mantener la vigilancia debido a la dise-
minacién mundial de la cepa E. faecium
CC17 resistente a la ampicilina (15).
Dicha resistencia podria obedecer a una
baja afinidad de las proteinas fijadoras
de penicilinas tipo 5, ya que no se de-
tect6 la produccion de betalactamasa,
mecanismo enzimatico infrecuente en las
cepas de Enterococcus (0,1%) (21).

La baja resistencia a glucopéptidos
detectada puede obedecer al uso contro-
lado y racional de la vancomicina y la
teicoplanina que se realiza en los centros
sanitarios cubanos. En América Central
y América del Sur también se observan
bajas tasas de prevalencia de enterococos
resistentes a vancomicina, aunque en el
Brasil se notific6 un incremento de 6,9%
a 31,1% entre 2003 y 2008, respectiva-
mente (22, 23). En los Estados Unidos,
la resistencia a glucopéptidos constituye
un problema grave y se observa en 80%
de los aislamientos de E. faecium (22). La
deteccién de los genes vanA y vanB en
cepas de Enterococcus cubanas es compa-
rable a la informada por Fica y colabora-
dores en Chile, quienes también detectan
ambos genes (24). En Cuba se notific6é un

aislamiento de Enterococcus resistente a
vancomicina portador del gen vanA, por
lo que este genotipo, aunque raro toda-
via en el pais, podria verse con mayor
frecuencia en el futuro (25).

Con respecto a las fluoroquinolonas,
los porcentajes de resistencia encontra-
dos coinciden con los descritos en otros
paises, y reflejan una mejor actividad de
la moxifloxacina in vitro frente a cepas de
Enterococcus (26).

Dado que la resistencia de los entero-
cocos a nitrofurantoina es baja, ese far-
maco es una buena opcién terapéutica
para la infeccién urinaria por ese agente
patégeno. En general, la resistencia a
nitrofurantoina no es alta en el dmbito
internacional, e incluso muestra buena
actividad in vitro frente a las cepas de
enterococos resistentes a vancomicina
(27).

La resistencia elevada a tetraciclina y
eritromicina detectada es coherente con
la amplia diseminacién de esa resistencia
entre cepas del género Enterococcus (28).
Estos resultados pueden ser consecuen-
cia del alto consumo de esos farmacos
(29), que ejerce presion selectiva positiva
sobre las cepas resistentes a tetraciclina y
eritromicina. Ademas, los determinantes
que codifican estas resistencias estan
localizados en plasmidos y transposo-
nes y se diseminan entre las distintas
cepas (30). Los genes que mediaron la
resistencia a tetraciclina fueron tet(M),
que es el mas frecuente de los del género
Enterococcus (31) y tet(L), con menor pre-
valencia (entre 10% y 42%) (32, 33). Los
resultados del presente trabajo ratifican
este hecho.

La resistencia a eritromicina obede-
ci6, principalmente, a la presencia del
gen erm(B), por lo que se relaciona con
la metilacién del ARNr 23S debido a la
accion de las metilasas Erm(B). Con base
en estos resultados y en datos publica-
dos previamente, se demuestra que este
mecanismo es universal y estd muy di-
seminado entre las cepas de Enterococcus
(28). En 29,1% de los aislamientos no se
detect6 ningin gen de resistencia, por
lo que esa pudo haber obedecido a una
mutacién cromosémica, que es otro de
los mecanismos descritos (34).

Como limitaciones del estudio se debe
sefialar que, debido a su disefio, sin
previa seleccién de cepas que fuesen re-
presentativas del pafis, los resultados no
pueden extrapolarse a otras provincias
no incluidas en el trabajo; tampoco son
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evidencia de la situacion real de la resis-
tencia de las cepas de Enterococcus en el
ambito nacional. Otra limitante es que,
a pesar de que se describe el porcentaje
de aislamientos de origen intrahospita-
lario y de la comunidad, no se realiz6
un andlisis del tipo de infeccién ni del
comportamiento de la resistencia a los
antimicrobianos segtn el servicio donde
se obtuvo el aislamiento, por lo que no
se muestran las diferencias que podria
haber entre las cepas provenientes de
ambos lugares, ni en el comportamiento
de la resistencia a los antimicrobianos
segln estos habitat.
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Conclusiones

Las infecciones por cepas de Entero-
coccus faecalis y E. faecium constituye-
ron las de mayor importancia clinica en
el periodo de estudio. La resistencia a
los antimicrobianos detectada es equi-
valente a la situacién internacional y
constituye una advertencia sobre fra-
casos terapéuticos potenciales debido
al tratamiento con aminoglucésidos. La
ampicilina, los glucopéptidos y la nitro-
furantoina mostraron muy buena acti-
vidad in vitro. No obstante, la deteccion
de los genes vanA y vanB demandan una
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ABSTRACT

Antimicrobial susceptibility
and genetic bases for
resistance of infection-
causing Enterococcus
strains in Cuba

Key words

Objective. To identify infection-causing Enterococcus species in Cuban hospitals
and determine their susceptibility to antimicrobial drugs, as well as their resistance
mechanisms.

Methods. A total of 687 Enterococcus isolates from 30 Cuban hospitals in nine
provinces of the country were studied over the period 2000-2009. The species were
identified using both the conventional method and the automatic API® system.
The minimum inhibitory concentration was determined for 13 antimicrobial drugs
following the standards recommended by the Clinical Laboratory and Standards
Institute. The polymerase chain reaction technique was used to characterize the
genes that were resistant to aminoglycosides, erythromycin, tetracycline, and
glucopeptides. The presence of beta-lactamase was determined by the chromogenic
cephalosporin test.

Results. The most prevalent species were Enterococcus faecalis (82.9%) and E. faecium
(12.2%). Resistance to glucopeptides (1.0%) was mediated by the vanA and vanB
genes. The strains resistant to ampicillin (6%) did not produce beta-lactamases. A
high percentage of resistance to aminoglycosides was observed. Gentamicin (31.0%)
and streptomycin and amikacin (29.1%) were mediated by the aac(6’)le-aph(2”)Ia,
aph(3’)-111a, ant(6)la, and ant(3”)(9) genes. A correlation was found between resistance
to tetracycline (56.0%) and presence of the tet(M) (75.1%) and tet(L) genes (7.0%),
while resistance to erythromycin (34.1%) was due to the erm(B) gene (70.9%).
Conclusions. Resistance to vancomycin is infrequent in Cuba, as opposed to a
high level of resistance to aminoglycosides, which may be indicative of treatment
failures. The microbiology laboratory is a cornerstone of Enterococcus infection
surveillance, along with ongoing monitoring of the susceptibility of these infections
to antimicrobial drugs at a time when resistance of this microorganism is on the rise.

Enterococcus; drug resistance, bacterial; Cuba.
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