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Resumen

El objetivo fue analizar y caracterizar la estructura poblacional de
enterococos que causaban infecciones invasivas en pacientes de un
hospital publico argentino, coincidiendo con un periodo de 5 afios
de mayor recuperacién de enterococos resistentes a antimicrobia-
nos (2010-2014). La identificacion de especies (pruebas bioquimi-
cas y MALDI TOF-MY), la susceptibilidad antimicrobiana (difusion
por discos y CIM) y la relacién clonal (PFGE/MLST/BAPS) se de-
terminaron de acuerdo con protocolos validados. La produccion de
B-lactamasa se determin6 mediante prueba fenotipica y se confirmé
mediante PCR/secuenciacion. Los aislamientos se identificaron como
E. faecalis y E. faecium (proporcion 2:1). E. faecalis se agruparon en
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25 tipos clonales (ST9/ST179/ST236/ST281/ST388/ST604/ST720), y
varios presentaron alto nivel de resistencia a gentamicina/estreptomi-
cina (ANRGE). Se detect6 un clon de secuencio tipo (ST): ST9 (bla+/
alto nivel de resistencia a gentamicina) en pacientes de diferentes salas
durante 2014. E. faecium se agrup6 en 10 tipos clonales (ST25/ST18/
ST19/ST52/ST792). Cinco E. faecium fueron resistentes a vancomici-
na (tres vanA y dos vanB). La recuperacion de un bla+/ST9-E. faeca-
lis, clon similar al descrito a fines de la década de 1980 en Argentina
sugiere la posibilidad de un reservorio oculto local. Estos resultados
reflejan la relevancia de la epidemiologia local para comprender la
estructura de la poblacion de esta bacteria, asi como la aparicion y
propagacion de resistencia antimicrobiana en los linajes clonales pre-
dominantes de enterococos.

Introduccion

Las bacterias que pertenecen al género Enterococcus son cocos Gram
positivos (células esféricas), integrantes del microbioma gastrointes-
tinal habitual del hombre y animales (Lebreton, Willems y Gimore,
2014). Fenotipicamente son anaerobios facultativos, catalasa negati-
vos y pueden observarse al microscopio dptico generalmente agrupa-
dos de a pares, formando cortas cadenas o ubicados aisladamente. Por
su versatilidad bioldgica y al ser eliminados por materia fecal, pueden
habitar diversos nichos ecoldgicos de la naturaleza; como cursos de
agua, plantas, insectos, vegetales, alimentos de origen animal y obje-
tos inanimados intrahospitalarios.

Enterococcus faecalis (80-90 %) y Enterococcus faecium (10 %) son
las especies aisladas con mayor frecuencia de muestras clinicas pro-
venientes de infecciones humanas documentadas (Arias y Murray,
2012).

Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii,
Enterococcus raffinosus, Enterococcus avium, Enterococcus casselifla-
vus, Enterococcus dispar, Enterococcus cecorum, Enterococcus malodo-
ratus, Enterococcus flavescens y Enterococcus durans, también pueden
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producir patologia infecciosa en el ser humano. Sin embargo, su fre-
cuencia de aislamiento a partir de muestras clinicas es mucho menor
(Narciso-Schiavon et al., 2015).

La ubicacion de estas bacterias en el tracto gastrointestinal y geni-
tourinario del hombre (cepas enddgenas), es una condicion que facili-
ta la capacidad para colonizar, persistir y continuar con el mecanismo
de patogénesis microbiana (Lebreton, Willems y Gilmore, 2014). Sin
embargo, también puede producirse una infecciéon por cepas exdge-
nas adaptadas al nicho hospitalario, en algun lugar anatémico del pa-
ciente, como resultado de la colonizacion y la multiplicacion excesiva
de enterococos resistentes.

Los Enterococcus poseen resistencia intrinseca a diversos antimi-
crobianos (ATM) y esta particularidad, acota las opciones terapéuti-
cas disponibles para su tratamiento y erradicacion. El tratamiento de
las infecciones graves por enterococos frecuentemente se ve perjudi-
cado por la resistencia intrinseca y/o adquirida a los ATM de primera
linea, es decir, los activos contra la pared celular (betalactimicos o
glucopéptidos) y los aminoglucésidos, que se combinan para lograr
un efecto bactericida (Moreira et al.,2016; Mercuro et al., 2018). La
resistencia a estas opciones terapéuticas se ha informado ampliamen-
te en los paises occidentales, pero la informacion de otros lugares, in-
cluida Argentina, aiin es escasa y proviene de estudios centrados en
la resistencia a los glucopéptidos (Guzman Prieto et al., 2016; Werner
et al., 2008; Togneri et al., 2005; Lopardo et al., 2008); descripciones
tempranas de mecanismos emergentes de resistencia (produccion de
B-lactamasa) (Murray y Mederski- Samaroj, 1983); o estudios trans-
versales de vigilancia que solo incluyen algunos aislamientos de dife-
rentes ubicaciones geograficas® (Pfaller et al., 2019).

Respecto a la resistencia intrinseca a algunos ATM [-lactamicos
como las cefalosporinas y los carbapenémicos, la resistencia a penici-
lina se adquiere por mutaciones en las proteinas de unién a penicilina
(PBP) o, con menos frecuencia, por la produccion de una p-lactamasa

3 Para acceder a mas informacion, ingresar a https://resistancemap.cddep.org/
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(Conceigdo et al., 2014). La resistencia a las aminopenicilinas es muy
comun en E. faecium y se debe principalmente a mutaciones en la
PBP5 (Novaris et al., 2016) y, esporadicamente, a la produccién de
B-lactamasa (Sarti et al., 2012). Aunque la mayoria de los aislamien-
tos de E. faecalis son susceptibles a la penicilina, se han notificado E.
faecalis resistentes a la penicilina y sensibles a ampicilina (PRASEF)
desde finales de la década de 1980 en diferentes paises, incluida Ar-
gentina (Sarti ef al., 2012; Gagetti et al., 2019). Hasta la fecha, PRA-
SEF puede resultar de la produccion de B-lactamasa o mutaciones en
la PBP4 (Conceigdo et al., 2014). La resistencia a los glucopéptidos
esta mediada por una plétora de determinantes genéticos, siendo los
genotipos vanA (Tn1546) y vanB (Tn5382/Tn1547) los mas predomi-
nantes (Werner et al., 2008). El primer enterococo resistente a vanco-
micina (ERV) reportado en América Latina fue aislado en Mendoza,
Argentina, en 1996 de un paciente masculino de 7 afos tratado con
diferentes ATM vy fue identificado como E. faecium (vanA) (Marin
et al., 1998). Luego de este caso esporadico, en varios hospitales ar-
gentinos se detectd E. faecium portador de vanA o vanB en pacientes
colonizados o infectados (Togneri et al., 2005; Lopardo et al., 2008;
Corso et al.,2007). La mayoria de estos ERV fueron E. faecium (vanA)
y, esporadicamente, E. faecalis y Enterococcus gallinarum (Corso et
al., 2007; Faccone et al., 2010).

La resistencia de alto nivel a gentamicina (RANG) en enterococos
se describid por primera vez en 1979 en Francia y, a fines de la década
de 1980, en diferentes paises, incluida Argentina, que a menudo se
asocia con E. faecalis productores de B-lactamasa (Murray,1992; Ho-
del- Christian y Murray, 1992). Datos recientes en el sitio del CDDEP*
revelaron que los aislamientos de E. faecium obtenidos a partir de in-
fecciones invasivas (bacteriemia y meningitis) fueron comtinmente
resistentes a ampicilina (>75 % - 80 %) y a vancomicina (60 % - 75
%), mientras que los aislamientos de E. faecalis aislados de las mismas

4 https://resistancemap.cddep.org/
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infecciones, rara vez fueron resistentes a los ATM activos contra la
pared celular en Argentina.

Adicionalmente, la caracterizacion de la estructura poblacional de
enterococos en diferentes hospitales del mundo ha sido muy bien es-
tudiada (Coque et al., 2005; Tedim et al., 2016; Kuo et al., 2018). Sin
embargo, en Argentina, la caracterizacion del ST de cepas de entero-
cocos aislados de entornos hospitalarios no es muy conocida. Sélo
escasos trabajos han comunicado la deteccion del ST17, confirmando
la circulacion de clones A y B pertenecientes al Complejo Clonal (CC)
17 para la especie E. faecium, lo cual indica que este CC es el principal
responsable de la emergencia y diseminacion de E. faecium vancomi-
cina resistentes (EFMVR) en nuestro pais (Faccone et al., 2010).

Caracterizar las cepas y el resistoma de cada institucion de salud,
es de elevada importancia ya que permite modificar y/o adecuar me-
didas de Bioseguridad vinculadas al uso racional y prudente de los
ATM en linea con los objetivos de la nueva Ley Nacional de Preven-
cién y control de la Resistencia a los ATM (Ley N° 27680).

Ademas, géneros como el descripto sirven como puntos de reco-
leccién y distribucion de elementos genéticos moviles, transmitien-
do una variedad de resistencias a los ATM a especies grampositivas y
gramnegativas, incluida la transmision de resistencia a vancomicina
de los enterococos a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a me-
ticilina (Courvalin, 1994; Weigel et al., 2003).

El Hospital Municipal Ramén Santamarina (HMRS) de la ciudad
de Tandil, Buenos Aires, es un hospital publico de tamafio mediano
que cubre atenciones de patologias agudas y cronicas de poblaciones
urbanas y rurales del partido de Tandil y alrededores. Durante el pe-
riodo comprendido entre 2010 a 2014, se elevo el aislamiento de cepas
de Enterococcus spp. con resistencia antimicrobiana en dicho nosoco-
mio.

Dada esta situacion, se diseid un estudio cuyo objetivo fue anali-
zar y caracterizar la estructura poblacional de enterococos que cau-
saban infecciones invasivas en pacientes internados en el HMRS,

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS / VOL.II 194



coincidiendo con un periodo de 5 aflos de mayor recuperaciéon de
enterococos resistentes a ATM.

Hipdtesis

Por el uso intensivo de ATM dentro y fuera del ambiente hospitalario,
en el HMRS, perteneciente al Sistema Integrado de Salud Publica del
Municipio de Tandil (SISPMT), Buenos Aires, se aislan especies mul-
tirresistentes del género Enterococcus de muestras clinicas obtenidas
por puncién, provenientes de infecciones invasivas humanas.

Objetivo general

Analizar y caracterizar la estructura poblacional de cepas de Entero-
coccus spp. causantes de infecciones invasivas en pacientes de un hos-
pital publico argentino durante el periodo 2010-2014.

Materiales y Métodos

Areay periodo de estudio: El HMRS integra juntamente con el Hos-
pital de Nifios Dr. Debilio Blanco Villegas (DBV) y el Hospital Enri-
que Larreta de la localidad de Maria Ignacia Vela, el SISPMT, Buenos
Aires, Republica Argentina. Se encuentra ubicado en el sudeste de
la provincia homoénima y depende de la Subsecretaria de Salud de la
Municipalidad de Tandil. Es un organismo descentralizado, de me-
diana complejidad, incluido en el régimen de hospitales publicos de
autogestion. El HMRS posee una gran zona de influencia que incluye
pacientes provenientes de otras localidades de la provincia como Aya-
cucho, Rauch, Loberia, Necochea y zonas cercanas a 80 y 90 km a la
redonda. En 2013 se realizaron un total de 19.899 consultas en todos
sus servicios y se registraron 5.348 internaciones. En el 2014, fueron
registradas 22.001 consultas.

Diseiio del estudio: El periodo de estudio de este proyecto estuvo
comprendido entre marzo de 2012 y diciembre de 2016. El disefio de
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investigacion fue observacional, descriptivo, retroprospectivo y de
corte transversal.

Unidad de observacion: Las cepas de Enterococcus spp. en prime-
ra instancia fueron recuperadas y aisladas de manera retrospectiva,
a partir de una coleccion de cepas de esta bacteria conservadas en
freezer (-20 °C) en el Centro Universitario de Estudios Microbiolo-
gicos y Parasitologicos (CUDEMyP), FCM-UNLP. Todas estas cepas
(n=16) pertenecian al cepario del CUDEMyP y correspondian a aisla-
dos provenientes de muestras clinicas obtenidas por puncién (unidad
de analisis) de pacientes internados en HMRS durante el afio/cohor-
te 2010. Posteriormente, se recolectaron prospectivamente, durante
2013 y 2014, n=47 cepas de Enterococcus spp. (segunda cohorte) de
muestras obtenidas por puncién de pacientes internados por presen-
tar diagndstico de infeccion invasiva. La poblacion total quedd con-
formada por N=63 cepas.

Identificacion de cepas de Enterococcus spp. por pruebas bioquimi-
cas y espectrometria de masas (MALDI TOF-MS): La caracteriza-
cién fenotipica se realizd por pruebas bioquimicas convencionales a
nivel de género y especie en cada colonia presuntiva de enterococos,
que desarroll6 en agar bilis esculina azida y en los demas medios de
cultivos, a 35 °C por 24 h. La confirmacién fue por MALDI TOF-MS
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).

Determinacion de la relacion clonal de los aislamientos por elec-
troforesis de campo pulsado (PFGE): La relacion clonal para evaluar
la vinculacién epidemioldgica de las cepas de enterococos, producto-
ras de infecciones invasivas, fue determinada analizando los pulso-
tipos obtenidos por PFGE (Electroforesis de Campo pulsado) segun
protocolo estandarizado.
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Caracterizacion genética de cepas seleccionadas de Enterococcus
spp. por Tipificacion de Secuencias en Multiples Loci (MLST) y de-
terminacion de la estructura genética poblacional: Para este estudio
se selecciond estratégicamente a un subconjunto de aislamientos de E.
faecalis y E. faecium, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
electroforesis de campo pulsado. También fueron seleccionadas cepas
que presentaron patrones de resistencia diferentes, siendo del mismo
clon, de modo tal de inferir conclusiones vinculadas con los resulta-
dos obtenidos por MLST y PEGE. Para determinar el Secuencio tipo
(ST) de cada cepa seleccionada, se colocé el nimero obtenido de cada
perfil alélico detectado por amplificacion y secuenciacion de los siete
genes en el esquema de MLST de cada bacteria.

Determinacion del perfil de resistencia in vitro frente a los ATM de
importancia clinica mediante pruebas cualitativas y cuantitativas
(CIM): El perfil de resistencia a los ATM se determin6 de manera
cualitativa utilizando el método de difusion por discos o Kirby Bauer,
y de manera cuantitativa por método epsilométrico (E-test), segtn los
instructivos de las guias establecidas por CLSI, 2016.

Deteccion fenotipica de produccion de p-lactamasa y secuencia-
cién del gen: La produccion de B-lactamasa se investigd mediante el
meétodo del disco de nitrocefin (Cefinase discs) utilizando un kit co-
mercial (Becton Dickinson, Argentina SRL.). Para la secuenciacion se
siguid el protocolo de McBride et al. (2007).

Determinacion de la presencia de genes de resistencia a glucopép-
tidos mediante técnicas de amplificacion génica: Sobre la base de
las secuencias de los genes de resistencia vanA, vanB, vanC, vanD,
vanE, vanG, etc.; fueron seleccionados cebadores especificos de cada
gen para amplificar por PCR, los fragmentos internos, siguiendo pro-
tocolos estandarizados.
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Analisis estadistico de los resultados: Medidas de estadistica des-
criptiva, de verificacién de diferencias (Chi (x*) cuadrado, pruebas no
paramétricas, con un nivel de significancia del 95 %), fueron utili-
zadas para el analisis y la expresion de los resultados. Hallazgos de
valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos
para las pruebas estadisticas aplicadas.

Aprobacion ética: Los registros de los pacientes se obtuvieron en
cumplimiento de la Ley Nacional N°® 25.326 art. 11 de “Proteccion
de Datos Personales” y la Ley Nacional N° 26529/10 “Derechos del
Paciente, Historia Clinica y Consentimiento Informado” de Argen-
tina, en linea con la declaracion de Helsinki. Los protocolos fueron
aprobados por el Comité de Investigacion del HMRS.

Resultados

Antecedentes epidemioldgicos de las cepas aisladas de infecciones
invasivas humanas en el HMRS

En esta investigacion, la poblaciéon quedd conformada por N=63 ce-
pas de Enterococcus spp. n=44 E. faecalis y n=19 E. faecium fueron
detectadas.

Todas las cepas fueron identificadas con pruebas bioquimicas con-
vencionales y confirmadas por MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania). Tanto E. faecalis como E. faecium se aislaron de
siete muestras clinicas (tres fluidos peritoneales, dos abscesos hepd-
ticos, un fluido abdominal, y un liquido sinovial). La edad de los pa-
cientes oscilo entre 16 y 92 anos (59 + 18,8 afios, 70% > 50 afos), la
mayoria con enfermedad de base (49%) y antecedentes de exposicion
a ATM (80%), principalmente a ciprofloxacina (23,6%), cefalexina
(18,2%) y ceftriaxona (14,5%). La tasa de mortalidad fue del 27,3%.

E. faecalis: Aproximadamente la mitad de los aislamientos de E. fae-
calis (47,7%) fueron sensibles a todos los ATM probados. Se detectd
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RANG (43,2%), a estreptomicina (22,7%) a ambas (13,6%) y resisten-
cia a fluoroquinolonas (20,4%, ciprofloxacina y levofloxacina), penici-
lina (11,4%) y cloranfenicol (2,3%). La produccion de B-lactamasa se
infiri6 para los cinco aislados de PRASEF en funcion del aumento de
5 mm en el didmetro de inhibicién de ampicilina-sulbactam en com-
paracion con ampicilina (27), prueba de nitrocefin positiva y la iden-
tificacién del gen de B-lactamasa de clase A, que confiere resistencia a
las aminopenicilinas (nimero de acceso de GenBank U43087.1). Los
aislamientos PRASEF exhibieron el mismo tipo PFGE, EFC-2, y se
clasificaron como ST9. El resto de las cepas E. faecalis se agrup6 en 24
tipos diferentes de PFGE. Ademas de EFC-2, los tipos de PFGE mas
comunes fueron EFC-7, EFC-16 y EFC-3, que corresponden a ST179,
ST281y ST720, respectivamente. ST720 fue un nuevo ST de E. faecalis
descrito aqui por primera vez.

E. faecium: Los aislados de E. faecium fueron resistentes a penicili-
na (47,4%), ampicilina y ampicilina/sulbactam, vancomicina (26,3%
cada uno), teicoplanina, levofloxacina y quinupristin-dalfopristin
(15,8% cada uno), ciprofloxacina y presentaron RANG (10,5%). To-
das las cepas de E. faecium fueron sensibles a linezolid, tigeciclina y
cloranfenicol. Tres cepas fueron multirresistentes (Magiorakos et al.,
2012). Las cepas de E. faecium se agruparon en 10 tipos diferentes
de PFGE, siendo predominantes: EFM-1, EFM-2 y EFM-4. EFM-1y
EFM-4 pertenecian a ST25-BAPS 2.3 y ST52-BAPS 7, respectivamen-
te. En este estudio se detectaron cinco cepas EFMVR (tres vanA y dos
vanB). Dos aislados de vanA tenian diferentes tipos de PEFGE (EFM-7
y EFM-9), pero ambos pertenecian a BAPS 3.1-ST792. La otra cepa
vanA vy las dos cepas vanB mostraron el mismo tipo PFGE, EFM-1, y
se identificaron como BAPS 2.3-ST25. Las dos cepas vanB se aislaron
de muestras de sangre y fluidos abdominales de pacientes con infec-
ciones del torrente sanguineo e intraabdominales documentadas en
las salas de cirugia y UTI (unidad terapia intensiva) en 2013 y 2014.
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Discusion

Este informe documenta la presencia de complejos clonales relevantes
de alto riesgo de E. faecalis y E. faecium (Guzman Prieto et al., 2016),
capaces de adquirir y diseminar genes resistentes a los ATM de prime-
ralinea. El clon ST9-PRASEF (bla+, RANG) de E. faecalis identificado
en este estudio, representa uno de los pocos bla+/E. faecalis descriptos
hasta la fecha, la mayoria de ellos documentados a fines de la déca-
da de 1980 en EE. UU.,, Libano, Canada y Argentina (Nallapareddy
et al., 2002). La aparente relacion entre los aislamientos de ST9-bla+
descritos aqui y los reportados en otro hospital de Buenos Aires en
1989, ambos con RANG, sugieren que este clon podria haber estado
circulando en nuestro medio desde fines de la década de 1980. Clones
endémicos de E. faecalis con mecanismos de resistencia poco frecuen-
tes, como la produccion de f-lactamasa o resistencia a vancomicina,
se han descrito previamente en regiones especificas de los EE. UU.,, ya
sea debido a un clon epidémico (ST6-bla+) (Murray, 1992; Hayakawa
et al., 2011) o un plasmido epidémico (Inc18-vanA) (Teddim et al.,
2015). Hasta la fecha, no se comprende bien por qué estas cepas resis-
tentes a los ATM permanecen aparentemente confinadas en regiones
especificas. La presencia de otros ST de E. faecalis como ST179, ST388
y ST720 (con RANG) en mas de un paciente en diferentes salas, re-
fleja la transmisibilidad de varios clones en el hospital bajo estudio.
Respecto a cepas de E. faecium caracterizadas en esta investigacion,
algunas de ellas, no pertenecian a los grupos clonales predominantes
en la mayoria de los hospitales del mundo, pertenecian a subgrupos
BAPS 3.3a (ST18 y ST17) o 2.1a (ST117, ST203 y ST80) (Gagetti et
al., 2019; Tedim et al., 2016; Freitas et al., 2016). Llama la atencién
la deteccién de clones pertenecientes a otros grupos filogenéticos, a
menudo asociados a animales y capaces de adquirir diferentes rasgos
de resistencia como BAPS 3.1-ST792 (2 vanA) o BAPS 2.3-ST25 (2
vanB y 1 vanA) (Tedim et al., 2016; Freitas et al., 2016; Pourcel et al.,
2017). Esta diversidad clonal explica la baja ocurrencia de E. faecium
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resistente a ampicilina encontrada en nuestro estudio en compara-
cidén con lo reportado en otras series (26,3% vs >85%)° (Corso et al.,
2007; Faccone et al., 2010; Osuka et al., 2016). Por otro lado, la diver-
sidad genética de E. faecalis y E. faecium capaces de adquirir genes
que codifican ANRGE, detectada en este estudio, muestra algunos
clones con potencial zoonético, que podrian facilitar la propagacion
de estos genes entre diferentes huéspedes, como se ha informado en
diferentes lugares geograficos (Pourcel et al., 2017; Osuka et al., 2016;
Gawryszewska et al., 2016).

A pesar de la limitada muestra analizada, datos epidemiolégicos,
como la diversidad de presentaciones clinicas la edad/sexo de los pa-
cientes y los factores de riesgo para adquirir infecciones por entero-
cocos, concuerdan con otros estudios (Guzman Prieto et al., 2016,
Pourcel et al., 2017). En resumen, la epidemiologia de los enterococos
en un hospital de tamafio mediano de América del Sur, durante una
situacién sin brote arrojé informacién interesante para la salud pu-
blica. La persistencia de clones resistentes emblematicos e inusuales
como E. faecalis ST9 (bla+, RANG) sugiere la presencia de reservorios
ocultos de E. faecalis resistentes, en diferentes areas geograficas. Ade-
mas, destaca la importancia de definir la estructura poblacional de los
enterococos en diferentes lugares para comprender la influencia de
los factores sociodemograficos en la diversidad clonal de éstos y, por
tanto, en la aparicion y transmision de la resistencia a los ATM.

Conclusion

El interés del estudio radicé en el valor para describir la estructura
poblacional de enterococos durante un periodo de recuperacion cre-
ciente de aislamientos multirresistentes en un drea geografica con baja
prevalencia de enterococos resistentes a ATM de primera linea, pero
donde se encontraron/detectaron mecanismos emblematicos de resis-
tencia antimicrobiana.

5 https://resistancemap.cddep.org/CountryPage.php?countryld=65&pais=Argentina
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