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Introduccion

En los Ultimos afios se ha documentado la importancia de Enterococcus como
patdégeno nosocomial a nivel mundial. E. faecalis es la especie mas prevalente
asociada con infecciones haospitalarias y comunitarias (17). La principal
preocupacion sobre Enterococcus es su multirresistencia antimicrobiana debido a
su resistencia adquirida por la ganancia de elementos genéticos moviles, y
resistencia intrinseca a una amplia gama de antibicticos (1.3).

Se han aplicado diferentes métodos de tipaje genético para las investigaciones
sobre la epidemiologia molecular de Enterococcus. Recientemente, se desarrollo
un método molecular basado en la identificacion de alelos de secuencias de genes
del metabolismo bacteriano (housekeeping genes) denominado Multilocus
Sequence typing (MLST, siglas en inglés), que permite conocer los linajes
geneticos de E. faecalis y E. faecium y ha sido de gran utilidad en la diferenciacion
de la estructura poblacional de estas especies distribuidas globalmente (9, 17). Sin
embargo, se han desarrollado pocos estudios en Enterococcus usando esta
técnica novedosa por o que la historia evolutiva y la distribucion de estos linajes
genéticos en el mundo es alin poco conocidas.

La importancia de Enterococcus en los hospitales cubancs, y la diseminacion
intra e interhospitalaria de clones de E. faecalis se reporto previamente mediante
el uso del PFGE (15, 16). Sin embargo, la técnica de PFGE no es adecuada para
estudiar la evolucion genética de clones bacterianos (12). Por consiguiente,
llevamos a cabo el primer estudio sobre MLST en cepas de E. faecalis aisladas
en Cuba y se analizé la relacion de Secuencias Tipos (ST) y la presencia de genes
de virulencia y de resistencia a antibiéticos.
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Disefio metodologico

Cepas bacterianas, identificacion

Se seleccionaron veinte y tres aislamientos de E. faecalis procedentes de
diversas areas geogréficas de Cuba aisladas entre los afios 2001 y 2005. E
faecalis se selecciond proporcionalmente segin el nimero de aislamientos por
afo, por provincias, y hospitales. La identificacion de la especie se llevd a cabo
mediante el APl 20 Strep (bioMerieux, Marcy, L'Etoile, Francia), y se confirmd esta
identificacion por la técnica de PCR descrita por Dutka-Malen y colaboradores (5).

Estudio de susceptibilidad antimicrobiana.

Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) para gentamicina,
estreptomicina amikacina ampicilina; vancomicing, teicoplanina ciprofloxacina,
norfloxacina, levofloxacina, rifampicina, fosfomicina nitrofurantoing; eritromicina
cloranfenical y tetraciclina por el método de dilucion en agar segun las normas
Clinical Laboratory Standar Institute del 2007 (CLS, siglas en inglés) (3).
Deteccion de genes de resistencia a antibiéticos por PCR.

La presencia de genes de resistencia a antibiGticos se investigd por PCR
mediante el uso de cebadores especificos, reportados previamente [el erm(B),
erm(A), em(C), y mef(A) (22), tet(M) y tet(L) (14) y aac(6) - el aph(2’), aph(3),
ant(6), ant(3") (9), aph(2") - el id y aph(2") - el ic] (1,14, 20). Se incluyeron cepas
como contral paositivo y control negativo en todas las reacciones de PCR.
Deteccion de genes de virulencia

Los genes de virulencia en E. faecalis se determinaron, también, mediante PCR
y se usaron cebadores reportados previamente (2, 6, 11, 21, 22). Se investigo la
presencia de seis genes que codifican la produccion de sustancia de agregacion
(agg), gelatinasa (gelE), citdlicina  (cylA), proteina de superficie enterocdcica
(esp), proteina de adherencia (efaAfs) y feromona sexual (ccf).

Estudio de secuencias multilocus (MLST)

B MLST se llevo a cabo segin el esquema descrito previamente (17). Se
amplificaron, mediante PCR, fragmentos internos de 7 genes metabdlicos muy
conservados en Enterococcus (gdh,enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa),



gyd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), pstS (transportador del casete de
union de ATP-fosfato), gki (glucoquinasa), arok (shikimato 5- deshidrogenasa), xpt
(xantina fosforribosiltransferasa) y yigL (acetil-CoA acetiltransferasa). B esquema
de MLST, las secuencias de los cebadores usados para la PCR y las condiciones
de la misma estan disponibles en el sitio web de MLST (http://efaecalis.mist.net).
Las ST se agruparon en complejos clonales (CCs) mediante el programa
informatico eBRUST, software version.3. La relacion genética entre las cepas se
analizé mediante la construccion de un dendograma usando el programa MEGA4
Resultados
Lingjes clonales identificados por MLST

Se detectaron trece STs diferentes, cinco de las cuales fueron nueves tipos a
nivel mundial (ST115, ST116, ST117, ST118 y ST225). Las STs encontradas con
mayor frecuencia fueron ST64 y ST16 (4 aislamientos), seguidas por ST21 y
ST6 (3 aislamientos), mientras otras nueve STs estuvieron representadas por un
solo aislamiento (ST23, ST40, ST59, ST81) y las cinco nuevos STs. Al analizar la
relacion genética entre estas STs mediante el programa eBURST se detectd la
presencia de siete complejos clonales es decir, CC2 (ST6), CC8 (STe4), CC21
(ST21 y ST117), CC25 (ST23), CC40 (ST40), CCo8 (ST16), CC116 (ST116) v 3
singletones (ST81, ST118, y ST225) como se observa en la FHgura 1. Dos STs,
ST115 y ST59 representaron un single locus variant (SLV, siglas en inglés) de
ST191 y ST33, respectivamente. ST6 es un double-locus variant (DLV, siglas en
Inglés) de ST2 que pertenece al CC2 descrito en Espafia. La ST64 representod
una SLV de la ST8 que pertenece al CC8. La ST116, una nueva ST descrita en
Cuba, fue SLV de la ST45 y la ST39 que se aislaron de pacientes hospitalizados
en Espafia. La ST117 es una DLV de la ST21 perteneciente al CC21 (uno de los
CCs més grandes detectados en Esparia) qué incluye cepas procedentes de los
animales, pacientes hospitalizados y voluntarios saludables de la comunidad (P.
Ruiz-Garbajosa, comunicacion personal).
Epidemiologia de los complejos clonales

Los aislamientos de E. faecalis caracterizados por MLST se agruparon en los
complejos clonales independientemente de su origen epidemiologico y geografico.
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La ST16 se encontrd tanto en el hospital como en la comunidad y fue causa tanto
de enfermedad invasiva como de una simple colonizacion. B singleton ST118 se
encontré solamente en la comunidad. H resto de las STs y CCs se detectaron en
los hospitales.

La ST64 (CCB), una de las ST mas predominante en Cuba, segin esta
investigacion, persistio por varios arios en los hospitales (2001-2005) y se disperso
en la region occidental y oriental de Cuba, similar a la ST6 (CC2) pero esta solo
se detectd durante un afio (2003). La ST16 (CC58) se detecto entre el 2004 y el
2005 en los hospitales y la comunidad de la region Oriental de Cuba.

B dendograma reveld la relacion genética de STs de E. faecalis aislados en
Cuba (n=23) y STs representativas (ST8, ST9, ST25, ST28, y ST104)
perteneciendo a los CCs predominantes en varios paises (Fgura 2).

Hgura 2. Diagrama eBURST de secuencias tipo de E. faecalis que incluye las
STs detectadas en Cuba en este estudio. NUmero: representa la secuencia tipo;
Ovalos: complejo clonal; NUmeros en hexagonos: nuevas secuencias tipos



mundiales identificadas en cepas cubanas; NUmeros en rombo: otras secuencias
tipo previamente descritas y también encontradas en el presente estudio.

La mayoria de las STs detectadas en Cuba también se reportaron en paises
europeos (ST6, ST16, ST21, ST23, ST40, ST59, ST81) donde el 67% de los
aislamientos correspondieron a cepas circulantes en Esparia, Polonia y Holanda.
Algunas de las nuevas STs (ST116, ST117, 118), estaban estrechamente
relacionadas a aguéllas detectadas en Europa mientras las ST64, ST6, ST40 y
otra nueva ST (ST115) estuvieron estrechamente relacionadas a algunas
natificadas en EE.UU. (Fgura 2).

Distribucion de genes de virulencia y resistencia entre los linajes de E
faecalis detectados

No se detectd ningin aislamiento resistente a ampicilina, vancomicina,
teicoplanina y moxifloxacina. No obstante, se encontraron tasas elevadas de alto
nivel de resistencia a aminoglucosidos, gentamicina (48%), estreptamicina (52%) y
amkacina (69.5%). Resultados similares se obtuvieron para la eritromicina
(69.5%), €l cloranfenical (43.4%), la tetraciclina (91%) y la rifampicina (56.5%).
Bajos porcentajes de resistencia se encontraron para la ciprofloxacina (22%), la
norfloxacina  (13%), la levofloxacina (22%), la fosfomicina (4.3%) y la
nitrofurantoina (8.7%). Se observo multidrogorresistencia la cual se distribuy6 en
todas las STs excepto para la ST117 y el singleton ST225.

Altos niveles de resistencia a gentamicina fueron significativamente mas
frecuente en la ST6 (CC2), ST16 (CCB8) y ST64 (CC8) (riesgo relative> 1.5, p
<0.05), mientras ninguno de los aislamientos pertenecientes a la ST21 (CC21)
fueron resistente a este aminoglucGsido. Los genes de resistencia a
aminoglucdsidos aac(6) - le-aph(2") - la, aph(3), ant(6), ant(3") (9) se detectaron
mas frecuentemente en ST6, ST16, STe4, ST23, ST115y ST118. Todos las cepas
de E. faecalis caracterizadas en este estudio portaron los genes cd y efa, mientras
que el 61.5%, 46%, 38.5% Y 23% de las cepas portaron los genes esp, gel, agg y
cyl, respectivamente. La presencia del gen cyl estuvo relacionada,



especificamente, con la ST64 (CCB) y la ST16 (CC58) qué correspondieron al
35% de todos €l aislamientos estudiados (riesgo relativo> 1.5,p<0.05).
Discusion

A nivel mundial, existen pocos estudios de caracterizacion de E. faecalis por
MLST, lo que implica la necesidad de una interpretacion cuidadosa de los datos
sobre la epidemiologia molecular de esta especie en diferentes paises. La
caracterizacion de 23 aislamientos de E. faecalis, mediante secuencias multilocus,
brindan los primeros datos sobre la estructura poblacional genética de esta
especie en Cuba y permiti6 compararla con reportes mundiales y conocer la
diseminacion de algunos de estos linajes clonales de E. faecalis hacia Cuba.

En el presente estudio, no se encontrd ninguna correlacion entre el origen
clinico de los aislamientos v la estructura clonal de E. faecalis. Similarmente, se
habia reportado por otras autores que este fendmeno de “especificidad de origen”
no se habia encontrado en esta especie (18). Los aislamientos comunitarios 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, sobretodo, si el paciente sufre una instrumentacion del tracto
urinario, cateterizacion vesical o litiasis vesical (7). Esto es una evidencia de la
diseminacion de cepas de Enterococcus multirresistentes y virulentos en la
comunidad de Cuba y refuerza la necesidad de realizar investigaciones sobre €l
impacto de la trasmision horizontal de los genes de resistencia y de virulencia de
Enterococcus que infectan a los pacientes. La ST64, la mas persistente durante el
periodo de estudio, mostré multidrogorresistencia, albergando los genes de
resistencia antimicrobiana aac(6)- el aph(2 ), ant(3")(9), aph(3), tet(M), erm(B) y
los genes de virulencia ccf, efa, cyl, gelE y agg. Estas caracteristicas pudieron
contribuir a su persistencia en el ambiente hospitalario y al incremento de su
transmision y la diseminacion de la resistencia antimicrobiana en E. faecalis (18).
Los resultados de este estudio demaostraron una amplia diseminacion de STs de E.
faecalis porque algunos lingjes se dispersaron en las regiones occidental y oriental
de Cuba durante un largo periodo (ST6, ST16, ST21 y ST64). H uso de



antimicrobianos pudo favorecer la seleccion de estas subpoblaciones
enterococicas con  resistencia antimicrobiana, virulencia y facilidad para
diseminarse.

Se encontraron algunas relaciones genéticas significativas entre aislamientos
cubanos con otros procedentes de varios paises. Las ST16, ST6, ST21 y ST40
son un gjemplo de la diseminacion de lineas genéticas de E. faecalis ya que se
han encontrado en diferentes partes del mundo, por ejemplo, en Espafia, Polonia,
Holanda, Hungria, Dinamarca, y EE.UU. (10, 17). Cepas pertenecientes a la ST16
se aislaron previamente de pacientes hospitalizados y no hospitalizados, asi como
de animales, mientras que cepas pertenecientes a la ST40 se aislaron de
pacientes haospitalizados, de manipuladores de alimentos en Espafia y de
animales en Holanda (19).

E CCA40 se descubre en Europa, con un probable origen en Polonia o los
paises vecinos, segun la hipotesis de Kawalec y colaboradores (10). Los
resultados de la presente investigacion evidencian la diseminacion del CC40 en el
continente americano. También se natificd la circulacion del CC21 sin
multidrogorresistencia en  Polonia  (10). Similarmente, las cepas cubanas
pertenecientes a este CC21 no fueron multirresistentes o presentaron resistencia
a pocos antimicrobianos.

Ruiz-Garbajosa y colaboradores describieron cuatro CCs mayores en Espaiia
(CC9, CC2, CC21y CC10). Los dos primeros se definen como complejos clonales
de alto riesgo, por su especial adaptacion al ambiente hospitalario e incluyen
cepas con resistencia a la vancomicina y con produccion de [3-lactamasa (17). Un
ano después, Kawalec y colaboradores informaron la circulacion de CC2 en
Polonia donde un tercio de sus aislamientos mostraron resistencia a la
vancomicina (10). En la presente investigacion se detecto la circulacion de la ST6
gue pertenece al CC2 pero ninguna de las cepas cubanas incluidas en este
complejo fueron resistentes a la vancomicina o productoras de (3-lactamasa. Este
hallazgo reforzo la hipdtesis de que los clones se han extendido originalmente
como clones vancomicina susceptibles y méas tarde, adquirieron un gen de
resistencia a este antimicrobiano a través de la transmision horizontal del gen,



como se demostré previamente en Cuba, Espafia, Portugal y Polonia (4, 10, 16).
Entre las STs que se identificaron en este estudio, ST23, ST59 y ST81 también se
encontraron previamente en Polonia, Espaiia y Holanda (10, 17) mientras que
cinco STs (ST115, ST116, ST117, ST118 y ST225) constituyeron nueveos tipos.
Estas STs no han sido reportada en otros paises y la alta diversidad de sus
perfiles alélicos sugiere que ellas no estan relacionadas genéticamente. La falta
de informacion en la estructura poblacional de E. faecalis que circula en los paises
de Centroamérica y el Caribe hizo dificil teorizar sobre la diseminacion regional de
estas nuevas STs detectadas en Cuba. Una alta prevalencia del gen esp se
detecto entre las STs descritas en este estudio. Hace unos afios, se sugiere que €l
gen esp puede senir como un marcador para la presencia de islas de
patogenicidad albergando multiples factores de virulencia en E. faecalis y en E
faecium (19). Shankar y colaboradores, también, informaron sobre una expansion
clonal de E. faecalis esp-posttivo en aislamientos de origen porcino en Dinamarca
y pertenecientes a la ST16 y ST40 (19). Los resultados de la presente
investigacion coincidieron con este hallazgo ya que todas las cepas relacionadas
con la ST16 y ST40 portaron este gen de virulencia. La presencia del gen cylA,
que codifica para una citalisina, se relaciond especificamente con la ST16 y la
ST64. Tres de las 4 cepas que conformaron la ST64 fueron aisladas de muestras
de sangre por lo que este hallazgo sugiere una asociacion de la citolisina con la
infeccion enterocdccica severa como se reportd previamente (22).

Conclusiones

Esta investigacion proporciono los primeras datos sobre la estructura poblacional
de E. faecalis circulante en Cuba. La mayoria de las cepas cubanas se relacionan
CON cepas europeas, Y algunas otras se relacionan con cepas de EE.UU. B CC2,
el CC8y el CC21 (tres de los mas grandes complejos clonales diseminados en €l
mundo) y el CC58 estdn circulando en Cuba y se asocian con
multidrogorresistencia y rasgos de virulencia. Secuencias tipos especificas de E.
faecalis se natificaron tanto en el hospital como en la comunidad sugiriendo una
amplia diseminacion de estas STs en el pais.
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