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RESUMEN

OsseTivos: conocer la prevalencia de especies de enterococos causantes de infecciones en nifio, su virulencia, susceptibilidad
antimicrobiana e infecciones méas frecuentes. Métopo: se estudiaron 156 aislamientos de enterococos causantes de infecciones en
nifios ingresados en el Hospital “Octavio de la Concepcion y La Pedraja”, Holguin. Se llevo a cabo la identificacion de especies
y deteccion de factores de virulencia por métodos fenotipicos. Se determind la concentracién inhibitoria minima para vancomicina,
ciprofloxacina, ampicilina, gentamicina, estreptomicina, cloranfenicol, nitrofurantoina, eritromicina, tetraciclina, levofloxacina
y norfloxacina, segin las normas del Clinical Laboratory Standard Institute. ResuLTaDOs: las cepas se aislaron de sangre, orina,
heridas quirdrgicas, piel y tejido blando, oido medio, vulva, punta de catéter, liquido peritoneal, vagina, esperma, liquido
cefalorraquideo, y otras fuentes. La especie prevalente fue Enterococcus faecalis, seguido por Enterococcus faecium, Enterococcus
gallinarum y Enterococcus raffinossus, Enterococcus casseliflavus y Enterococcus avium. La produccion de proteasa y hemolisina
se detectd solo en E. faecalis. E. faecium mostré porcentajes mas altos de resistencia a ampicilina, ciprofloxacina, norfloxacina,
levofloxacina, mientras que E. faecalis mostr6 mas resistencia a eritromicina, cloranfenicol y tetraciclina. De E. faecalis 58
aislamientos y 12 de E. faecium presentaron altos niveles de resistencia a gentamicina, asi como 45 y 32,3 % mostraron altos
niveles de resistencia para estreptomicina, respectivamente. Se detecté una cepa de E. faecium resistente a vancomicina.
ConcLusiones: la circulacion de cepas de enterococos virulentas y resistentes a diferentes antibi6ticos indica la necesidad del
control de la infeccién enterocécica y la importancia del monitoreo de la susceptibilidad antimicrobiana, para prevenir la
seleccion de cepas con estos rasgos dentro de las unidades hospitalarias y su posible expansién a la comunidad.
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INTRODUCCION los enterococos comenzaron a emerger cComo causa
importante de infeccion nosocomial e infecciones

Hasta mediados de los afios 70, Enterococcus adquiridas en la comunidad, afectando a nifios y

era considerado como una causa rara de septice- adultos.?® Entre las infecciones mas frecuentes
miay meningitis en el recién nacido.! Sin embargo, reportadas se encuentran las del tracto urinario,
desde finales de los afios 80 y principio de los 90, heridas quirdrgicas, septicemia, endocarditis,
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abscesos intraabdominales y pelvianos.??
Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium
son las especies mayormente aisladas al nivel mun-
dial, mientras que otras, como E. casseliflavus,
E. gallinarum, E. durans, E. avium, E. raffinossus,
se reportan en menor proporcion.*

Uno de los problemas més preocupantes en el
género Enterococcus, es su gran resistencia ad-
quirida a unaampliay variada gama de antibidticos
unido a una elevada resistencia intrinseca, con no-
table adaptacion a la exposicién antibiotica.’ Por
otro lado, su patogenicidad se ha incrementado con
el curso de los afios; se reportan varios factores
de virulencia como las hemolisinas, proteasas, sus-
tancias de agregacion, entre otros.®

En Cuba, segln datos de la vigilancia nacional
que se ha llevado a cabo para enterococo y de
investigaciones realizadas, se ha constatado la im-
portancia de esta bacteria como patégeno noso-
comial, la cual presenta altos niveles de resistencia
aaminoglucosidos, una de las terapias de eleccion
frente a la infeccidn enterocdcica, que junto a la
ampicilina logran el efecto bactericida sobre este
microorganismo.” Sin embargo, el conocimiento
sobre las infecciones enterococicas en nifios en
Cuba es muy limitado. Por tal motivo, el propoésito
del presente trabajo fue determinar la prevalencia
de especies de enterococos causantes de infeccio-
nes pediatricas, su virulencia y susceptibilidad
antimicrobiana, asi como conocer las infecciones
mas frecuentes.

METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo-retrospectivo
que incluyo la caracterizacion de 156 aislamientos
de enterococo aislados durante el periodo de enero
2000 a noviembre 2005, procedentes de muestras
clinica de neonatos y nifios menores de 14 afios
ingresados en el Hospital "Octavio de la Concep-
ciony la Pedraja”, Holguin. Para investigar sobre
las afecciones clinicas en los pacientes a quienes
se les aislé los enterococos estudiados y los servi-
cios donde estuvieron ingresados, se revisaron los
cuadernos de registro del Laboratorio de Micro-
biologia de este hospital.

Identificacion genérica y de especie: se reali-
z6 por métodos convencionales definidos por

Facklam y Collins.2 Se emple6 el API ID 32
ESTREPTOCOCAL (Biomerieux) para confirmar
la identificacion de especie.

Susceptibilidad antimicrobiana: se determi-
no la concentracion inhibitoria minima (CIM)
por E-test para vancomicina, ciprofloxacina y
por el método de dilucién en agar para los
antibioticos ampicilina, gentamicina, estrepto-
micina, cloranfenicol, nitrofurantoina, eritro-
micina, tetraciclina, levofloxacina y norfloxacina,
segun las normas NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards) actualmen-
te denominadas CLSI (Clinical Laboratory Stan-
dard Institute).® E. faecalis ATCC 29212 se
utilizé como cepa control. En las cepas resis-
tentes a la ampicilina se determiné la produc-
cion de betalactamasa por el método de la
cefalosporina cromogena (Nitrocefin, Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra), segun las instruccio-
nes del fabricante.

Determinacion de factores de virulencia: la
produccion de hemolisinay proteasa se determiné
en Agar Trypticasa Soya y se complementd con
5 % de sangre de caballo y 1,5 % de leche
descremada, respectivamente. Las placas se in-
cubaron a 37 °C durante 24 h. Aquellas cepas
que produjeron una zona clara de beta-hemolisis
alrededor de la colonia fueron consideradas pro-
ductoras de hemolisina, mientras que un halo
claro alrededor de la colonia después de la
incubacion se considerd una cepa con actividad
de proteasa.

RESULTADOS

Se identificaron 6 especies de enterococcos
causantes de infecciones en nifios. E. faecalis
fue la especie prevalente (83,3 %), seguido por
E. faecium (12,8 %). Otras especies menos fre-
cuentemente identificadas fueron: E. gallinarum
(1,3 %), E. raffinossus (1,3 %), E. casseliflavus
(0,6 %) y E. avium (0,6 %).

Las cepas se aislaron de sangre (20,5 %),
orina (12,1 %), heridas quirdrgicas (13,4 %), piel
y tejido blando (10,2 %), oido medio (9 %), vulva
(7,7 %), punta de catéter (5,1 %), liquido peritoneal
(4 %), vagina (3,2 %), esperma (2,5 %), liquido
cefalorraquideo (2 %), y otras fuentes (10,2 %).
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Acorde con estos hallazgos y teniendo en cuen-
ta la historia clinica de cada paciente se constatd
al enterococo como causa de septicemia, sepsis
urinaria, infecciones de heridas quirdrgicas, infec-
ciones de piel y tejido blando, otitis media, vulvitis,
infeccion relacionada a catéter, peritonitis y me-
ningitis.

Un hallazgo importante en este estudio fue la
deteccion de 14 cepas causantes de otitis media
donde el cultivo microbiolégico revelé solamen-
te enterococo (13 cepas de E. faecalisy 1 de
E. raffinosus). Estos aislamientos fueron resisten-
tes a gentamicina (64,3 %), estreptomicina (50 %),
eritromicina (71,4 %) y cloranfenicol (50 %).

Los servicios hospitalarios en los cuales se de-
tect6 el mayor nimero de infecciones enterococicas
fueron: unidad de cuidado intensivo neonatal (21 %),
unidad de cuidado intensivo pediétrica (18 %), ci-
rugia (18 %), urologia (16 %), otorrinolaringologia
(4,5 %), asi como otras unidades (22,5 %).

Con respecto al estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana, en la tabla 1 se muestran los por-
centajes acumulativos (ug/mL) y porcentajes de
resistencia de E. faecalis y E. faecium a los dife-
rentes antibioticos estudiados. Se detectaron altos
niveles de resistencia a aminoglucdsidos (CIM de
gentamicina: > 500 pug/mL, CIM de estreptomi-
cina: > 2000 ug/mL) en 45,5y 32,6 % de las
cepas, respectivamente. E. faecium mostro el
porcentaje mas alto (60 %) de resistencia a este
grupo de antimicrobiano. Se encontr6 una resis-
tencia combinada frente a gentamicina (rango de
CIM, 512 a>1024 g/mL) y estreptomicina (CIM,
> 1024 g/mL) en 39 cepas (55 %).

A la ampicilina resulto resistente 12 % de
enterococos (18 cepas de E. faecium y una de
E. gallinarum) (CIM= 64-256 pg/mL) pero nin-

guna de las cepas produjeron B-lactamasa; 13 ce-
pas resistentes a ampicilina que causaron infec-
ciones severas (septicemia, bacteremia relacionada
a catéter, infeccion de herida quirurgica e infec-
ciones intraabdominales) fueron también resistentes
frente a gentamicina.

La mayoria de las cepas de enterococo fueron
susceptibles a vancomicina, solo un aislamiento de
E. faecium fue resistente a vancomicina (CIM
de 32 ug/mL) y una cepa de E. gallinarum y de
E. casseliflavus mostraron resistencia de bajo ni-
vel con CIM de 6 a 8 ug/mL.

La ciprofloxacinay la norfloxacina mostraron
valores de CIM inferiores frente a las cepas estu-
diadas comparados con los obtenidos para la
levofloxacina. E. faecium fue més resistente a las
quinolonas que E. faecalis.

Con respecto a los factores de virulencia
estudiados, 82 aislamientos (52,6 %) expresaron
actividad de proteasa y hemolisina, aunque la pro-
duccion de ambos factores de virulencia se de-
tectd solo en 5 cepas de E. faecalis. Se observd
actividad de proteasa y produccion de hemolisina
en 41,3y 12,8 % cepas de E. faecalis, respectiva-
mente, no detectdndose en otras especies de
enterococo.

De las cepas con actividad hemolitica, 50 %
resultd resistente a gentamicina, mientras que 20 %
fue resistente frente a estreptomicina. Un alto
porcentaje de resistencia a estos antibidticos se
detectd en las cepas con actividad proteasa
(gentamicina, 38,2 %; estreptomicina, 29,1 %).

La distribucion de los factores de virulencia
segln la infeccion se representa en la tabla 2
donde se observa que ambos factores estudiados
se detectaron mayormente en infecciones severas.

Tabla 2. Distribucion de los factores de virulencia detectados segun origen clinico de las cepas.

Origen clinico de las cepas No. Factores de virulencia

proteasa hemolisina
Septicemia 32 7 (21,8 %) 7 (21,8 %)
Infeccién de herida quirdrgica 21 10 (47,6 %) 6 (28,5 %)
Infeccién del tracto urinario 19 10 (52,6 %) 3 (15,7 %)
Infeccion de piel y tejido blando 16 7 (43,7 %) 0 (0 %)
Infeccion de oido medio 14 5 (35,7 %) 0 (0 %)
Bacteriemia relacionada a catéter 8 5 (62,5 %) 0 (0 %)
Peritonitis 6 5 (83,3 %) 4 (66,6 %)
Vaginitis 5 3 (60 %) 0 (0 %)
Infeccion del SNC 3 3 (100 %) 0 (0 %)
Infeccién del prepucio 3 0 (0 %) 1 (33,3 %)




DISCUSION

Desde 1994, se documenta la importancia
creciente de los enterococos como causa de
infecciones pediétricas.® Hoy, a mas de una década,
esta investigacion reafirma este hecho, al demos-
trar la circulacion de diferentes especies que
causan serias infecciones en un hospital pediétrico.

La distribucion de especies entre las cepas en
estudio es similar a la reportada al nivel mundial,
pues E. faecalis y E. faecium son las méas fre-
cuentemente involucradas en infecciones huma-
nas, mientras que E. gallinarum, E. raffinossus,
E. casseliflavus y E. avium se aislan en menor
proporcién. Aunque la importancia clinica de estas
ultimas especies y su potencial de virulencia toda-
via es incierta,2¥ en esta investigacion E. galli-
narum y E. casseliflavus causaron septicemia e
infeccion de herida quirurgica, lo que evidenciael
papel patogénico de estas especies. Varios auto-
res han reportado recientemente que estas espe-
cies son causa de infecciones del torrente
sanguineo y meningitis.”!

La identificacién de especies del género
Enterococcus en cada uno de los servicios hospi-
talarios es de vital importancia para lograr un me-
jor control terapéutico de estas infecciones,
considerando las diferencias especie-especificas
en cuanto a la susceptibilidad a betalactamicos
y glicopéptidos, sobre todo entre E. faecalis y
E. faecium.

Enterococo se ha convertido en causa impor-
tante de septicemias en los recién nacidos.! Esta
observacion se corrobor6 en la presente investiga-
cion, donde la mayoria de los aislamientos proce-
dian de hemocultivos de nifios ingresados en la
unidad de cuidados intensivos neonatal, lo que
podria estar dado por el esfuerzo creciente de
lograr la supervivencia de los recién nacidos de
bajo peso, el uso extendido de nutricidn parenteral
y el empleo de catéter vascular que tiene lugar en
esta unidad.!

Se reporta a enterococo como una causa
inusual de otitis media,*? sin embargo en el pre-
sente trabajo se detectaron 14 cepas responsables
de esta entidad clinica. El aislamiento de este pa-
tdgeno como causa de otitis media es de vital im-
portancia por su resistencia a los antibioticos
orales, normalmente prescritos para esas infec-
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ciones del oido, lo que puede causar serias compli-
caciones como otitis cronica supurativa e infec-
ciones del sistema nervioso central.*34

La unidad de cuidados intensivos neonatal, la
unidad de cuidados intensivos pediatrica y la uni-
dad de cirugia aportaron el mayor nimero de ca-
s0s. Estos resultados son similares a los informados
en otros paises, porque estos constituyen servicios
de alto riesgo para la infeccion enterocécica.t*

La presente investigacién muestra la suscep-
tibilidad de las cepas estudiadas frente a diferen-
tes antibidticos donde se encontraron altos niveles
de resistencia a aminoglucoésidos. Este resultado
es similar a lo reportado por Rudy y otros en un
hospital pediatrico de Polonia, quienes detectaron
53 % de resistencia a gentamicina;* mientras que
en un hospital pediatrico de México solo se encon-
trd 5 % de aislamientos resistentes.® No obstante,
en una investigacion desarrollada en la India se
detectaron porcentajes mas altos de resistencia
como 66 y 42 % frente a gentamicina y la
estreptomicina, respectivamente.? Diferencias en
los niveles de resistencia a estos aminoglucésidos
también se han reportado entre las diferentes es-
pecies de enterococos.

Con el aumento de la prevalencia de esta
resistencia en el mundo, ha estado muy limitada la
eleccion de aminoglucésidos para la terapia
combinada sinérgica con betalactamicos en la
infeccion enterocdcica.'” Por tanto, un uso mas
racional de este grupo de antimicrobiano debe
llevarse a cabo en ese hospital y considerarse re-
gimenes alternativos para el tratamiento de estas
infecciones.

Laampicilina es otro de los antibidticos de pri-
mera linea en la infeccion enterocdcica. Este es-
tudio ha detectado la circulacion de cepas
resistentes a este antibiotico y, a pesar de que el
porcentaje no es muy alto, esto puede implicar un
uso primario de la vancomicina para tratar las
infecciones por enterococos resistentes a la
ampicilina, lo que pudiera predisponer a la apari-
cion de enterococos resistentes a la vancomicina.
Afortunadamente el porcentaje de resistencia
frente a este glicopéptido fue muy bajo y es si-
milar a los resultados de la Vigilancia Nacional de
la Resistencia de enterococo en Cuba durante el
periodo 2000-2004 (Resistencia: 2,7 %), lo que
contrasta con varios reportes sobre epidemias por
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Enterococcus Vancomicina-Resistente en
unidades pediatricas de otros paises.’®

E. faecium fue maés resistente frente a las
quinolonas que E. faecalis, como se ha reportado
previamente.?

El cloranfenicol y la tetraciclina no son drogas
ampliamente usadas para el tratamiento de la
infeccion enterocdcica y la eritromicina no es
considerada como un agente terapéutico eficaz
contra esta bacteria. No obstante, se han reportado
altas tasas de resistencia frente a cloranfenicol
(36 %), eritromicina (49 %) y tetraciclina (61,5 %)
en diferentes paises,>'®? donde E. faecalis mos-
tré la mas alta resistencia.

La propagacion de cepas de enterococos re-
sistentes en diferentes nichos plantea un problema
de contaminacion ambiental, sobre todo cuando
estas cepas provienen de ambientes especiales
como el hospitalario, donde ademas de la resisten-
cia, adquieren determinantes de virulencia que les
permiten su supervivencia.®

Los factores de virulencia detectados en
el género Enterococcus son la produccion de
hemolisinas, bacteriocinas, proteasas y aglu-
tininas.'? Diversos autores han encontrado asocia-
cion entre factores de virulencia y resistencia
antibidtica. Estos factores se relacionan general-
mente con una mayor invasividad, un mayor ries-
go de muerte por septicemias y facilitan la evasion
de las defensas del hospedero. Més de la mitad de
las cepas incluidas en el estudio fueron virulentas
y se clasificaron como E. faecalis, lo cual coinci-
de con hallazgos internacionales al reportar esta
especie como la mas virulenta.?? El porcentaje de
cepas productoras de hemolisina fue bajo compa-
rado con reportes internacionales (17-60 %). Nin-
gun aislamiento de E. faecium expreso actividad
proteasa, resultado similar a otros estudios inter-
nacionales, por lo que esta enzima no parece ser
comun en esta especie.?

El mayor porcentaje de cepas productoras de
hemolisina y proteasa se observé en aquellas
procedentes de infecciones severas, lo cual evi-
dencia el papel de estos factores de virulencia en
las infecciones humanas. Sin embargo, otros fac-
tores pueden ser también importantes en la
patogénesis de la infeccion enterocdcica.®

La circulacion de cepas de enterococos que
exibieron virulentas y resistentes a diferentes

antibidticos en este hospital pediatrico, indica la
necesidad del control de la infeccion enterocdcica,
asi como el monitoreo sistematico de la susceptibi-
lidad antimicrobiana. Estas medidas son impres-
cindibles en aras de prevenir la seleccién de cepas
resistentes dentro de las unidades hospitalarias
y evitar la posibilidad de su expansion a la comu-
nidad.

Antimicrobial susceptibility and virulence factors found
in Enterococcus species causing pediatric infections
in Cuba

ABSTRACT

OsgsecTives: to find out the prevalence of Enterococcus species
causing child infections, their virulence, antimicrobial
susceptibility and most frequent infections. MetHop: One hundred
and fifty six isolations from Enterococcus causing infections in
children, admitted to “Octavio de la Concepcién y La Pedraja”
hospital in Holguin, were studied. The phenotypical methods
allowed identifying species and detecting virulence factors.
Following Clinical Laboratory Standard Institute requirements,
minimal inhibitory concentration was determined for vanco-
mycin, ciprofloxacin, ampicilline, gentamycin, streptomycin,
chloranphenicol, nitrofurantoine, erythromycin, tetracycline,
levofloxacin and norfloxacine. ResuLts: Strains were isolated from
the blood, the urine, surgical wounds, the skin and the soft tissue,
the middle ear, the vulva, catheter point, peritoneal fluid, vagina,
sperm, cerebrospinal fluid, and from other sources. The prevailing
species was Enterococcus faecalis followed by Enterococcus
faecium, Enterococcus gallinarum y Enterococcus raffinossus,
Enterococcus casseliflavus y Enterococcus avium. Protease and
hemolysin was only detected in E. faecalis. E. faecium accounted
for the highest percentage of resistance to ampicillin,
ciprofloxacine, norfloxacin, levofloxacin whereas E. faecalis
was more resistant to erythromycin, chloranphenicol and
tetracycline. Fifty eight E. faecalis isolates and 12 E. faecium
isolates exhibited the highest levels of resistance to gentamycin,
as well as 45 % and 32.3 % of samples had high levels of resistance
to streptomycin respectively. A vancomycin-resistent E. faecium
strain was detected. Concrusions: The circulation of virulent and
multiple resistant Enterococcus strains indicates that
Enterococcus infection need to be controlled and the importance
of monitoring antimicrobial susceptibility, in order to prevent
the selection of strains with these characteristics in hospitals
and their possible extension to the community.

Key words: Antimicrobial susceptibility, virulence factors,
Enterococcus, children.
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